
  
    
  


  
    


    


    


    


    


    


    


    Υπολογιστική Βιολογία


    


    


    


    Χριστόφορος Νικολάου


    Επίκουρος Καθηγητής


    Τμήμα Βιολογίας


    Πανεπιστήμιο Κρήτης


    


    Παναγιώτης Χουβαρδάς


    Εθνικό Καποδιστριακό


    Πανεπιστήμιο Αθηνών


    


    


    


    


    


    


    


    


    Ηράκλειο


    2015


    


    


    


    


    


    


    


    


    


    


    Υπολογιστική Βιολογία


    


    Συγγραφή/Επιμέλεια: Χριστόφορος Νικολάου


    Εικονογράφηση: Χριστόφορος Νικολάου, Παναγιώτης Χουβαρδάς


    Γραφιστική Επιμέλεια: Παναγιώτης Χουβαρδάς


    Κριτικός Αναγνώστης: Παντελής Μπάγκος


    


    http://computational-genomics-uoc.weebly.com/computational-biology-book.html


    


    ISBN:978-960-603-124-3


    Υπολογιστική Βιολογία / Χριστόφορος Νικολάου


    Copyright © ΣΕΑΒ, 2015


    [image: ]


    


    


    Αδειοδότηση Creative Commons


    Αναφορά Δημιουργού - Μη Εμπορική Χρήση - Όχι Παράγωγα Έργα 3.0.


    https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/gr/


    


    


    


    


    


    ΣΥΝΔΕΣΜΟΣ ΕΛΛΗΝΙΚΩΝ ΑΚΑΔΗΜΑΪΚΩΝ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΩΝ


    Εθνικό Μετσόβιο Πολυτεχνείο


    Ηρώων Πολυτεχνείου 9, 15780 Ζωγράφου


    www.kallipos.gr

    



    


    


    


    


    


    


    


    “Nessuna umana investigazione si può dimandare vera scienza, se essa non passa per le matematiche dimostrazioni”


    Leonardo da Vinci, Trattato della Pittura


    


    


    


    


    Πρόλογος


    


    To 1901, σ' ένα άρθρο του στο Nature, o θεμελιωτής της Στατιστικής, Karl Pearson, έγραφε: “Πιστεύω ότι πρέπει να έρθει η ημέρα που ένας βιολόγος -χωρίς να είναι και μαθηματικός- δε θα διστάζει να χρησιμοποιήσει τη μαθηματική ανάλυση, όταν τη χρειάζεται.”


    Το βιβλίο αυτό έχει σκοπό να υπηρετήσει -με τον πιο ταπεινό τρόπο- την παρότρυνση αυτή του Pearson, πάνω από εκατό χρόνια μετά. Αποτελεί ένα πρώτο “απόσταγμα” των διαλέξεων του μαθήματος “Υπολογιστική Βιολογία”, που τα τελευταία επτά χρόνια, διδάσκω στο Πανεπιστήμιο της Κρήτης. Από αυτήν την άποψη, παρόλο που υπογράφεται από έναν άνθρωπο, είναι αποτέλεσμα συλλογικής προσπάθειας. Κι αυτό γιατί συνιστά τον καρπό της διαρκούς αλληλεπίδρασης με προπτυχιακούς φοιτητές Βιολογίας (κυρίως), στην προσπάθεια τους να ακολουθήσουν τη συμβουλή του Pearson και -ενίοτε- να την αποφύγουν.


    Μέσα στα δεκατρία κεφάλαιά του, προσαρμοσμένα στο πλαίσιο ενός εξαμηνιαίου μαθήματος, το βιβλίο που κρατάτε στα χέρια σας, στοχεύει να αναδείξει τη σημασία της ποσοτικοποίησης και της υπολογιστικής προσέγγισης σε μια σειρά από δύσκολα, κι ως εκ τούτου εξαιρετικά ενδιαφέροντα, προβλήματα της σύγχρονης Βιολογίας. Θέτοντας στο επίκεντρο ένα πραγματικό βιολογικό ερώτημα, κάθε κεφάλαιο συνιστά μια αυτόνομη ενότητα, μέσα στην οποία βρίσκουν τον απαραίτητο χώρο να “αναπνεύσουν” τόσο η μαθηματική περιγραφή, όσο και η αλγοριθμική επεξεργασία και η στατιστική ανάλυση θεμάτων που έχουν στην πορεία μετατραπεί από “ποιοτικά ερωτήματα” σε “ποσοτικά προβλήματα”.


    Παρά την έκτασή του, το βιβλίο αυτό δε διεκδικεί τον τίτλο ενός γενικού συγγράμματος, καθώς αφήνει έξω μια σειρά από ενδιαφέροντα προβλήματα, παραλείπει το σχολιασμό ενός αριθμού μεθοδολογιών και διστάζει να μπει σε λεπτομέρειες για μια πληθώρα σημαντικών αλγορίθμων. Δεν μπορεί, έτσι, να λειτουργήσει αυτόνομα σαν εγχειρίδιο για την εφαρμογή τεχνικών βιοπληροφορικής, ούτε ως σημείο αναφοράς για τη λεπτομερή περιγραφή μεθοδολογιών. Βασικός του στόχος είναι να λειτουργήσει μια εισαγωγή για νέους βιοεπιστήμονες στο πεδίο της Υπολογιστικής Βιολογίας, όχι απαραίτητα για να τους εκπαιδεύσει ως τους “βιοπληροφορικούς του αύριο”, αλλά περισσότερο για να τους παρουσιάσει μια νέα, γεμάτη προκλήσεις, οπτική πλευρά της Βιολογίας, που, στην εποχή των μεγάλων δεδομένων, βρίσκεται αντιμέτωπη με την πρόκληση του Λεονάρντο ντα Βίντσι: να “μαθηματικοποιηθεί”, ώστε να διεκδικήσει τον τίτλο μιας “αληθινής επιστήμης”.


    Πολύ περισσότερο από ένα απλό σύνολο τεχνικών εργαλείων για την ανάλυση βιολογικών δεδομένων, η Υπολογιστική Βιολογία αποτελεί μάλλον ένα εννοιολογικό όργανο, έναν τρόπο σκέψης που ορίζει σε μεγάλο βαθμό τη γενικότερη μεθοδολογική προσέγγιση (modus operandi) των βιολογικών φαινομένων. Κι είναι αυτή ακριβώς η φιλοσοφία που ελπίζουμε ο αναγνώστης, φτάνοντας στο τέλος αυτού του βιβλίου, να έχει κάνει κτήμα του.


    Έχοντας ήδη κάνει αναφορά στη συνεισφορά τους, θα πρέπει να αναγνωρίσω κι εδώ ότι το βιβλίο αυτό δε θα είχε γραφτεί χωρίς τη ζωηρή, συνεχή παρότρυνση των φοιτητών του Τμήματος Βιολογίας του Πανεπιστημίου Κρήτης. Επίσης θα ήταν μάλλον αδύνατο να υλοποιηθεί, στην παρούσα μορφή του, χωρίς τη συνδρομή του προγράμματος “Κάλλιπος” του Εθνικού Μετσοβίου Πολυτεχνείου και του Συνδέσμου Ελληνικών Ακαδημαϊκών Βιβλιοθηκών. Ευχαριστώ θερμά το συνάδελφο Παναγιώτη Χουβαρδά για τη βοήθειά του στην ανάπτυξη του υλικού, την εικονογράφηση και την τελική προετοιμασία του κειμένου και τον Παντελή Μπάγκο, Αναπληρωτή Καθηγητή του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, που ως κριτικός αναγνώστης συνέβαλε τα μέγιστα στην οργάνωση του περιεχομένου, τη διασαφήνιση εννοιών και τη σωστή απόδοση όρων. Ιδιαίτερη μνεία αξίζουν τέλος οι φοιτητές του Βιολογικού Τμήματος, Κλειώ Βέρρου, Μαρία Τσοχατζίδου, Διονύσης Παπαζωγονόπουλος, Γιώργος Κολιοπάνος, Ανδρέας Αγγελόπουλος, Άννα Καραβαγγέλη, Θεόφιλος Χαλκιαδάκης, Μαρία Μαλλιαρού, Παναγιώτης Λινάρδος και Ιωάννα Πιτσιδιανάκη που διάβασαν με προσοχή τα κεφάλαια του βιβλίου πριν την τελική σύνθεσή τους και -ως πρώτοι πραγματικοί αναγνώστες- το βοήθησαν να πάρει τη μορφή που έχει. Τέλος, ευχαριστώ εκ των προτέρων και όλους τους μελλοντικούς αναγνώστες, που με τη διαρκή κριτική τους θα το βελτιώσουν ακόμα περισσότερο.
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    Eισαγωγή:Τι είναι η Υπολογιστική Βιολογία


    


    


    Σύνοψη


    


    Tο πρώτο αυτό Κεφάλαιο έχει σκοπό να μας εισάγει στο χώρο της Υπολογιστικής Βιολογίας-Βιοπληροφορικής, να δώσει τις βασικές έννοιες αλλά κυρίως να αναδείξει το είδος και το εύρος των επιστημονικών προβλημάτων, για την επίλυση των οποίων χρησιμοποιούμε υπολογιστικές προσεγγίσεις. Ως διεπιστημονικό γνωστικό αντικείμενο, η Υπολογιστική Βιολογία είναι δύσκολο να οριστεί και ως εκ τούτου στο πλαίσιο αυτής της εισαγωγής θα την παρουσιάσουμε περισσότερο στο πλαίσιο των ερωτημάτων τα οποία αποπειράται να απαντήσει. Αφού γίνει μία σύντομη αναφορά στις βάσεις βιολογικών δεδομένων, θα συζητηθούν πιο αναλυτικά οι ολοένα αυξανόμενες ανάγκες για αποτελεσματική διαχείριση του όγκου και της πολυπλοκότητας των βιολογικών δεδομένων στην εποχή της επιστήμης μεγάλου όγκου δεδομένων (big data science). Στη συνέχεια, θα επικεντρωθούμε στην παράθεση μερικών από τα πιο σημαντικά βιολογικά προβλήματα, που καθιστούν απαραίτητη τη χρήση υπολογιστικών μεθοδολογιών, με έμφαση σε αυτά που σχετίζονται με την ανάλυση βιολογικών αλληλουχιών και λειτουργικών τους ιδιοτήτων. Στο δεύτερο μισό του κεφαλαίου θα γίνει μια εισαγωγική αναφορά στις βασικές έννοιες μαθηματικών και στατιστικής που είναι απαραίτητες για την ποσοτικοποιημένη έκφραση των βιολογικών προβλημάτων και τέλος θα παρουσιαστούν συνοπτικά τα βασικότερα είδη υπολογιστικών αλγορίθμων που θα συζητηθούν σε επόμενα κεφάλαια.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να κατονομάσετε τις κυριότερες βάσεις βιολογικών δεδομένων και το είδος των δεδομένων που περιέχουν.


    · Να γνωρίζετε τι είναι οι διεργασίες υψηλής-απόδοσης σε βιολογικά συστήματα και τι δεδομένα παράγουν.


    · Να διατυπώσετε έναν απλό ορισμό για την έννοια του αλγορίθμου.


    Εισαγωγή


    


    Για το αντικείμενο της σειράς αυτών των μαθημάτων, υπάρχουν περισσότερα από ένα ονόματα. Ο όρος “Βιοπληροφορική” είναι ίσως ο πιο κοινός, ωστόσο φαίνεται να δίνει μεγαλύτερο βάρος στην πληροφορική απ' ότι στη βιολογία. Ο κάπως παλιότερος “Μαθηματική Βιολογία”, εκτός από ελαφρά παρωχημένος, μοιάζει υπερβολικά φιλόδοξος, ενώ ο νεότερος “Θεωρητική Βιολογία” είναι μάλλον υποτιμητικός για την “υπόλοιπη” βιολογία.


    Στο εξής θα αποκαλούμε “Υπολογιστική Βιολογία” το αντικείμενο του μαθήματός μας. “Υπολογιστική” γιατί η διαδικασία γρήγορων και καλά οργανωμένων υπολογισμών με τη βοήθεια της επιστήμης των Υπολογιστών είναι το βασικό μεθοδολογικό της εργαλείο. Και “Βιολογία”; για λόγους που θα γίνουν ακόμα προφανέστεροι στη συνέχεια. Με αυτήν την έννοια, η “Υπολογιστική Βιολογία” δεν αποτελεί ένα συγκεκριμένο γνωστικό αντικείμενο, ούτε ένα πεδίο της βιολογίας όπως είναι π.χ. η γενετική, ή η ανοσολογία. Είναι περισσότερο μια εναλλακτική προσέγγιση στα ερωτήματα μιας πληθώρας τομέων των βιοεπιστημών, με προεξάρχουσα τη μοριακή βιολογία. Οι τεχνολογικές και μεθοδολογικές εξελίξεις στο χώρο των βιολογικών επιστημών, ωστόσο, καθιστούν αυτήν την “εναλλακτική” θεώρηση ολοένα και πιο διαδεδομένη, σε σημείο που οι υπολογιστικές προσεγγίσεις να αποτελούν ήδη αναπόσπαστο κομμάτι τόσο της ερευνητικής καινοτομίας όσο και των βιολογικών εφαρμογών αιχμής.


    Τις κυριότερες πτυχές αυτού του διαφορετικού τρόπου προσέγγισης βιολογικών ερωτημάτων θα τις δούμε μέσα στα 12+1 κεφάλαια αυτού του βιβλίου.


    


    


    Τι ΔΕΝ είναι η Υπολογιστική Βιολογία


    


    Για να καταλάβουμε καλύτερα το αντικείμενο των μαθημάτων μας, καλό θα είναι να ξεκινήσουμε ξεκαθαρίζοντας τι ΔΕΝ είναι Υπολογιστική Βιολογία.


    Υπολογιστική Βιολογία δεν είναι “Βάσεις Δεδομένων”. Είναι αλήθεια ότι στα πρώτα στάδια της ψηφιοποίησης της βιολογίας, οι βάσεις βιολογικών δεδομένων αποτελούσαν μια σημαντική συνιστώσα της Υπολογιστικής Βιολογίας. Σήμερα όμως, με τους καταιγιστικούς ρυθμούς παραγωγής, συλλογής και διαχείρισης δεδομένων, ακόμα και σε τοπικό επίπεδο, οι αποθήκες βιολογικής πληροφορίας αφορούν ένα σημαντικό μεν αλλά μικρό μέρος των γνώσεων που είναι απαραίτητες. Σίγουρα το να γνωρίζει κανείς πού και πώς μπορεί να αποκομίσει δεδομένα για τη δουλειά του είναι χρήσιμο, όμως τα δεδομένα είναι μόνο η πρώτη ύλη για κάθε ερευνητική εργασία. Έτσι, η Υπολογιστική Βιολογία δεν εξαντλείται στις βάσεις δεδομένων με τον ίδιο τρόπο που η μοριακή βιολογία δεν μπορεί να αναχθεί στο σύνολο των καταλόγων των υπαρκτών αντιδραστηρίων.


    Η Υπολογιστική Βιολογία δεν είναι “Πληροφορική”. Αυτό δε σημαίνει πως η θεωρία και οι τεχνικές της επιστήμης των Υπολογιστών δεν είναι αναπόσπαστο κομμάτι της, αλλά ότι οι διεργασίες της πληροφορικής, όπως η επινόηση αλγορίθμων και ο προγραμματισμός Η/Υ δεν είναι αυτοσκοπός. Πολλές φορές οι υπολογισμοί που χρειαζόμαστε είναι αρκετά απλοί και οι υπολογιστές δεν εμπλέκονται στην ανάλυση παρά μόνο στο βαθμό που αυτό συμβαίνει σε οποιονδήποτε άλλο τομέα μελέτης. Άλλες πάλι τα εργαλεία που χρειαζόμαστε προϋπάρχουν κι έτσι αρκεί να κάνουμε χρήση κάποιων εφαρμογών που είναι διαθέσιμες και να συνθέσουμε τα αποτελέσματά μας με συνεκτικό τρόπο.


    Η Υπολογιστική Βιολογία δεν είναι “Μαθηματικά”. Ναι, υπάρχουν εξισώσεις και ναι, υπάρχουν υπολογισμοί και μαθηματικά μοντέλα. Αλλά αυτό δεν είναι “μαθηματικά” παρά απλώς ένας τρόπος να προσεγγίσει κανείς σύνθετα ερωτήματα των φυσικών επιστημών. Η Βιολογία είναι μια σχετικά νέα επιστήμη σε σχέση π.χ. με τη Φυσική ή τη Χημεία, οι οποίες έχουν τους δικούς τους νόμους που εκφράζονται με μαθηματικούς τύπους. Με τον ίδιο τρόπο, η εξαγωγή βιολογικών νόμων και κανονικοτήτων μέσω μαθηματικών τύπων δεν είναι Μαθηματικά. Είναι Βιολογία.


    Κάτι που μας φέρνει στο επόμενο ερώτημα. Τι είναι δηλαδή η Υπολογιστική Βιολογία.


    


    


    Τι ΕΙΝΑΙ η Υπολογιστική Βιολογία


    


    Η Υπολογιστική Βιολογία είναι κατά βάση Βιολογία. Αυτό πιθανότατα να μην ανταποκρίνεται στη ρομαντική εικόνα που έχει κανείς για τον/τη βιολόγο του πεδίου που αναζητά άγνωστα είδη σε δύσβατες ζούγκλες, ούτε καν σε αυτήν του πιο σύγχρονου μοριακού βιολόγου που περιστοιχίζεται από τρυβλία, μεμβράνες και τριχοειδείς βελόνες. Παρ' όλ' αυτά είναι ίσως πιο κοντά στη βιολογία έτσι όπως θα την ξέρουμε σε λίγα χρόνια, λόγω των πολλών αλλαγών που βρίσκονται εν εξελίξει και που θα δούμε παρακάτω (Attwood, E, T.K. Attwood, Eriksson & Bongcam-Rudloff, 2011)⁠.


    Η Υπολογιστική Βιολογία είναι η Βιολογία ειδωμένη από μια σκοπιά περισσότερο σφαιρική, περισσότερο συνεκτική (Luscombe, Greenbaum & Gerstein, 2001)⁠. Κάτι τέτοιο φυσικά δεν είναι επίτευγμα της Υπολογιστικής Βιολογίας αλλά της Βιολογίας, ως μιας επιστήμης που εξελίσσεται και ωριμάζει. Σε αυτά τα πλαίσια η Υπολογιστική Βιολογία:


    · Είναι η βιολογία προσαρμοσμένη στις αυξημένες ανάγκες χειρισμού και ανάλυσης τεράστιου όγκου βιολογικών δεδομένων.


    · Είναι η βιολογία που ποσοτικοποιεί σχέσεις που μέχρι πρότινος εκφράζονταν αποκλειστικά ή σε μεγάλο βαθμό σε ποιοτικό επίπεδο.


    · Είναι η βιολογία σε επίπεδο συστημάτων, που αποτολμά συλλογιστικά άλματα από το μέρος στο όλο.


    Από επιστημολογική άποψη η Υπολογιστική Βιολογία βρίσκεται στη διεπιφάνεια ενός μεγάλου αριθμού γνωστικών αντικειμένων, που δεν περιορίζεται στην Επιστήμη των Υπολογιστών, την Πληροφορική και τα Μαθηματικά (Hogeweg, 2011)⁠ αλλά περιλαμβάνει επίσης τη Στατιστική και τη Φυσική, τη Χημεία και την Νανοτεχνολογία. Κάτω από αυτό το πρίσμα συγκεντρώνει γνώσεις και μεθοδολογικά εργαλεία από έναν μεγάλο αριθμό επιστημονικών πεδίων στην προσπάθεια να απαντήσει στα πολύπλοκα ερωτήματα της σύγχρονης βιολογίας σε μοριακό επίπεδο.


    Και τι χρειάζεται κάποιος για να προσεγγίσει τη Βιολογία μέσω υπολογιστικών μεθόδων; Πρώτα απ' όλα καλή γνώση της βιολογίας, βαθιά κατανόηση των προβλημάτων και της πολυπλοκότητάς τους. Σε επίπεδο τεχνικής αρκεί ένα σχετικά καλό μαθηματικό υπόβαθρο, κυρίως στους τομείς της στατιστικής και των πιθανοτήτων και κατά δεύτερο λόγο της αριθμητικής ανάλυσης. Οι απαραίτητες γνώσεις προγραμματισμού μπορούν να αποκτηθούν στην πορεία και ανάλογα με το επίπεδο στο οποίο επιθυμεί κανείς να εμβαθύνει. Περισσότερο απ' όλα όμως χρειάζεται συνδυαστική σκέψη και ικανότητα σύνθεσης πληροφοριών απο διαφορετικές πηγές.


    


    


    Βιολογικά Δεδομένα. Μια “αλλαγή παραδείγματος” στη Βιολογία;


    


    Η ολοένα αυξανόμενη ανάγκη σύνθεσης πληροφοριών και γνώσεων από πολλαπλές πηγές είναι συνέπεια μιας άνευ προηγουμένου επανάστασης στις βιολογικές επιστήμες, μιας επανάστασης που προς το παρόν περιορίζεται στο τεχνολογικό επίπεδο. Η πρόοδος της νανοτεχνολογίας, της συνθετικής χημείας και των τεχνολογίων επεξεργασίας εικόνας επιτρέπουν πλέον τη διενέργεια πειραμάτων σε πολύ μεγάλη κλίμακα (Joyce & Palsson, 2006)⁠. Συγκεκριμένα, κανείς μπορεί σήμερα σχετικά εύκολα και με μικρό κόστος:


    · Να υπολογίσει το βαθμό έκφρασης όλων των γονιδίων ενός οργανισμού.


    · Να εντοπίσει τα σημεία πρόσδεσης μιας πρωτεΐνης στο DNA κατά μήκος όλου του γονιδιώματος ενός οργανισμού.


    · Να εκτιμήσει τη σύσταση του πληθυσμού όλων των πρωτεϊνικών μορίων και των μορίων RNA μέσα σε ένα κύτταρο σε μια δεδομένη κατάσταση.


    · Να ανασυστήσει τη δομή του γονιδιώματος εντός του πυρήνα ευκαρυωτικών κυττάρων, εντοπίζοντας περιοχές που βρίσκονται κοντά στον τρισδιάστατο χώρο.


    · Να χαρτογραφήσει το σύνολο των μεταβολικών ή σηματοδοτικών μονοπατιών σε έναν ιστό/κυτταρικό τύπο υπό συγκεριμένες συνθήκες.


    


    Το τελικό αποτέλεσμα όλων των παραπάνω είναι ένας ασύλληπτος όγκος δεδομένων ο οποίος θα πρέπει όχι μόνο να αναλυθεί, αλλά και να συγκριθεί με αντίστοιχες αναλύσεις από άλλα πειράματα. Ακόμα κι αν κανείς δεν ενδιαφέρεται παρά για ένα γονίδιο, θα πρέπει να συγκρίνει τα αποτελέσματά του με εναν μεγάλο αριθμό ανάλογων μετρήσεων για να αξιολογήσει τα δεδομένα του. Το να πραγματοποιήσει κανείς αναλύσεις σε αυτό το επίπεδο είναι αδύνατο να συμβεί χωρίς τη χρήση γρήγορων και αποτελεσματικών υπολογιστικών μεθοδολογιών.


    Η πραγματική επανάσταση ή “αλλαγή παραδείγματος” (paradigm shift) όπως είναι ο επικρατής επιστημολογικά όρος, βρίσκεται ακριβώς σε αυτό το σημείο. Από τη μια πλευρά, η έρευνα στη σύγχρονη βιολογία παράγει ψηφιακά δεδομένα με ρυθμό μεγαλύτερο από οποιαδήποτε άλλη επιστήμη, από την άλλη η πολυπλοκότητα των βιολογικών συστημάτων επιβάλλει τη συγκριτική ανάλυσή τους σε πολύ μεγάλη κλίμακα για την εξαγωγή συμπερασμάτων.


    Από αυτήν την άποψη, η εξοικείωση με τις υπολογιστικές μεθοδολογίες καθίσταται απαραίτητη για τις βιολογικές επιστήμες στον 21ο αιώνα.


    


    


    Διεργασίες Υψηλής Απόδοσης (High-Throughput)


    


    Η παραγωγή των δεδομένων που αναφέραμε παραπάνω δε θα ήταν δυνατή χωρίς την εισαγωγή και καθιέρωση στην πειραματική πρακτική των λεγόμενων διεργασιών υψηλής απόδοσης (high-throughput processes).


    Στη συνέχεια θα αναφέρουμε επιγραμματικά τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες από αυτές.


    · Ανάλυση έκφρασης μέσω μικροσυστοιχιών DNA (Εxpression microarray analysis). Ο συγκεκριμένος τύπος ανάλυσης χρησιμοποίειται για τον υπολογισμό της σύστασης του πληθυσμού των μηνυμάτων-RNA ενός κυττάρου.


    · Aνάλυση ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης συνδεδεμένης με μικροσυστοιχίες DNA (ChIP-on-chip). Χρησιμοποιείται σε μεγάλη έκταση για τον εντοπισμό των θέσεων πρόσδεσης πρωτεϊνων (π.χ. μεταγραφικών παραγόντων, ιστονών και άλλων δομικών πρωτεϊνών) σε γονιδιωματικό DNA (χρωματίνη).


    · Αναλύσεις που συνδέονται με αλληλούχιση νέας γενιάς (Next Generation Sequencing, NGS). Αυτές τείνουν να υποκαταστήσουν τις μεθόδους μικροσυστοιχιών, αντικαθιστώντας το βήμα του υβριδισμού συμπληρωματικών μορίων (RNA-cDNA) με απευθείας αλληλούχιση των νουκλεϊκών οξέων. Με αυτόν τον τρόπο οι μικροσυστοιχίες έκφρασης αντικαθίστανται από απευθείας αλληλούχιση ολικού RNA (RNASeq), ενώ η ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης συνδέεται με την απευθείας αλληλούχιση του συγκατακρημνισμένου DNA (ChIPSeq). Οι δυνατότητες που μας παρέχουν οι τεχνικές ΝGS έχουν οδηγήσει στη σύζευξή τους με ένα μεγάλο αριθμό πειραματικών τεχνικών που περιλαμβάνει την εκ νέου (de novo) αλληλούχιση γονιδιωμάτων, τη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας, της ανάλυσης της δομής της χρωματίνης κλπ.


    · Αναλύσεις πρωτεωμικής (high-throughput proteomics analyses). Αυτές περιλαμβάνουν έναν αριθμό τεχνολογιών όπως η ηλεκτροφόρηση δύο διαστάσεων, η φασματομετρία μάζας, η χρωματογραφία υψηλής απόδοσης και διάφορους συνδυασμούς τους.


    


    


    Είδη Βιολογικών δεδομένων


    


    Τα βιολογικά δεδομένα που αποτελούν το αντικείμενο υπολογιστικής ανάλυσης μπορούν να είναι πρακτικά οποιουδήποτε τύπου. Ανάμεσά τους μπορούμε να διακρίνουμε τα:


    α) Πρωτογενή. Αυτά είναι τα δεδομένα που αναφέρονται σε πραγματικές βιολογικές οντότητες (γονίδια, πρωτεΐνες κλπ.). Σε αυτά ανήκουν:


    1. Αλληλουχίες βιομορίων (νουκλεϊκά οξέα, πρωτεΐνες),


    2. αλληλουχίες πλήρων γονιδιωμάτων,


    3. δομές πρωτεϊνών και RNA.


    β) Δευτερογενή. Αυτά είναι δεδομένα που προέρχονται από αναλύσεις επί των πρωτογενών. Πιο χαρακτηριστικά είναι:


    1. Δεδομένα γονιδιακής έκφρασης και δεδομένα πρωτεωμικής ανάλυσης,


    2. συγκριτικά δεδομένα, δεδομένα στοίχισης αλληλουχιών, πλήρων γονιδιωμάτων και δομών,


    3. δεδομένα υψηλής απόδοσης που προέρχονται από τις πειραματικές προσεγγίσεις που αναφέραμε πιο πάνω.


    


    


    Βάσεις Βιολογικών Δεδομένων


    


    Όπως αναφέραμε και παραπάνω, οι βάσεις δεδομένων δεν αποτελούν παρά τα αποθετήρια της πληροφορίας που χρησιμοποιείται ως πρώτη ύλη στην Υπολογιστική Βιολογία. Η δημιουργία και ενημέρωσή τους όμως αποτελεί σημαντικό παράγοντα στη διενέργεια κάθε είδους αναλύσεων. Βάσεις δεδομένων υπάρχουν πλέον για σχεδόν οποιονδήποτε τύπο βιολογικής πληροφορίας ωστόσο, οι κυριότερες είναι αυτές οι οποίες διευθύνονται από διεθνείς οργανισμούς και γι' αυτόν το λογό ενημερώνονται διαρκώς και περιέχουν πολυ μεγάλο όγκο δεδομένων (“Nucleic Acids Research: VOLUME 43 DATABASE ISSUE JANUARY 28, 2015,” 2015)⁠. Οι πιο σημαντικές βάσεις δεδομένων μπορούν να διακριθούν σε:


    Βάσεις πρωτογενών δεδομένων. Αυτές περιέχουν πρωτογενή δεδομένα όπως αλληλουχίες DNA, πρωτεϊνών, δομές πρωτεϊνων. Ενδεικτικά αξίζει να αναφερθούν οι:


    · GENBANK (γονιδιωματικές αλληλουχίες): www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes


    · ENSEMBL (πλήρη γονιδιώματα): www.ensembl.org


    · SWISSPROT (αλληλουχίες πρωτεϊνών): http://au.expasy.org/sprot/


    · RSCB-PDB (δομές πρωτεϊνών): http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do


    Βάσεις δευτερογενών δεδομένων (σχολιασμών). Σε αυτήν την κατηγορία μπορουμε να κατατάξουμε τους γονιδιωματικούς φυλλομετρητές (genome browsers). Πέρα από τα δεδομένα, παρέχουν στο χρήστη την κατάλληλη πλατφόρμα για να κάνεις συγκρίσεις, απεικονίσεις και κάποιες απλές αναλύσεις μέσω διαδικτύου. Είναι ίσως οι πλέον χρήσιμες στους πειραματικούς βιολόγους.


    · UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu


    · ENSEMBL Browser www.ensembl.org


    Βάσεις – Αποθήκες εξατομικευμένων πειραμάτων. Σε αυτές μπορεί κανείς να βρει το σύνολο των δημοσιευμένων δεδομένων που προέρχονται κυρίως από πειράματα υψηλής απόδοσης, όπως είναι οι μικροσυστοιχίες και οι μέθοδοι αλληλούχισης νέας γενιάς (NGS).


    · Short Read Archive (NGS) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra


    · GEO (Μικροσυστοιχίες) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/seq.html


    Ποια είναι τα Προβλήματα της Υπολογιστικής Βιολογίας


    


    Τα δεδομένα, για τα οποία μιλήσαμε ως τώρα, δεν είναι παρά το πρωτογενές αντικείμενο μιας υπολογιστικής ανάλυσης, η “είσοδος” ή input όπως συχνά λέμε. Η Υπολογιστική Βιολογία ωστόσο δεν έχει τόσο να κάνει με το χειρισμό των δεδομένων όσο με την ανάλυσή τους, με σκοπό τη λύση ενός βιολογικού προβλήματος. Τι είδους προβλήματα όμως είναι αυτά που θα μας απασχολήσουν;


    Θα δούμε αμέσως πως είναι πολύπλοκα ερωτήματα που όμως είναι πολύ σημαντικά για την εξέλιξη της βιολογικής σκέψης και για τη βαθύτερη κατανόηση των φαινομένων της σε μοριακό επίπεδο.


    


    


    Αλληλούχιση και Σχολιασμός Πλήρων Γονιδιωμάτων


    


    Η αλληλούχιση του ανθρώπινου γονιδιώματος το 2001 (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004; Lander et al., 2001)⁠ θεωρήθηκε δικαιολογημένα ένα από τα μεγαλύτερα ως τότε επίτευγματα της σύγχρονης μοριακής βιολογίας. Πέρα από την κυρίως πειραματική διαδικασία αναγνώρισης της κάθεμιας από τις περίπου 3x109 βάσεις του γονιδιώματος, η χαρτογράφηση και η απόδοση λειτουργίας σε συγκεκριμένα τμήματα της πρωτοταγούς αλληλουχίας αποτέλεσε ένα εξίσου, αν όχι περισσότερο απαιτητικό εγχείρημα. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται σχολιασμός (annotation) και επιτυγχάνεται σ' ένα πρώτο επίπεδο σχεδόν αποκλειστικά μέσω υπολογιστικών μεθόδων. Η βάση πίσω από τις αναλύσεις αυτού του τύπου είναι η εφαρμογή πιθανοκρατικών μεθόδων, μεθόδων δηλαδή που εκμεταλλεύονται το γεγονός πως περιοχές με διαφορετική λειτουργία τείνουν να έχουν διαφορετικές κατανομές στη χρήση μονο-νουκλεοτιδίων και ολιγο-νουκλεοτιδίων. Κάποια από τα μοντέλα που χρησιμοποιούν οι μέθοδοι πρώτων αρχών (ab initio) πρόβλεψης γονιδίων, είναι οι αλυσίδες Markov και τα νευρωνικά δίκτυα, ενώ το πρόβλημα της εύρεσης της δομής ενός γονιδίου, των ακριβών δηλαδή θέσεων εξονίων-εσωνίων, λύνεται συχνά με την εφαρμογή της τεχνικής του δυναμικού προγραμματισμού. Οι τεχνικές αυτές αποτελούν αντικείμενο επόμενων κεφαλαίων.


    Ένα από τα σημαντικότερα αποτελέσματα της αλληλούχισης του ανθρώπινου γονιδιώματος ήταν η εκτίμηση του συνολικού αριθμού των γονιδίων του ανθρώπινου οργανισμού, ο οποίος αποδείχτηκε πως ήταν πολύ μικρότερος από τον αρχικά αναμενόμενο. Συγκεκριμένα, χαρτογραφήθηκαν λιγότερα από 25000 γονίδια τη στιγμή που αρχικές προβλέψεις -ακόμα και στοιχήματα!- εκτιμούσαν έναν αριθμό γύρω στις 80000, 100000 ή και 120000(!) (Fields, Adams, White & Venter, 1994)⁠. Σήμερα γνωρίζουμε πως ο συνολικός αριθμός των γονιδίων μας ελάχιστα διαφέρει από τον αντίστοιχο οργανισμών με φαινομενικά πολύ μικρότερη πολυπλοκότητα, όπως ο C. elegans ή η D. melanogaster. Η αναντιστοιχεία αυτή ονομάζεται και παράδοξο της τιμής G (G-paradox), όπου με G συμβολίζεται ο αριθμός των γονιδίων του απλοειδούς γονιδιώματος ενός οργανισμού. Το παράδοξο αυτό συνίσταται στο γεγονός ότι οργανισμοί με μεγάλη πολυπλοκότητα, όπως ο άνθρωπος έχουν αριθμό γονιδίων ανάλογο πολύ απλούστερων (Hahn & Wray)⁠.
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    Εικόνα 0.1: Σχηματική αναπαράσταση της πολυπλοκότητας των παραγώγων της “γονιδιακής περιοχής” του ΜΑP3K7CL γονιδίου από το ανθρώπινο γονιδίωμα, για το οποίο έχουν καταγραφεί 9 εναλλακτικές ισομορφές με εναλλακτικά σημεία έναρξης και λήξης της μεταγραφής, εναλλακτική χρήση εξονίων και πολύ διαφορετικό συνολικό μήκος μεταγράφων mRNA. H εικόνα είναι ενδεικτική της δυσκολίας ορισμού της έννοιας του “γονιδίου”, είναι προσαρμοσμένη από το γονιδιωματικό φυλλομετρητή (Genome Browser) του UCSC.


    


    


    Tα τελευταία χρόνια η σε βάθος μελέτη του ανθρώπινου γονιδιώματος έχει οδηγήσει στην καλύτερη κατανόηση των παραγόντων που μπορούν να εξηγήσουν την πολυπλοκότητα του ανθρώπινου οργανισμού με έναν αρχικά μικρό αριθμό γονιδίων. Ολοένα και αυξανόμενες είναι οι ενδείξεις για “υποκείμενη μεταγραφή” (pervasive transcription) ενός πολύ μεγάλου ποσοστού του συνολικού μήκους του ανθρώπινου γονιδιώματος. Πρόσφατες μελέτες έχουν υπολογίσει ότι το συνολικό μήκος του ανθρώπινου DNA που μεταγράφεται είναι της τάξης του 80% ή και 90% σε κάποιες περιπτώσεις (Clark et al., 2011)⁠. Πέρα από την έκταση της συνολικά μεταγραφόμενης περιοχής, και η εικόνα που έχουμε για τα γονίδια αλλάζει με γρήγορο ρυθμό καθώς πιο ακριβείς και αναλυτικές πειραματικές μεθοδολογίες αποκαλύπτουν μέχρι πρότινος κρυμμένες “στοιβάδες” πολυπλοκότητας στη δομή των γνωστών γονιδίων. Έτσι ένα μεγάλο ποσοστό (90% ή και 95% ανάλογα με διάφορες εκτιμήσεις) των γονιδίων του ανθρώπινου γονιδιώματος έχουν τουλάχιστο μια εναλλακτική μορφή συρραφής (alternative splice variant) (Pan, Shai, Lee, Frey & Blencowe, 2008)⁠. Την ίδια στιγμή ανακαλύπτουμε όλο και περισσότερες περιπτώσεις αντι-νοηματικής κωδικοποίησης (anti-sense coding), γονίδια δηλαδή που κωδικοποιούνται από την ίδια αλληλουχία στους δύο συμπληρωματικούς κλώνους, επικαλυπτόμενα ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης, εναλλακτικά σημεία έναρξης ή λήξης της μεταγραφής και με όλα αυτά βρισκόμαστε ακόμα μόνο στο επίπεδο της μεταγραφής (Yelin et al., 2003)⁠. Ένα πλήθος μετα-μεταγραφικών και μεταφραστικών ελέγχων ενδεχομένως να οδηγεί σ' εναν αριθμό τελικών λειτουργικών μορίων (πρωτεϊνων και RNA) πολύ μεγαλύτερο από αυτόν που αντιστοιχεί στα γονίδια. Με βάση τα παραπάνω ακόμα και ο ορισμός της έννοιας του “γονιδίου” καθίσταται πλέον προβληματικός (Pearson, 2006)⁠. Στη σύγχρονη γονιδιωματική μιλάμε συχνότερα για μεταγραφόμενες περιοχές, γονιδιακές μονάδες και για τις σχετικές ποσότητες του mRNA που προέρχεται από αυτές.


    


    


    Διαδοχή και διάταξη γονιδίων - Αρχιτεκτονική γονιδιωμάτων


    


    Πέρα από τις λειτουργίες που επιτελούν τα προϊόντα των γονιδίων, ο τρόπος με τον οποίο αυτά διατάσσονται κατά μήκος των χρωμοσωμάτων παίζει επίσης πολύ σημαντικό ρόλο. Πολλές φορές, ιδιαίτερα στα βακτήρια, η διαδοχή των γονιδίων σχετίζεται άμεσα με τη λειτουργία των πρωτεϊνών που αυτά κωδικοποιούν. Στα γονιδιώματα των ευκαρυωτικών από την άλλη πλευρά, η φυσική εγγύτητα γονιδίων σε οργανωμένες περιοχές στον τρισδιάστατο χώρο παίζει βασικό ρόλο στη ρύθμιση της έκφρασής τους κυρίως σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια.


    Η μελέτη τέτοιων θεμάτων “γονιδιωματικής αρχιτεκτονικής” μπορεί να οδηγήσει σε πολύ χρήσιμα συμπεράσματα. Για παράδειγμα ο εντοπισμός ενός γονιδίου με αντίστροφη φορά στη μέση ενός οπερονίου σε ενα βακτήριο είναι ισχυρή ένδειξη πως αυτό μάλλον έχει προέλθει από οριζόντια μεταφορά από έναν άλλο οργανισμό. Με ανάλογο τρόπο, γονίδια που βρίσκονται κοντά στον τρισδιάστατο χώρο πιθανόν εμπλέκονται στη ρύθμιση κοινών λειτουργιών.


    Σ' ένα ανώτερο επίπεδο οργάνωσης, γνωρίζουμε πως η σύσταση του DNA μεταβάλλεται σε πολλές περιπτώσεις ανάλογα με συγκεκριμένα σημεία του γονιδιώματος που έχουν λειτουργική σημασία. Η συνολική σύσταση σε βάσεις γουανίνης και κυτοσίνης (G+C% ή GC content) π.χ. σχετίζεται θετικά με τις κωδικές περιοχές όλων των γνωστών γονιδιωμάτων (Zoubak, Clay & Bernardi, 1996)⁠. Έτσι περιοχές πλούσιες σε G+C είναι πολύ πιθανό να περιέχουν γονίδια, ενώ το αντίθετο συμβαίνει σε περιοχές πλούσιες σε A+T οι οποίες είναι εμπλουτισμένες σε επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες. Η κατανομή των τελευταίων είναι εξίσου μη-τυχαία. Έτσι η σύσταση μιας χρωμοσωμικής περιοχής τόσο από πλευράς νουκλεοτιδίων όσο και από πλευράς περιεχομένου σε επαναλήψεις, μεταθετά στοιχεία και αλληλουχίες που γενικά ονομάζονται “χαμηλής πολυπλοκότητας” (low complexity) μπορεί να μας βοηθήσει να εξαγάγουμε σημαντικά συμπεράσματα για τον τρόπο με τον οποίο οργανώνεται η γονιδιωματική πληροφορία.
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    Εικόνα 0.2: Αναπαράσταση της διάταξης των γονιδίων (εξωτερικοί κύκλοι) του γονιδιώματος του C. hydrogenoformans. Διαφορετικά χρώματα υποδηλώνουν διαφορετική λειτουργία των κωδικοποιούμενων πρωτεϊνών. Οι εσωτερικοί κύκλοι αναπαριστούν τη σύσταση της αλληλουχίας σε G+C (μαύρο) και την ασυμμετρία χρήσης βάσεων G και C (μπλέ-κόκκινο). Τα σημεία αλλαγής από μπλε σε κόκκινο συμπίπτουν με τα σημεία έναρξης και λήξης του αναδιπλασιασμού του DNA. (Εικόνα από Sentausa: CC BY 2.5, Wikimedia Commons).



    


    


    Στο επίπεδο της νουκλεοτιδικής σύστασης, σημαντικός είναι επίσης ο ρόλος των τοπικών “ασυμμετριών” στα γονιδιώματα κυρίως των προκαρυωτικών οργανισμών. Με τον όρο ασυμμετρία, εννοούμε τη φόρτιση του ενός κλώνου σ' ένα από τα δύο συμπληρωματικά νουκλεοτίδια έναντι του άλλου. Υπό συνθήκες ισορροπίας ο κανόνας της συμπληρωματικότητας θα οδηγούσε σε ίσες συγκεντρώσεις Α ~ Τ και G ~ C στον ίδιο κλώνο, ωστόσο τοπικές ασυμμετρίες στη χρήση των δύο συμπληρωματικών κλώνων οδηγούν σε αποκλίσεις από αυτήν την ισοδυναμία. Υπολογισμός των συγκεντρώσεων συμπληρωματικών βάσεων εντός του ίδιου κλώνου και των αποκλίσεών τους μας βοηθάει να κατανοήσουμε τους μηχανισμούς πίσω από αυτές τις ασυμμετρίες (Nikolaou & Almirantis, 2005)⁠. Έτσι, γνωρίζουμε πως τα σημεία στα οποία τέτοιου τύπου ασυμμετρίες αλλάζουν πρόσημο συμπίπτουν με τα σημεία εκείνα του γονιδιώματος όπου οι δύο κλώνοι αλλάζουν ρόλους. Τέτοια είναι στα βακτηριακά γονιδιώματα τα σημεία έναρξης και λήξης του αναδιπλασιασμού του DNA.


    


    


    Θέσεις πρόσδεσης πρωτεϊνών στο γονιδίωμα


    


    Η μελέτη της ρύθμισης της έκφρασης των γονιδίων αποτελεί ένα από τα πιο ενεργά πεδία της σύγχρονης βιολογικής έρευνας. Ένα μεγάλο μέρος της επιτελείται στο επίπεδο της ρύθμισης της μεταγραφής, στο οποίο η πρόσδεση πρωτεϊνών στο γονιδιωματικό DNA είναι το πρώτο και βασικότερο στάδιο. Σήμερα, η μελέτη της διαδικασίας της πρόσδεσης πρωτεϊνικών παραγόντων στο γονιδίωμα γίνεται πλέον σε μεγάλη κλίμακα και για το λόγο αυτό, υπολογιστικές αναλύσεις είναι απαραίτητες για:


    · τη στατιστική ανάλυση των σημείων πρόσδεσης σε σχέση με ενα τυχαίο δείγμα,


    · την ανάλυση του νουκλεοτιδικού περιεχομένου των θέσεων πρόσδεσης με σκοπό την εξαγωγή μοτίβων αλληλουχίας ειδικών για κάθε πρωτεΐνη,


    · τη μελέτη του εμπλουτισμού συγκεκριμένων θέσεων πρόσδεσης σε σχέση με τη λειτουργία των πλησιέστερων γονιδίων.


    


    Τα παραπάνω επιτυγχάνονται μέσω της εφαρμογής διαφόρων υπολογιστικών μεθόδων όπως είναι οι αλυσίδες Markov, οι μέθοδοι δειγματοληψίας Bayes και γενικότεροι τυχαιοποιημένοι αλγόριθμοι. Τα αποτελέσματά τους μας βοηθούν να γνωρίζουμε τα ακριβή σημεία πρόσδεσης πρωτεϊνών στο γονιδιωματικό DNA, καθώς και να κατανοήσουμε τις σχέσεις μεταξύ μεταγραφικών παραγόντων και των γειτονικών τους γονιδίων. Aπό τη σύγκριση των αλληλουχιών DNA μερικών σημείων πρόσδεσης μπορούμε με κατάλληλους υπολογισμούς να φτάσουμε σε μια “συναινετική αλληλουχία”, ένα “ιδανικό” ολιγονουκλεοτιδικό μοτίβο δηλαδή που μπορούμε να θεωρήσουμε ως την “υπογραφή” του μεταγραφικού παράγοντα που μελετούμε. Σημαντικό βήμα στη διαδικασία εξαγωγής του “μοτίβου” είναι η σύγκριση πολλών αλληλουχιών πρόσδεσης μέσω μιας μεθόδου που ονομάζουμε “στοίχιση” και την οποία θα εξετάσουμε στη συνέχεια.


    


    


    Ομοιότητα αλληλουχιών


    


    Ένα πολύ σημαντικό πρόβλημα της μοριακής βιολογίας είναι αυτό της σύγκρισης αλληλουχιών νουκλεϊκών οξέων ή πρωτεϊνών. Πιο συγκεκριμένα πρόκειται μάλλον για ένα από τα παλαιότερα προβλήματα υπολογιστικής βιολογίας. Δεδομένων δύο ή περισσότερων αλληλουχίων πώς θα μπορούσε κανείς να εντοπίσει τα τμήματά τους που είναι ταυτόσημα, παρόμοια ή διαφορετικά; Το πρόβλημα αυτό λύνεται με διάφορες μεθοδολογίες που βασίζονται στη “στοίχιση” των αλληλουχιών, την ευθυγράμμισή τους δηλαδή με τρόπο τέτοιο ώστε τα κοινά τους τμήματα να τοποθετούνται το ένα κάτω από το άλλο (Higgins & Sharp, 1988)⁠ (Εικόνα 0.3).


    Αναλύσεις αυτού του τύπου είναι ιδιαίτερης σημασίας για τη μελέτη της εξέλιξης των βιομορίων, καθώς η ομοιότητα στη διαδοχή των καταλοίπων μεταξύ αλληλουχιών μας παρέχει πληροφορίες για τυχόν συντηρημένη λειτουργία τους, τις φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ διαφορετικών οργανισμών και την εξελικτική τους ιστορία μέσω διπλασιασμών, μεταθέσεων και άλλων γονιδιωματικών ανακατατάξεων.
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    Εικόνα 0.3: Απόσπασμα πολλαπλής στοίχισης πρωτεϊνικών αλληλουχιών της ιστόνης Η1 από διαφορετικούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Τα απολύτως συντηρημένα κατάλοιπα διακρίνονται με “*” στο τέλος της στοίχισης, ενώ αμινοξικά κατάλοιπα με μικρότερο βαθμό συντήρησης συμβολίζονται με “:” και “.”. (Η Εικόνα δημιουργήθηκε με το ClustalW)


    


    Οι μεθοδολογίες στοίχισης δεν περιορίζονται πλέον σε τμήματα αλληλουχιών ή σε γονίδια, καθώς με την αλληλούχιση πλήρων γονιδιωμάτων οι στοιχίσεις επεκτείνονται σε χρωμοσωμική κλίμακα. Έτσι, μέσω συγκρίσεων εκτεταμένων περιοχών συγγενικών γονιδιωμάτων είμαστε πλέον σε θέση να γνωρίζουμε ποια χρωμοσωμικά τμήματα μοιράζονται δύο ή και περισσότεροι οργανισμοί, ποιες περιοχές των γονιδιωμάτων τους έχουν μετατοπιστεί σε σχέση με το γονιδίωμα ενός κοινού τους προγόνου, καθώς και σε ποιες περιοχές των χρωμοσωμάτων τους οι αλληλουχίες έχουν παραμείνει απαράλλαχτες κατά την εξέλιξή τους.


    


    


    Προσδιορισμός της δομής πρωτεϊνών και RNA


    


    Το 1961 ο Christian B. Anfinsen πρώτος υπέδειξε με ενα πρωτοποριακό πείραμα τη σχέση δομής-λειτουργίας ενός πρωτεϊνικού μορίου (Anfinsen, Haber, Sela & White, 1961)⁠. Σήμερα γνωρίζουμε πως η δομή όχι μόνο των πρωτεϊνών αλλά και των λειτουργικών RNA καθορίζει σε μεγάλο βαθμό τη λειτουργία τους.


    O προσδιορισμός της δομής των βιομορίων είναι μια πολύ δύσκολη, δαπανηρή και πειραματικά επίπονη διαδικασία πολλών βημάτων που συχνά περιλαμβάνουν την απομόνωση και τον καθαρισμό του μορίου, την κρυστάλλωσή του και την επίλυση της δομής τους με τη χρήση κρυσταλλογραφίας ακτίνων Χ. Ωστόσο, ένα μεγάλο μέρος των πρωτεϊνικών μορίων και όλα σχεδόν τα λειτουργικά RNA είναι αδύνατον να απομονωθούν σε κρυσταλλική δομή. Σε αυτές τις περιπτώσεις, κανείς καταφεύγει σε υπολογιστικές μεθόδους που αποσκοπούν στην πρόβλεψη της δομής του μορίου μέσα από μοντελοποίηση αλληλεπιδράσεων στο ατομικό επίπεδο ή τη σύγκριση με συγγενικά μόρια με γνωστή δομή (κι εδώ οι μέθοδοι στοίχισης παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο) (Hofacker, Fekete & Stadler, 2002)⁠. Τα αποτελέσματα αυτών των μεθοδολογίων δεν έχουν φυσικά την ίδια βαρύτητα που έχει η πειραματική “λύση” μιας δομής, αποτελούν όμως πολύ καλά σημεία έναρξης για περαιτέρω μελέτες, ενώ συχνά βοηθούν τους ερευνητές να βελτιώσουν τις πειραματικές τους προσεγγίσεις μέσω π.χ. πειραμάτων συγκρυστάλλωσης.
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    Εικόνα 0.4: Προβλεπόμενη δευτεροταγής διάταξη ενός μη κωδικού RNA (ncRNA) για την περιοχή HAR1F του ανθρώπινου γονιδιώματος. Με διαφορετικό χρώμα αποδίδεται ο βαθμός συντήρηση του κάθε καταλοίπου. Η εικόνα έχει δημιουργηθεί με τη βοήθεια του προγράμματος Εvofold (https://users.soe.ucsc.edu/~jsp/EvoFold/).



    


    


    


    Φυλογενετική ανάλυση


    


    Η επίλυση του προβλήματος της φυλογενετικής κατάταξης οργανισμών θα ήταν αδύνατη χωρίς τη χρήση υπολογιστικών μεθόδων. Οι σχέσεις μεταξύ ταξονομικών μονάδων (γονιδίων, πρωτεϊνικών αλληλουχιών κλπ) εκφράζονται μέσω φυλογενετικών δέντρων και σκοπός των βιολόγων είναι να καταλήξουν σε εκείνο το δέντρο που απεικονίζει καλύτερα τη σχέση ομοιότητας ή διαφοράς μεταξύ των συγκρινόμενων ειδών. Όπως θα δούμε όμως και στο αντίστοιχο κεφάλαιο, οι πιθανές διατάξεις ενός τέτοιου δέντρου αυξάνουν με τρομακτικό ρυθμό όσο μεγαλώνει ο αριθμός των ειδών που συγκρίνουμε. Μόνο για 5 π.χ. είδη ο αριθμός των πιθανών δέντρων είναι 105 ενώ για 10 αυτός εκτοξεύεται στα 34459425 πιθανά δέντρα!!! (βλ. Κεφάλαιο 6 για λεπτομέρειες). Είναι προφανές πως για να καταλήξουμε με μια σχετική ασφάλεια στο δέντρο που αντιπροσωπεύει καλύτερα τα δεδομένα μας χρειαζόμαστε έναν συνδυασμό καλής γνώσης του συστήματος που μελετούμε και ισχυρών υπολογιστικών μεθόδων που θα μας βοηθήσουν α) να διαμορφώσουμε την τοπολογία του δέντρου και β) να ελέγξουμε πόσο σημαντικό είναι από στατιστικής άποψης.


    Σημαντικά εργαλεία σε αυτήν την προσπάθεια είναι διάφοροι αλγόριθμοι ιεραρχικής ομαδοποίησης, καθώς και συγκεκριμένες στατιστικές αρχές που μας επιτρέπουν να πούμε σε ποιο βαθμό το δέντρο που προτείνουμε θα μπορούσε να προκύψει τυχαία.


    


    


    Μελέτη της έκφρασης γονιδίων


    


    Τα τελευταία χρόνια η επικράτηση τεχνολογιών υψηλής απόδοσης στη μελέτη της έκφρασης γονιδίων έχει επιτρέψει την εξαγωγή πολύτιμων συμπερασμάτων για τον τρόπο με τον οποίο ένας μεγάλος αριθμός κυτταρικών λειτουργιών μεταβάλλεται σε διάφορους κυτταρικούς τύπους, κάτω από διάφορα αναπτυξιακά στάδια καθώς και κάτω από την επίδραση διαφόρων παθογόνων ή θεραπευτικών παραγόντων. Οι ολιστικές αυτές προσεγγίσεις μας επιτρέπουν να εξετάζουμε το φαινόμενο σφαιρικά, ελέγχοντας όχι ένα ή δύο ή μερικές δεκάδες αλλά χιλιάδες ή και όλα τα γονίδια ενός οργανισμού μονομιάς. Προφανώς, αυτή η αλλαγή κλίμακας επιφέρει και ανάλογα προβλήματα σε ό,τι αφορά το χειρισμό και την ανάλυση των δεδομένων (Edgar, 2002)⁠. Μας ενδιαφέρει π.χ. να προσδιορίσουμε το σύνολο γονίδιων, των οποίων η έκφραση αυξάνεται κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, αλλά πως θα τα ξεχωρίσουμε μέσα από όλα τα γονίδια; Μπορούμε να πούμε αν υπάρχουν ομάδες γονιδίων των οποίων η έκφραση συμμεταβάλλεται και αν ναι, πόσες τέτοιες ομάδες υπάρχουν και σε ποιο βαθμό διαχωρίζονται μεταξύ τους;


    Την απάντηση σε αυτού του τύπου τα ερωτήματα μπορούμε να δώσουμε εφαρμόζοντας μεθόδους σύγκρισης και κατάταξης δεδομένων, όπως είναι η ιεραρχική ή η μη-ιεραρχική ομαδοποίηση (Eisen, Spellman, Brown & Botstein, 1998)⁠, ενώ η στατιστική επεξεργασία των αρχικών δεδομένων είναι απολύτως απαραίτητη για το “φιλτράρισμα” των πραγματικά σημαντικών μετρήσεων από αυτές που θα μπορούσαν να έχουν προκύψει τυχαία. Εκλεπτυσμένες μέθοδοι απεικόνισης, όπως οι θερμικοί χάρτες σε συνδυασμό με ιεραρχικά δέντρα (Wilkinson & Friendly, 2012) ⁠είναι επίσης πολύ χρήσιμες και εφαρμόζονται σε ευρεία κλίμακα σε αυτού του είδους τα προβλήματα.


    


    


    Βασικές Μαθηματικές Έννοιες


    


    Οι βασικές γνώσεις των μαθηματικών που είναι απαραίτητες σε κάθε τομέα των φυσικών επιστημών είναι αρκετές για μια εισαγωγή στην υπολογιστική βιολογία. Προφανώς όμως ο όρος “υπολογιστική” προϋποθέτει πως θα πρέπει κανείς να “θυμηθεί” κάποια από τα μαθηματικά που ενδεχομένως θέλησε να ξεχάσει. Το κύριο βάρος θα πρέπει να δοθεί στους τομείς των πιθανοτήτων και της στατιστικής, καθώς αποτελούν τη βάση για τις περισσότερες μεθοδολογίες σ' ενα πρώτο επίπεδο. Στην πορεία των μαθημάτων θα προσπαθήσουμε να καλύψουμε κενά και να “υπενθυμίσουμε” βασικές έννοιες που θα μας φανούν απαραίτητες για την κατανόηση τόσο του υπό συζήτηση προβλήματος όσο και των προσεγγίσεων επίλυσής του.
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    Εικόνα 0.5: Θερμικός χάρτης που απεικονίζει το βαθμό έκφρασης γονιδίων κάτω από διαφορετικές συνθήκες. Κάθε γραμμή αναπαριστά ένα γονίδιο και κάθε στήλη ένα διαφορετικό σύνολο συνθηκών. Με κόκκινο συμβολίζεται η αύξηση και με πράσινο η μείωση των ποσοστών έκφρασης. (Εικόνα από τον Miguel Andrade: CC0 2.5, Wikimedia Commons).



    


    


    Πιθανότητες


    


    Η θεωρία πιθανοτήτων είναι ο κλάδος των μαθηματικών που ασχολείται με τα τυχαία φαινόμενα. Ως τέτοια ορίζουμε τα φαινόμενα εκείνα των οποίων η επανειλημμένη παρατήρηση δεν οδηγεί πάντα στο ίδιο αποτέλεσμα, ωστόσο όσο αυξάνεται ο αριθμός των παρατηρήσεων αποκτούμε περισσότερες πληροφορίες για το φαινόμενο. Για παράδειγμα, παίζοντας τάβλι και ρίχνοντας τα ζάρια δεν μπορούμε να πούμε ποιο θα είναι το αποτέλεσμα. Ας υποθέσουμε όμως πως είναι καλοκαίρι, είμαστε στην παραλία και παίζουμε τάβλι για κάμποσες ώρες κάτω από το άγρυπνο βλέμμα ενός παρατηρητή που καταγράφει όλες μας τις ζαριές. Τότε μπορούμε να πούμε με μια σχετική βεβαιότητα πως μετά από 3600 ρίψεις θα έχουμε φέρει “εξάρες” γύρω στις 100 φορές. Με ανάλογο τρόπο θα μπορούμε να πούμε ποιο αποτέλεσμα αθροίσματος των δύο ζαριών έχει εμφανιστεί τις περισσότερες φορές και ποιο τις λιγότερες.


    Ποια είναι όμως η σχέση των παραπάνω με τη βιολογία; Στα αμέσως επόμενα κεφάλαια θα δούμε πως πολλά προβλήματα από τους τομείς κυρίως της ανάλυσης αλληλουχιών και της γονιδιωματικής προσομοιάζουν ζητήματα ελαφρώς σημαντικότερα από το τάβλι στην παραλία. Για παράδειγμα, θα δούμε ότι αν γνωρίζουμε το γονιδίωμα ενός οργανισμού μπορούμε να προβλέψουμε αν μια δεδομένη αλληλουχία θα μπορούσε να είναι τμήμα του απλώς εξετάζοντας τη συχνότητα εμφάνισης των βάσεων Α, G, C, T της αλληλουχίας (ή αλλιώς τις πιθανότητες κάθε βάσης). Με ανάλογο τρόπο θα δούμε πώς μπορούμε να υπολογίσουμε τη συχνότητα με την οποία εμφανίζεται όχι μόνο η κάθε βάση αλλά και οι συνδυασμοί τους (δηλ Α-Α, Α-Τ, A-G κ.ο.κ.) σε μια αλληλουχία και πώς αυτό μπορεί να μας δώσει σημαντικές πληροφορίες για την προέλευση και τη λειτουργία της αλλουχίας που εξετάζουμε.


    Οι πιθανότητες θα μας φανούν χρήσιμες σε περισσότερα από ένα επίπεδα. Ας υποθέσουμε για παράδειγμα, πως ο φίλος με τον οποίον παίζετε τάβλι έχει μεγάλη “ρέντα” και φέρνει πέντε συνεχόμενες “διπλές”, γεγονός που σας εκνευρίζει αρκετά. Μπορείτε όμως να πείτε πόσο τυχερός είναι ο αντίπαλός σας; Είναι πραγματικά τόσο απίθανο να φέρει κάποιος διπλές σε πέντε συνεχόμενες ρίψεις και αν ναι, πόσο θα πρέπει να περιμένει κανείς για να του ξανασυμβεί; Πολλές φορές θα βρεθούμε μπροστά σε προβλήματα που θα μοιάζουν με το παραπάνω, θα είναι όμως προβλήματα αμιγώς βιολογικά. Σκεφτείτε για παράδειγμα, πως από ένα πείραμα μικροσυστοιχειών προκύπτει πως πέντε γονίδια που βρίσκονται διαδοχικά στο ίδιο χρωμόσωμα ρυθμίζονται από τον ίδιο μεταγραφικό παράγοντα. Πόσο τυχαίο είναι αυτό; Υπάρχει η πιθανότητα να μιλάμε για ένα οπερόνιο του οποίου τα γονίδια σχετίζονται και λειτουργικά εκτός απο χωροταξικά; Μήπως μπορούμε να απαντήσουμε σε αυτή την ερώτηση αν σκεφτούμε καλύτερα το πρόβλημα του τυχερού “ταβλαδόρου”;


    Για να κάνει κάποιος αυτή τη σύνδεση, αρκεί να έχει εξασκηθεί σε έναν τρόπο σκέψης που να του επιτρέπει να δει τις αναλογιές που υπάρχουν ανάμεσα σε παρόμοια προβλήματα. Με αυτόν τον τρόπο θα μπορούμε να απαντήσουμε σε δύσκολα βιολογικά ερωτήματα ακόμη και παίζοντας τάβλι στην παραλία!


    


    


    Στατιστική


    


    Η στατιστική είναι ένας ακόμη κλάδος των μαθηματικών της οποίας η χρησιμότητα σε όλους τους τομείς των επιστημών είναι προφανής και η χρήση της ολοένα και πιο επιτακτική. Η στατιστική περιλαμβάνει τη σχεδίαση αναλύσεων για τη συλλογή και την ερμηνεία δεδομένων που προκύπτουν απο αβέβαιες παρατηρήσεις και από αυτήν την άποψη, οι περισσότερες αναλύσεις στο πλαίσιο αυτού του μαθήματος υπόκεινται σε αυτήν. Οι κυριότερες έννοιες που θα μας απασχολήσουν θα έχουν να κάνουν με αυτό που ονομάζουμε “έλεγχο υποθέσεων”, το κατά πόσο δηλαδή δεδομένου ενός προβλήματος, μπορούμε:


    1. Να διατυπώσουμε μια υπόθεση.


    2. Να ελέγξουμε αν η υπόθεσή μας είναι σωστή.


    Ας εργαστούμε με αυτόν τον τρόπο στο παραπάνω παράδειγμα με τα πέντε διαδοχικά γονίδια. Αρχικά θα διατυπώσουμε την υπόθεση πως τα γονίδια αυτά όντως ανήκουν σε ένα οπερόνιο. Στη συνέχεια θα πρέπει να ελέγξουμε αν η υπόθεση αυτή είναι σωστή. Για να γίνει αυτό θα πρέπει να σκεφτούμε έναν αντικειμενικό τρόπο ελέγχου, που στην περίπτωσή μας θα είναι ένας στατιστικός έλεγχος. Μπορούμε να σκεφτούμε παραπάνω από έναν τέτοιους ελέγχους. Για παράδειγμα θα μπορούσαμε να ανατρέξουμε στα δεδομένα μας και να δούμε σε πόσες ακόμα περιπτώσεις έχουμε πέντε συνεχόμενα γονίδια να ρυθμίζονται από τον ίδιο παράγοντα. Είναι κάτι που συμβαίνει συχνά; Πόσες τέτοιες περιπτώσεις παρατηρούμε στο σύνολο των γονιδίων που έχουμε αναλύσει; Πόσες περιπτώσεις έχουμε για κάθε αριθμό n συνεχόμενων γονιδίων; (Δηλαδή πόσες περιπτώσεις με δύο, τρία, τέσσερα γονίδια κ.ο.κ.;). Ποιος αριθμός συνεχόμενων γονιδίων είναι ο πιο συχνός; Υπάρχουν περιπτώσεις που έχουμε έναν πολύ μεγάλο αριθμό συνεχόμενων γονιδίων να υπόκειται στην ίδια ρύθμιση και πόσο σπάνιες είναι αυτες;


    Για να απαντήσουμε σε αυτές τις ερωτήσεις θα χρειαστεί να εφαρμόσουμε βασικές αρχές τις στατιστικής στα επίπεδα:


    · Της απεικόνισης δεδομένων. Θα χρειαστεί π.χ. να αναπαραστήσουμε τα δεδομένα σε ιστογράμματα ή ραβδογράμματα κ.ά.


    · Των κατανομών. Για να δούμε πόσο συχνά παρατηρούμε το ένα ή το άλλο φαινόμενο.


    · Του υπολογισμού “ροπών”, δηλαδή της μέσης τιμής, της τυπικής απόκλισης, αριθμητικών τιμών που μας λένε ποιες παρατηρήσεις είναι πιο συχνές στα δεδομένα μας και πόσο κοντά ή μακριά μεταξύ τους βρίσκονται οι μετρήσεις μας.


    · Της στατιστικής σημασίας μιας μέτρησης. Θα πρέπει δηλαδή με βάση τα δεδομένα μας, να εξετάσουμε πόσο πιθανό είναι να έχουμε μια συγκεκριμένη παρατήρηση. Είναι ένα γεγονός σπάνιο ή θα μπορούσε να έχει προκύψει τυχαία;


    Στην πορεία των μαθημάτων θα δούμε πώς θα μπορέσουμε να απαντήσουμε σε σημαντικά βιολογικά προβλήματα ακολουθώντας τα τέσσερα βήματα που αναφέραμε πιο πάνω.


    


    


    Προγραμματισμός Η/Υ


    


    Η χρήση των ηλεκτρονικών υπολογιστών είναι πλέον ευρύτατα διαδεδομένη σε όλους τους τομείς της ανθρώπινης δημιουργίας ξεπερνώντας τα όρια της επιστήμης. Για την Υπολογιστική Βιολογία οι Η/Υ και οι εφαρμογές τους είναι το βασικότερο εργαλείο. Έτσι, δεν μπορούμε να συζητάμε για Υπολογιστική Βιολογία χωρίς να μιλάμε για Η/Υ όπως δεν μπορούμε να μιλάμε π.χ. για Μοριακή Βιολογία χωρίς εργαστηριακό πάγκο. Η χρήση ωστόσο των Η/Υ για την Υπολογιστική Βιολογία ξεπερνά την απλή εφαρμογή κάποιων προγραμμάτων. Σκοπός είναι η εκμετάλλευση των πλήρων δυνατοτήτων ενός Η/Υ για την εκτέλεση ενός μεγάλου αριθμού υπολογισμών που θα ήταν αδύνατο να πετύχουμε αλλιώς. Τις περισσότερες φορές οι υπολογισμοί αυτοί είναι όχι μόνο δύσκολοι αλλά και η σειρά εκτέλεσής τους είναι τόσο περίπλοκη που θα πρέπει κανείς να σκεφτεί καλά με ποιον τρόπο θα “ζητήσει” από τον υπολογιστή να τους εκτελέσει. Στις πιο προχωρημένες περιπτώσεις -που είναι όμως και οι πιο ενδιαφέρουσες- χρειάζεται να εκτελέσουμε μια σειρά υπολογισμών που είναι τόσο ειδικοί για το πρόβλημά μας, ώστε πολλοί λίγοι ή και κανένας δεν έχει προσπαθήσει να την εκτελέσει στο παρελθόν. Σε αυτές τις περιπτώσεις η μόνη διέξοδος είναι να οργανώσουμε εμείς τη σειρά των εντολών που θα δώσουμε στον υπολογιστή, θα πρέπει δηλαδή να τον προγραμματίσουμε. Ονομάζουμε “Προγραμματισμό Η/Υ” τη διαδικασία κωδικοποίησης σαφώς ορισμένων εντολών σε μια γλώσσα που ο υπολογιστής να “καταλαβαίνει” ή να μπορεί να “μεταφράσει” στη δική του “γλώσσα μηχανής” με τελικό σκοπό την εκτέλεση μιας σειράς υπολογισμών (Knuth, 1998)⁠. Οι “υπολογισμοί” δεν περιορίζονται στις αριθμητικές πράξεις και μπορούν να είναι αρκετά περίπλοκοι ώστε να εμπλέκουν κείμενο, αλληλουχίες και ακόμα πιο σύνθετα αντικείμενα. Για παράδειγμα, η στοίχιση δύο αλληλουχιών ή η πρόβλεψη της δευτεροταγούς δομής ενός RNA είναι προβλήματα που λύνονται με προγραμματισμό. Αυτό συμβαίνει αναλύοντας το αρχικά περίπλοκο πρόβλημα σε μια διαδικασία βημάτων που είναι αρκετά απλή για να γραφτεί σε μια σειρά σαφώς ορισμένων εντολών για την εκτέλεση υπολογισμών. Μια τέτοια διαδικασία λέγεται αλγόριθμος και αποτελεί τη βάση για την επίλυση (ή την προσπάθεια επίλυσης) όλων των προβλημάτων της Υπολογιστικής Βιολογίας. Aκόμα και εξαιρετικά περίπλοκα προβλήματα μπορούν να αναλυθούν σε απλούστερες ακολουθίες υπολογισμών τις οποίες “μεταφράζουμε” σε “κώδικα” κατανοητό από τον Η/Υ. Η εκτέλεση του κώδικα οδηγεί τελικά στη λύση του προβλήματος. Με λίγα λόγια, για την επίλυση ενός σύνθετου προβλήματος ακολουθείται η εξής διαδικασία:


    1. Καλός και σαφής ορισμός του προβλήματος.


    2. Ανάλυσή του σε επιμέρους διακριτά και καλά ορισμένα βήματα.


    3. Κωδικοποίηση αυτών των βημάτων μέσω της χρήσης μιας γλώσσας προγραμματισμού.


    4. Εκτέλεση του κώδικα με τη χρήση Η/Υ.


    Τα πρώτα τρία από τα παραπάνω βήματα μπορούν να συνοψιστούν στην έννοια του αλγορίθμου που θα αναλύσουμε στη συνέχεια.


    


    


    Τι είναι αλγόριθμος


    


    Με τον όρο “αλγόριθμος” εννοούμε μια πεπερασμένη σειρά αυστηρά καθορισμένων ενεργείων που στοχεύει στην επίλυση ενός προβλήματος (Cormen, Leiserson, Rivest & Stein, 2001)⁠. Κάθε αλγόριθμος έχει συγκεκριμένα χαρακτηριστικά τα οποία σχετίζονται με τα δεδομένα που δέχεται, που ονομάζονται δεδομένα εισόδου (input), τα δεδομένα που αποδίδει σαν αποτέλεσμα που ονομάζονται δεδομένα εξόδου (output) και την ίδια τη δομή του, τη διάταξη δηλαδή των εντολών που τον απαρτίζουν.


    Η δομή αυτή θα πρέπει να πληροί κάποιες προϋποθέσεις:


    · Κάθε εντολή θα πρέπει να είναι σαφώς ορισμένη. Π.χ. στην εντολή “διαίρεσε τα Α και Β” θα πρέπει να καθορίζουμε αυστηρά ποιος είναι ο διαιρετέος και ποιος ο διαιρέτης.


    · Η σειρά των εντολών θα πρέπει να είναι πεπερασμένη, θα πρέπει δηλαδή να υπάρχει ένα όριο στους υπολογισμούς οι οποίοι δεν μπορούν να εκτείνονται στο άπειρο. Η εντολή π.χ. “βρες όλα τα πολλαπλάσια του 2” δεν είναι σωστή. Αντίθετα η εντολή “βρες όλα τα πολλαπλάσια του 2 που είναι μικρότερα από το 1000” είναι.


    · Κάθε εντολή θα πρέπει να είναι συνεκτική και αποτελεσματικά επιλύσιμη, να μπορεί δηλαδή να λυθεί με “μολύβι και χαρτί” ακόμα κι αν αυτό παίρνει πολύ χρόνο. Η εντολή π.χ. “βρες τον καλύτερο τρόπο να πάω από το σπίτι στη δουλειά” δεν είναι αποτελεσματικά επιλύσιμη και θα πρέπει να αναλυθεί περαιτέρω.


    Με βάση τα παραπάνω, το πρόβλημα της εύρεσης της δευτεροταγούς δομής RNA θα έχει σαν είσοδο την αλληλουχία του RNA και σαν έξοδο την προβλεπόμενη δομή του, ενώ ο κυρίως αλγόριθμος θα αποτελείται από μια σειρά εντολών που θα πληρούν τις προϋποθέσεις που αναφέραμε.


    Ένας αλγόριθμος δεν ισοδυναμεί με ενα πρόγραμμα Η/Υ αλλά είναι κάτι γενικότερο. Ο αλγόριθμος αποτελεί τη σειρά των εντολών, οι οποίες μεταφρασμένες σε μια γλώσσα προγραμματισμού θα μας δώσουν ένα πρόγραμμα. Με αυτήν την έννοια, ένας αλγόριθμος είναι μια γενική “συνταγή” επίλυσης ενός προβλήματος που μπορεί να πραγματοποιηθεί με διαφορετικούς τρόπους.


    στο πλαίσιο αυτού του μαθήματος -που ΔΕΝ είναι Προγραμματισμός Η/Υ- δε θα ασχοληθούμε με την υλοποίηση αλγορίθμων αλλά με το σχεδιασμό τους και τη γενικότερη φιλοσοφία πίσω από αυτούς. Το βασικότερο είναι να μπορούμε να καθορίσουμε καλά το πρόβλημα που θέλουμε να λύσουμε. Αυτό μπορεί να ακούγεται απλό αλλά σε αρκετές περιπτώσεις δεν είναι. Σε κάθε περίπτωση είναι το κυριότερο στάδιο στην επίλυση ενός προβλήματος. Έτσι, αυτό που κυρίως μας ενδιαφέρει είναι με ποιον τρόπο θα ορίσουμε ένα πρόβλημα με τέτοιο τρόπο ώστε να μπορέσουμε να το κωδικοποιήσουμε σε μια σειρά καθορισμένων εντολών, η εκτέλεση των οποίων θα μας οδηγήσει στη λύση του. Ένα μεγάλο μέρος του μαθήματος θα έχει να κάνει με την περιγραφή και την κατανόηση αλγορίθμων.


    


    


    Δομή και χαρακτηριστικά Αλγορίθμων


    


    Υπάρχουν πολλών ειδών προβλήματα και με ανάλογο τρόπο υπάρχουν είδη αλγορίθμων που ανταποκρίνονται σε διαφορετικούς τύπους προβλημάτων. Κάποια από τα βασικά στοιχεία της δομής ωστόσο είναι κοινά σε όλους τους αλγορίθμους (Kleinberg & Tardos, 2012)⁠. Ετσι, στην επιλογή της στρατηγικής για την επίλυση ενός προβλήματος και στην πορεία κωδικοποίησής του σε έναν αλγόριθμο θα πρέπει να λάβουμε υπόψη:


    · Πόσο απλός θα είναι ο αλγόριθμος.


    · Πόσο γρήγορος θα είναι ο αλγόριθμος.


    Ενας απλός αλγόριθμος είναι πολύ συχνά ταχύτερος, ωστόσο κάποιες φορές δεν είναι αρκετά αποτελεσματικός για να λυθεί ένα πρόβλημα. Σε ό,τι αφορά την ταχύτητα ενός αλγορίθμου αυτή εκφράζεται σε σχέση με το ρυθμό με τον οποίον αυξάνεται η διάρκεια εκτέλεσης ενός αλγορίθμου σε σχέση με τον όγκο των δεδομένων που δέχεται σαν είσοδο. Για να καταλάβουμε καλύτερα το ζήτημα της ταχύτητας ενός αλγορίθμου, ας υποθέσουμε πως αντιμετωπίζουμε το εξής πρόβλημα:


    


    Δεδομένης μιας σειράς Ν ακεραίων αριθμών, να τους ταξινομήσετε με αύξουσα σειρά, από το μικρότερο δηλαδή στο μεγαλύτερο.


    


    Υπάρχουν διάφοροι τρόποι για να λύσει κανείς αυτό το πρόβλημα, που φαινομενικά είναι εύκολο αλλά γίνεται σχετικά πολύπλοκο όταν ο Ν είναι πολύ μεγάλος. Για παράδειγμα θα μπορούσε κανείς να ακολουθήσει την εξής λογική:


    


    Αλγόριθμος :: Κατάταξη με Φυσαλίδα


    Δήλωση Σειράς Αριθμών Α μήκους Ν;


    Δήλωση Αριθμού Μετατροπών στη Σειρά Μ;


    Απαρίθμηση: Για κάθε αριθμό i στη Σειρά Α από i = 1 έως i = N ανά 1;


     Έλεγξε: Αν (Α[i] > Α[i+1]):


     Τότε A[i] ← A[i+1] και Α[i+1] ← A[i] # ανταλλαγή i και i+1


     Αριθμός μετατροπών Μ=Μ+1; # αύξηση του Μ κατά 1


     Tέλος: Aπαρίθμηση


    Έλεγξε: Αν (Μ > 0):


     Τότε Πήγαινε στην Απαρίθμηση


      Αν (Μ = 0):


     Τότε Τύπωσε το Α


    Τερματισμός


    


    Η στρατηγική αυτή, που θα την ονομάσουμε Κατάταξη με Φυσαλίδα επειδή συγκρίνουμε πάντα ζεύγη αριθμών σε μια μικρή “φυσαλίδα”, πραγματοποιεί έναν μεγαλό αριθμό υπολογισμών στο επίπεδο των συγκρίσεων αριθμών. Συγκεκριμένα το πλήθος των συγκρίσεων που πρέπει να γίνουν είναι ανάλογο του τετραγώνου του μήκους της λίστας των ακεραίων (Ν2), κάτι που καθιστά τον αλγόριθμο αρκετά αργό για μεγάλα Ν.


    Μια εναλλακτική στρατηγική που ξεπερνά αυτό το πρόβλημα είναι η εξής:


    


    Αλγόριθμος :: Ταχεία Κατατάξη


    Δήλωση Σειράς Αριθμών Α μήκους Ν;


    Όρισε μια τυχαία τιμή Μ από τη Σειρά Α;


    Δήλωση Αριθμού Διαιρέσεων P=Α/2;


    Aπαρίθμηση 1: Για j=1 έως j=P ανα 1;


     Απαρίθμηση 2: Για κάθε αριθμό i στη Σειρά Α{P} από i = 1 έως i = N ανά 1;


     Έλεγξε: Αν (Α[i] > Μ):


     Τότε Πρόσθεσε τον A[i] στη νέα σειρά A{P}_max


     Έλεγξε: Αν (Α[i] <= Μ):


     Τότε Πρόσθεσε τον A[i] στη νέα σειρά A{P}_min


     Tέλος: Aπαρίθμηση 1


    Tέλος: Aπαρίθμηση 2


    Τερματισμός


    


    Η συγκεκριμένη προσέγγιση, που θα την ονομάσουμε Ταχεία Κατάταξη βασίζεται σε μια αναδρομική διαδικασία, σε μια διαδικασία δηλαδή που επαναλαμβάνει μια σειρά από πράξεις με τρόπο που να επιστρέφει και να δρα πάνω στον εαυτό της. Αν προσέξετε καλά τον αριθμό των πράξεων που περιλαμβάνει η Ταχεία Κατάταξη γίνεται προφανές ότι οδηγεί σε προγράμματα των οποίων η εκτέλεση χρειάζεται χρόνο ανάλογο με Νlog(N), δηλαδή το γινόμενο του μήκους της λίστας με το λογάριθμό της (ισχύει προφανώς ότι Νlog(N)<N2) και μόνο σε πολύ ακραίες περιπτώσεις χρόνο ανάλογο του Ν2. Έτσι στις περισσότερες περιπτώσεις αυτή η δεύτερη προσέγγιση αποδίδει πολύ καλύτερα και η λύση του προβλήματος επιτυγχάνεται ταχύτερα ακόμα και για μεγάλες τιμές Ν.


    


    [image: ]


    


    Εικόνα 0.6: Σύγκριση αλγορίθμων διαφορετικής πολυπλοκότητας με μέτρο την ταχύτητά τους. Όσο ο όγκος των δεδομένων (οριζόντιος άξονας) αυξάνεται οι διαφορές στο χρόνο εκτέλεσης (κάθετος άξονας) γίνονται εμφανέστερες.



    


    Βλέπουμε λοιπόν πώς ένας αλγόριθμος που χρειάζεται χρόνο ανάλογο με το λογάριθμο του όγκου των δεδομένων και που το συμβολίζουμε με Ο(nlogn), είναι κατά πολύ προτιμότερος από έναν που σχετίζεται με το τετράγωνό του, O(n2) και αυτός με τη σειρά του είναι καλύτερος από έναν όπου ο χρόνος εκτέλεσης είναι ανάλογος με τον κύβο των δεδομένων O(n3) . Στην επιστήμη των υπολογιστών αλλά και στην Υπολογιστική Βιολογία αυτά τα θέματα μετράνε. Κανείς δε θέλει να περιμένει μια ολόκληρη μέρα για να στοιχίσει δύο αλληλουχίες. Έτσι θα πρέπει να λάβουμε υπόψη μας τα χαρακτηριστικά ενός αλγορίθμου κατά τη σχεδίασή του και πριν την εκτέλεσή του. Ιδιαίτερη σημασία έχουν τα εξής ζητήματα:


    · Ποιος είναι ο αναμενόμενος όγκος των δεδομένων. Αν τα δεδομένα είναι μικρού όγκου ίσως δε χρειάζεται να προσπαθήσουμε να κάνουμε τον αλγόριθμο πολύ γρήγορο. Για μικρό όγκο δεδομένων ακόμα και αλγόριθμοι τετραγώνου είναι ικανοποιητικοί.


    · Πόσες επαναλήψεις χρειάζεται να γίνουν κατά την εκτέλεση του αλγόριθμου. Στην περίπτωση της “Φυσαλίδας” οι επαναλήψεις είναι κατά μέσο όρο όσες και το Ν, ενώ στην “Ταχεία Κατάξη” είναι στη χειρότερη περίπτωση Ν/2.


    · Αν ο αλγόριθμος εμπεριέχει τον ίδιο του τον εαυτό είναι δηλαδή “αναδρομικός” ή όχι. Η “Φυσαλίδα” δεν είναι αναδρομικός αλγόριθμος αλλά “επαναληπτικός” καθώς απλώς επαναλαμβάνει την ίδια διαδικασία πολλές φορές. Η “Ταχεία” κατάταξη είναι αναδρομικός αλγόριθμος καθώς σε κάθε βήμα επαναλαμβάνει τον εαυτό του με εναν εγκιβωτισμένο τρόπο. Σε κάποιες περιπτώσεις οι επαναληπτικοί αλγόριθμοι είναι ταχύτεροι από τους αναδρομικούς όχι όμως πάντοτε (όπως στο παραδειγμά μας).


    Συμπερασματικά, κατά τη σχεδίαση ενός αλγορίθμου θα πρέπει να λαμβάνουμε σοβαρά υπόψη τον όγκο των δεδομένων εισόδου, τον αριθμό των επαναλήψεων που θα χρειαστούμε και αν αυτοί θα εμπεριέχουν αναδρομή ή όχι. Στην πορεία του μαθήματος θα συναντήσουμε προβλήματα που κάνουν πιο ξεκάθαρο τον τρόπο, με τον οποίο αυτά τα ζητήματα μπορούν να έχουν μεγάλη σημασία στην τελική λύση ενός βιολογικού προβλήματος σε λογικά χρονικά πλαίσια.


    


    


    Είδη Αλγορίθμων


    


    Πέρα από τη βασική αρχιτεκτονική ενός αλγορίθμου υπάρχουν συγκεκριμένα χαρακτηριστικά του που σχετίζονται με τη φύση του προβλήματος που θέλουμε να λύσουμε. Για παράδειγμα, το πρόβλημα της στοίχισης δύο αλληλουχιών διαφέρει αρκετά από αυτό της αναζήτησης ενός μοτίβου μέσα σε μια πρωτεΐνη κι αυτό με τη σειρά του διαφέρει αρκετά από αυτό της πρόβλεψης της δομής ενός γονιδίου. Έτσι, ανάλογα με το πρόβλημα που αντιμετωπίζουμε, μπορούμε να επιλέξουμε ανάμεσα σε διαφορετικές κατηγορίες προσεγγίσεων και τις ανάλογες αλγοριθμικές στρατηγικές. Στη συνέχεια θα συζητήσουμε περιληπτικά τις κυριότερες από αυτές.


    Ας υποθέσουμε ένα απλό πρόβλημα για να δούμε πως οι διάφορες “γεύσεις” αλγορίθμων μπορούν να βρουν διαφορετικές εφαρμογές σε διαφορετικές περιπτώσεις (Jones & Pevzner, 2004)⁠.


    


    Έστω ότι επιστρέφετε από μια κουραστική μέρα στο σπίτι. Ενώ ακόμα είστε στην πόρτα ακούτε το τηλέφωνο να χτυπά αλλά δεν θυμάστε που το έχετε αφήσει. Με ποιον τρόπο θα προσπαθήσετε να το εντοπίσετε ώστε να απαντήσετε εγκαίρως;


    


    


    


    Εξαντλητικοί Αλγόριθμοι


    


    Μια σχετικά απλή προσέγγιση είναι η “εξαντλητική αναζήτηση”. Σύμφωνα με αυτήν θα πρέπει να εξετάσετε κάθε πιθανή θέση μέσα στο σπίτι σε κάθε δωμάτιο και κοντά σε κάθε έπιπλο. Στο σαλόνι, στην κουζίνα, πάνω στο τραπέζι, κάτω από το τραπέζι κλπ. Η εξαντλητική αυτή αναζήτηση (exhaustive ή brute force) έχει ένα βασικό πλεονέκτημα. Αυτό είναι ότι όταν θα έχει ολοκληρωθεί, όταν δηλαδή θα έχετε ψάξει παντού θα έχετε σίγουρα βρει το τηλέφωνο. Η προσέγγιση έχει 100% επιτυχία με ένα προφανές όμως τίμημα. Το αντιστάθμισμα είναι πως σαν διαδικασία είναι αρκετά αργή και άκρως αναποτελεσματική στην περίπτωση που το σπίτι είναι αρκετά μεγάλο.


    Όπως θα δούμε και με άλλες προσεγγίσεις κάθε περίπτωση είναι ειδική και σαν τέτοια θα πρέπει να αντιμετωπίζεται αναλόγως. Υπάρχουν προβλήματα για τα οποία η εξαντλητική αναζήτηση δουλεύει επαρκώς, ο μικρός βαθμός πολυπλοκότητάς της όμως την κάνει ανεπαρκή για πιο περίπλοκα προβλήματα.


    


    Αλγόριθμοι Διακλάδωσης


    


    Ας είμαστε σοβαροί! Στην πραγματικότητα κανείς μας δε θα έψαχνε όλοκληρο το σπίτι για να βρει οτιδήποτε, ακόμα λιγότερο ένα τηλέφωνο που χτυπά. Κι αυτό γιατί ο ήχος του θα μας βοηθούσε να αποκλείσουμε έναν μεγάλο αριθμό θέσεων ως απίθανων. Για παράδειγμα αν ο ήχος του τηλεφώνου έρχεται από πάνω, μπορείτε αμέσως να αποκλείσετε το υπόγειο (και στην περίπτωση που το σπίτι σας είναι διαμέρισμα σε έναν όροφο μάλλον έχετε λύσει το πρόβλημα απευθείας. Το τηλέφωνο που ακούτε ανήκει στο γείτονα!)


    Με ανάλογο τρόπο μπορείτε να αποκλείσετε κάποια από τα δωμάτια εφ' όσον ο ήχος ακούγεται ασθενέστερα προς μια κατεύθυνση σε σχέση με μια άλλη. Με αυτόν τον τρόπο, ακολουθώντας μια πορεία “διακλαδώσεων” και σταδιακά αποκλείοντας περιπτώσεις μπορείτε να ελπίζετε πως θα καταλήξετε στη σωστή θέση πριν το τηλέφωνο σταματήσει να χτυπά. Οι αλγόριθμοι διακλάδωσης είναι μια σημαντική κατηγορία αλγορίθμων με πολλές εφαρμογές στην αναζήτηση μοτίβων και την πρόβλεψη δευτεροταγούς δομής αλληλουχιών.


    


    


    Άπληστοι Αλγόριθμοι


    


    Έστω τώρα πως περιμένετε ένα πολύ σημαντικό τηλεφώνημα και είναι απολύτως επιτακτική η ανάγκη να βρείτε το τηλέφωνο εγκαίρως. Η λογική που θα ακολουθούσατε σε μια τέτοια περίπτωση θα προσομοίαζε έναν “άπληστο αλγόριθμο” (greedy algorithm), θα κατευθυνόσαστε δηλαδή με τρόπο σχεδόν “τυφλό” προς το σημείο από το οποίο έρχεται ο ήχος του τηλεφώνου. Το πλεονέκτημα αυτής της προσέγγισης είναι πως στην περίπτωση που το τηλέφωνο είναι όντως κοντά σας θα το βρείτε σε σχετικά πολύ μικρό χρονικό διάστημα. Τι θα συνέβαινε όμως αν ανάμεσα σε έσας και τον ήχο του τηλεφώνου μεσολαβούσε ο τοίχος ενός δωματίου; Σε αυτήν την περίπτωση η επιλογή σας να κατευθυνθείτε προς το τηλέφωνο με το συντομότερο δυνατό τρόπο θα σας είχε οδηγήσει σε αδιέξοδο.


    Πολλά ρεαλιστικά προβλήματα είναι αυτού του τύπου και πολλά από αυτά προσπαθούμε να τα λύσουμε με έναν “άπληστο” τρόπο. Παρόλο που συχνά δεν είναι ο καλύτερος και σπάνια είναι ο γρηγορότερος, υπάρχουν περιπτώσεις που ένας “άπληστος” αλγόριθμος είναι αποτελεσματικός. Θα πρέπει όμως πάντα να έχουμε υπόψη τις πιθανές δυσκολίες που ενδέχεται να προκύψουν κατά την εφαρμογή του και να έχουμε εναλλακτικές προσεγγίσεις για να αποφύγουμε τα αδιέξοδα.


    


    Μηχανική Μάθηση


    


    Ας υποθέσουμε τώρα πως εσείς και ο/η συγκάτοικός σας είστε λίγο...ακατάστατοι. Έτσι το τηλέφωνο πολύ συχνά δεν είναι στη θέση του και έχετε βρεθεί πολλές φορές στο παρελθόν στη δύσκολη θέση να το αναζητείτε. Μπορείτε πριν αρχίσετε να το προσεγγίζετε “άπληστα” να σκεφτείτε πού το είχατε βρει τις προηγούμενες φορές. Δεδομένου πως οι συνήθειές μας δεν αλλάζουν είναι πολύ πιθανό να βρίσκεται και αυτήν τη φορά κάπου εκεί κοντα. Με αυτόν τον τρόπο μπορείτε να χρησιμοποιήσετε μια ήδη υπάρχουσα γνώση προς όφελος σας.


    Με απολύτως ανάλογο τρόπο οι αλγόριθμοι μηχανικής μάθησης (machine learning) -που αποτελεί ένα επιστημονικό πεδίο από μόνη της- εκμεταλλεύονται την πρότερη γνώση που έχουμε για παρόμοια πρόβληματα στην προσπάθεια επίλυσης ενός νέου. Στην πορεία των μαθημάτων θα δούμε πώς τέτοιου τύπου προσεγγίσεις είναι πολύ χρήσιμες και με μεγάλη έκταση εφαρμογών στα πεδία του σχολιασμού αλληλουχιών, στην εύρεση μοτίβων και αλλού.


    


    Τυχαιοκρατικοί Αλγόριθμοι


    


    Τι συμβαίνει όμως στην περίπτωση που βρίσκεστε σ' ένα διάδρομο με κλειστές τις πόρτες όλων των δωματίων χωρίς να μπορείτε να αποφασίσετε από πού ακούγεται το τηλέφωνο; Σε καταστάσεις όπως αυτή κανείς συχνά καταφεύγει στην τύχη. Θα μπορούσατε λοιπόν να ρίξετε ένα νόμισμα ή ένα ζάρι και να αφήσετε το αποτέλεσμα ή τα αποτελέσματα της ρίψης να καθορίσει ποια πόρτα θα ανοίξετε. Σαν προσέγγιση δεν ακούγεται και πολύ επιστημονική υπάρχουν όμως περιπτώσεις που τέτοιου τύπου τυχαιοκρατικές διαδικασίες είναι η μόνη μας επιλογή. Υπάρχουν πραγματικά προβλήματα στα οποία η διαδικασία της ρίψης ενός νομίσματος μπορεί να συνδυαστεί με μια καλά σχεδιασμένη στρατηγική διακλάδωσης με πολύ ικανοποιητικά αποτελέσματα. Επίσης, πολλά προβλήματα εμπεριέχουν την τυχαιότητα στον ίδιο τον ορισμό τους, όπως είναι π.χ. τα προβλήματα δειγματοληψίας ή αυτά όπου πρέπει να συγκρίνουμε τα αποτελέσματά μας με μια τυχαία κατάσταση. Σε αυτές τις περιπτώσεις το να ρίξουμε ένα νόμισμα είναι ενδεχομένως ο καλύτερος τρόπος.


    


    Αλγόριθμοι “Διαίρει και Βασίλευε”


    


    Θα έχετε υποψιαστεί πως τα προβλήματα που καλούμαστε να αντιμετωπίσουμε είναι συχνά δυσκολότερα και πολυπλοκότερα από το να εντοπίσουμε το τηλέφωνο μέσα στο σπίτι. Στις περισσότερες περιπτώσεις τα περίπλοκα προβλήματα πρέπει να αναλυθούν σε άλλα απλούστερα και καθένα από αυτά να λυθεί επιμέρους πριν περάσουμε στη λυση του συνολικότερου προβλήματος. Κατ' αναλογία αν υποθέσουμε πως έχουμε παραπάνω από μία τηλεφωνικές συσκευές. Τότε το “πρόβλημα του τηλεφώνου” θα μπορούσε να διαιρεθεί στα επιμέρους προβλήματα:


    1. Ποιο από τα δωμάτια που έχει μια συσκευή είναι το πλησιέστερο;


    2. Σε ποιο σημείο του δωματίου βρίσκεται το τηλέφωνο;


    Με αυτόν τον τρόπο θα διαιρούσαμε το πρόβλημα σε δύο μικρότερα, μιας και το να βρούμε το πλησιέστερο δωμάτιο είναι σαφώς πιο εύκολο και το να βρούμε το τηλέφωνο μέσα σε ένα δωμάτιο είναι πολύ απλούστερο από το να ψάχνουμε μια συσκευή σε ολόκληρο το σπίτι.


    Ένα μεγάλο μέρος αλγοριθμικών τεχνικών βασίζεται σε αυτή τη λογική του “διαίρει και βασίλευε” (divide and conquer) επιτυγχάνοντας αποτελεσματικές λύσεις διαιρώντας το αρχικό πρόβλημα σε μικρότερα και λύνοντάς τα επιμέρους. Ο δυναμικός προγραμματισμός, μια τεχνική με μεγάλη χρησιμότητα στη στοίχιση αλληλουχιών είναι μια τέτοια μέθοδος που θα εξετάσουμε σε επόμενο κεφάλαιο.


    


    Πριν φτάσουμε όμως σε τόσο βαθιά νερά, καλό είναι να αρχίσουμε από μερικά πιο απλά ζητήματα, όπως αυτό της απλής ανάλυσης μιας αλληλουχίας, που θα συζητήσουμε στο αμέσως επόμενο Κεφάλαιο.


    


    


    Σε ποιους απευθύνεται αυτό το βιβλίο


    


    Το βιβλίο αυτό γράφτηκε με σκοπό να εξυπηρετήσει τις ανάγκες φοιτητών από τα πεδία της βιολογίας, της βιοχημείας και της ιατρικής που, βρισκόμενοι σε προπτυχιακό επίπεδο, επιθυμούν μια εισαγωγή σε ποσοτικοποιημένες προσεγγίσεις προβλημάτων της σύγχρονης βιολογίας. Από αυτήν την άποψη, απευθύνεται κυρίως αλλά όχι αποκλειστικά σε φοιτητές των βιοεπιστημών, οι οποίοι έχουν ολοκληρώσει επιτυχώς έναν κύκλο μαθημάτων βασικής μοριακής και κυτταρικής βιολογίας, γενετικής και εξέλιξης. Την ίδια στιγμή, απαιτεί μια ελάχιστη “ανάμνηση” βασικών μαθηματικών εννοιών από τα πεδία των πιθανοτήτων (κατά κύριο λόγο) και της στατιστικής. Οι φοιτητές που δεν νιώθουν επαρκώς εξοικειωμένοι με αυτές τις εννοιες και δυσκολεύονται να θυμηθούν λ.χ. τι υποδηλώνει η τυπική απόκλιση μιας κατανομής, θα πρέπει να ενθαρρυνθούν να θυμηθούν κάποιες βασικές αρχές μαθηματικών.


    Από την άλλη πλευρά, φοιτητές από το χώρο της Επιστήμης Υπολογιστών, των Μαθηματικών αλλά και άλλων φυσικών επιστημών δεν θα έχουν σημαντικά προβλήματα στην κατανόηση των βιολογικών προβλημάτων. Ιδανικά όμως και αυτοί θα έχουν ολοκληρώσει ένα εξαμηνιαίο μάθημα Βιολογίας που θα περιλαμβάνει τις βασικές έννοιες οργάνωσης και μετάδοσης της γενετικής πληροφορίας, το βασικό δόγμα της μοριακής βιολογίας και κάποια στοιχεία από την οργάνωση των βιολογικών συστημάτων σε κυτταρικό επίπεδο.


    Το βιβλίο αυτό, προφανώς δεν αποτολμά τη σε βάθος ανάλυση της τεχνικής πλευράς των περισσότερων προβλημάτων, καθώς κάτι τέτοιο θα ξεπερνούσε τον αρχικό του στόχο που είναι να βελτιώσει την επικοινωνία μεταξύ νέων επιστημόνων που προέρχονται από διαφορετικά πεδία. Σε κάθε περίπτωση, προσπαθήσαμε να παρουσιάσουμε τα βασικά βιολογικά προβλήματα σε άμεση σύνδεση με το απαραίτητο μαθηματικό υπόβαθρο με σκοπό οι υπολογιστικές προσεγγίσεις για την επίλυσή τους, που είναι και το βασικό αντικείμενο αυτού του βιβλίου, να αναδύονται με τρόπο όσο το δυνατόν πιο φυσικό και αβίαστο και να είναι προσπελάσιμες από βιοεπιστήμονες και μη.


    


    


    


    Δομή του βιβλίου


    


    Το βιβλίο διαρθρώνεται σε 12 βασικά κεφάλαια, καθένα από τα οποία περιστρέφεται γύρω από έναν βασικό θεματικό άξονα.


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    Σημείο εκκίνησης του κάθε κεφαλαίου είναι η διατύπωση ενός κύριου βιολογικού ερωτήματος, το οποίο στην πορεία του κεφαλαίου επαναδιατυπώνεται ή και διαιρείται σε απλούστερα ερωτήματα. Τα ερωτήματα αυτά, διαχωρίζονται από το κύριο σώμα του κειμένου με τη χρήση πλάγιας γραμματοσειράς. Π.χ.


    Πώς μπορούμε να εντοπίσουμε μοτίβα σε γονιδιωματικές αλληλουχίες;


    


    Βιολογικές Έννοιες


    Τη διατύπωση του αρχικού προβλήματος ακολουθεί μια σύντομη παράθεση των βασικών βιολογικών εννοιών πάνω στις οποίες θα βασιστούμε για την καλύτερη κατανόηση του μελετούμενου φαινομένου. Η παράθεση αυτή είναι συνήθως αρκετά σύντομη, καθώς προϋποθέτουμε πως η πλειονότητα των αναγνωστών δε χρειάζεται παρά μια μικρή “υπενθύμιση” των βασικών αρχών.


    


    Μαθηματικά Ιντερμέδια


    Καθώς προχωρούμε στην καλύτερη και πιο αναλυτική διατύπωση του προβλήματος κάθε κεφαλαίου, εμφανίζεται η ανάγκη για την παρεμβολή ενοτήτων όπου θα συζητηθούν οι απαραίτητες μαθηματικές έννοιες για την περαιτέρω επίλυσή του. Οι ενότητες αυτές διαρθρώνονται σε ξεχωριστά υποκεφάλαια με την ένδειξη “Μαθηματικό Ιντερμέδιο”. Παρόλο που είναι απαραίτητες για την καλύτερη κατανόηση της ροής της ύλης του κεφαλαίου στο οποίο ανήκουν, μπορούν να αντιμετωπιστούν και σαν αυτόνομα τμήματα του βιβλίου, στα οποία ο αναγνώστης μπορεί να επιστρέψει ανά πάσα στιγμή από οποιοδήποτε άλλο κεφάλαιο.


    


    Αλγόριθμοι


    Οι αλγόριθμοι αποτελούν οργανικό τμήμα του παρόντος βιβλίου. Για το λόγο αυτό διακρίνονται μέσα σε ειδικά γκρίζα πλαίσια με διακριτή γραμματοσειρά και με μοναδικό τίτλο για κάθε αλγόριθμο. Για παράδειγμα:


    


    Αλγόριθμος :: Υπολογισμός Παραγοντικού Ν


    Δήλωση ενός ακεραίου Ν;


    Αρχική τιμή P=1;


    Απαρίθμηση από i=1 έως i=Ν ανά 1;


     P=i*P;


     Τέλος Απαρίθμηση 1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: P


    Τερματισμός


    


    Όλοι οι αλγόριθμοι παρουσιάζονται με μορφή ψευδοκώδικα χωρίς να προκρίνεται η χρήση κάποιας συγκεκριμένης γλώσσας προγραμματισμού για την υλοποίησή τους, καθώς σκοπός του συγκεκριμένου βιβλίου είναι η κατανόηση της διαδικασίας επίλυσης του κάθε προβλήματος. Κάποιες τεχνικές εφαρμογές παρουσιάζονται στο τέλος μερικών κεφαλαίων στο πλαίσιο της καλύτερης εξοικείωσης με κάποια από τα προβλήματα.


    


    Ερωτήσεις-Ασκήσεις-Πρακτικές Εφαρμογές


    Οι ερωτήσεις στο βιβλίο είναι τριών τύπων:


    · Οι ερωτήσεις κατανόησης παρεμβάλλονται μέσα στο σώμα του κειμένου και παροτρύνουν τον αναγνώστη να σκεφτεί κάποιες διαστάσεις του προβλήματος πριν προχωρήσει. Παρόλο που οι απάντησεις στις ερωτήσεις αυτές δίνονται στη συνέχεια του κεφαλαίου, συνιστούμε στους αναγνώστες να τους δώσουν τον απαιτούμενο χρόνο, καθώς θα τους βοηθήσουν αρκετά στην κατανόηση της ύλης. Για το σκοπό αυτό οι ερωτήσεις τοποθετούνται σε πλάγια γράμματα μέσα σε χρωματισμένο πλαίσιο. Για παράδειγμα:


    Ερώτηση: Τα πιθανά τρινουκλεοτίδια στο DNA είναι 64. Πόσα είναι τα πιθανά 10-νουκλεοτίδια; Ποιος τύπος μας δίνει όλα τα πιθανά ν-νουκλεοτίδια;


    · Οι Ασκήσεις αποτελούν ξεχωριστό μέρος και βρίσκονται συγκεντρωμένες στο τέλος του κάθε κεφαλαίου. Είναι πιο σύνθετες από τις ερωτήσεις κατανόησης και σε αρκετές περιπτώσεις απαιτούν τη χρήση Η/Υ.


    · Οι Πρακτικές Εφαρμογές συμπεριλαμβάνονται σε ορισμένα μόνο κεφάλαια και σκοπό έχουν να εξοικειώσουν τον αναγνώστη με την υπολογιστική διαδικασία, καθώς απαιτούν εν μέρει την εκτέλεση ελεύθερα διαθέσιμων προγραμμάτων σε συνδυασμό με μικρής έκτασης ανάλυση σε περιβάλλοντα ελεύθερου κώδικα, όπως είναι η R. O αναγνώστης καλείται να τις δει ως μέρος ενός “εικονικού εργαστηρίου” που συνοδεύει την ύλη αυτού του βιβλίου.


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Μπορείτε να αναφέρετε είδη δεδομένων μεγάλης κλίμακας από άλλα πεδία της βιολογίας (όπως π.χ. της ζωολογίας, της οικολογίας, της ανοσολογίας κλπ);


    


    2. Ο τρόπος με τον οποίον παρατίθενται οι αλγόριθμοι για την κατάταξη “Φυσαλίδας” και την “Ταχεία Κατάταξη” ονομάζεται ψευδοκώδικας. Μπορείτε να γράψετε τον ψευδοκώδικα με τον οποίο θα λύνατε το πρόβλημα της εύρεση της μέσης τιμής ενός συνόλου τιμών; Τι πολυπλοκότητας θα έχει αυτός;


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για μια Εισαγωγή στα προβλήματα της Υπολογιστικής Βιολογίας:


    Στην ιστοσελίδα www.iscb.org καθώς και σε διάφορες διευθύνσεις στο διαδίκτυο μπορείτε να διαβάσετε περισσότερα για την Υπολογιστική Βιολογία ως επιστημονικό πεδίο. Τα προβλήματα που περιγράφονται εδώ είναι μια επιλογή με βάση τους στόχους του μαθήματος.


    


    Για μια εισαγωγή στις μεθόδους Υψηλής Απόδοσης:


    Η ιστοσελίδα http://www.htseq.org/ περιέχει περιληπτικές περιγραφές των κυριότερων τεχνικών.


    


    Για περισσότερα σχετικά με τις βάσεις δεδομένων:


    Οι γονιδιωματικοί φυλλομετρητές http://genome.ucsc.edu και www.ensembl.org είναι μια εξαιρετική αρχή για να εξοικιωθεί κανείς με τον πλούτο της πληροφορίας που είναι ελεύθερα προσβάσιμη από όλους


    


    Σχετικά με τα προβλήματα της σύγχρονης Βιολογίας:


    Μια πολύ καλή επισκόπηση του προβλήματος της γονιδιακής πολυπλοκότητας είναι το άρθρο των (Gerstein et al., 2007).⁠


    


    Σχετικά με τις Πιθανότητες:


    Στην Εισαγωγή και σε κάποια τμήματα από το Κεφάλαιο 1 Θεωρία Πιθανοτήτων Ι. Κλασική Πιθανότητα, Μονοδιάστατες Κατανομές. (Κουνιάς και Μωυσιάδης) μπορείτε να βρείτε μια πολύ καλή περιγραφή των βασικών εννοιών.


    


    Για μια Εισαγωγή στους Αλγορίθμους:


    Στο Κεφάλαιο 1 του An introduction to Bioinformatics Algorithms (Jones & Pevzner, 2004)⁠ μπορείτε να βρείτε περισσότερα για το “πρόβλημα του τηλεφώνου” καθώς και μια πολύ πιο αναλυτική εξήγηση για τη σχέση της αποτελεσματικότητας και της ταχύτητας των αλγορίθμων.
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    Κεφάλαιο 1:Οι πρώτες “λέξεις”. Ανάλυση της Σύστασης βιολογικών αλληλουχιών


    



    Σύνοψη


    


    Το συγκεκριμένο κεφάλαιο έχει ως αντικείμενο την ανάλυση της σύστασης βιολογικών αλληλουχιών. Στο επίκεντρό του βρίσκεται η σχέση της νουκλεοτιδικής σύστασης με την προέλευση και τη λειτουργικότητα γονιδιωματικών αλληλουχιών. Σε αυτό το πλαίσιο, το πραγματικό βιολογικό πρόβλημα που αναπτύσσεται, σχετίζεται με την ανάλυση του ποσοστού βάσεων γουανίνης/κυτοσίνης (GC content) με σκοπό τη διάκριση αλληλουχιών διαφορετικής προέλευσης σε ένα βακτηριακό γονιδίωμα, ως προϊόντα οριζόντιας μεταφοράς γονιδιωματικού υλικού. στο πλαίσιο του προβλήματος αυτού παρουσιάζονται αναλυτικά οι βιολογικές έννοιες της γονιδιωματικής σύστασης και της οργάνωσης των γονιδιωμάτων των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών σε ισόχωρες περιοχές σταθερού ποσοστού GC. Στο δεύτερο μέρος του κεφαλαίου εξετάζεται μια ενδιαφέρουσα ιδιότητα όλων των γνωστών γονιδιωμάτων που είναι γνωστή ως ο δεύτερος κανόνας ισοδυναμίας του Chargaff και παρουσιάζονται γονιδιωματικά χαρακτηριστικά που σχετίζονται με αυτόν. Στο επίπεδο των μαθηματικών και υπολογιστικών εννοιών, εισάγονται οι έννοιες της πιθανότητας και των κατανομών. Η κύρια μεθοδολογία που παρουσιάζεται είναι ο έλεγχος απλών στατιστικών υποθέσεων με τη χρήση κανονικοποιημένων κατανομών, οι οποίες παρουσιάζονται μετά από μια εκτενή αναφορά στο Κεντρικό Οριακό Θεώρημα (ΚΟΘ).


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να υπολογίσετε τις συχνότητες εμφάνισης ολιγονουκλεοτιδίων σε γονιδιωματικές αλληλουχίες και τις σχετικές υπερ- και υπο-εκπροσωπήσεις τους.


    · Να εντοπίσετε περιοχές με διαφορετική σύσταση σε πλήρη γονιδιώματα.


    · Να εξετάσετε σε ποιο βαθμό μία ή περισσότερες τιμές από ένα δείγμα διαφέρουν από το σύνολο.


    · Να εντοπίσετε το σημείο έναρξης του αναδιπλασιασμού του DNA σε βακτηριακά γονιδιώματα.


    Εισαγωγή


    


    Στο διάσημο διήγημά του “Η βιβλιοθήκη της Βαβέλ”, που εκδόθηκε για πρώτη φορά το 1941, ο Αργεντίνος συγγραφέας Χόρχε Λουίς Μπόρχες μας προσκαλεί να φανταστούμε μια βιβλιοθήκη η οποία περιέχει το σύνολο των τόμων που μπορούν να γραφτούν με όλους τους πιθανούς συνδυασμούς 25 χαρακτήρων. Η φανταστική αυτή βιβλιοθήκη δεν περιέχει ούτε ένα βιβλίο που να μην έχει νόημα σε κάποια γνωστή ή άγνωστη, προφανή ή μυστική γλώσσα. Με τα λόγια του ίδιου του Μπόρχες:


    


    “Στην πραγματικότητα, η Βιβλιοθήκη περιλαμβάνει όλες τις λεκτικές κατασκευές, όλες τις δυνατές παραλλαγές των είκοσι πέντε ορθογραφικών συμβόλων, αλλά ούτε ένα απόλυτο Άλογον”.


    


    Η Βιβλιοθήκη του Μπόρχες είναι προφανώς φανταστική και για την ακρίβεια είναι αδύνατον να υπάρξει. Ας αναλογιστούμε για λίγο γιατί. Αν υποθέσουμε πως το μέσο βιβλίο στη Βιβλιοθήκη της Βαβέλ περιέχει περίπου 350 σελίδες (σαν αυτό που διαβάζετε αυτή τη στιγμή), αυτό αντιστοιχεί περίπου σε 120000 λέξεις. Υπολογίζοντας ότι κάθε λέξη περιέχει κατά μέσο όρο 8 χαρακτήρες-γράμματα, (μια ρεαλιστική εκτίμηση για την ελληνική) και συνυπολογίζοντας ένα μοναδικό σημείο στίξης κάθε περίπου 10 λέξεις (μια τυπική περίοδο), τότε το κάθε βιβλίο θα πρέπει να αποτελείται από περίπου ένα εκατομμύριο (106) χαρακτήρες. Φανταστείτε τώρα ότι κάθε χαρακτήρας μπορεί να είναι ένας από τους 25 δυνατούς χαρακτήρες του Μπόρχες. Οι δυνατοί συνδυασμοί 25 συμβόλων σε βιβλία ενός εκατομμυρίου χαρακτήρων είναι 251000000 =~ 101374900! Ο αριθμός αυτός δεν μπορεί καν να χαρακτηριστεί αστρονομικός, καθώς πρόκειται για έναν αριθμό που θα ξεκινούσε με τη μονάδα και θα ακολουθούταν από ~1.3 εκατομμύρια μηδενικά. Ο ίδιος ο αριθμός δηλαδή των δυνατών βιβλίων της Βιβλιοθήκης δεν θα χωρούσε να γραφτεί σε έναν από τους τόμους της! (Να ένα στοιχείο που ομολογουμένως θα άρεσε πολύ στον Μπόρχες).


    Οι παραπάνω -τραβηγμένοι- υπολογισμοί είναι χρήσιμοι για να μας κάνουν να σκεφτούμε κάτι που αν και προφανές, έχει πολύ σημαντικές προεκτάσεις. Αυτό είναι ότι προκειμένου να υπάρχει νόημα σε ένα κείμενο, η γλώσσα στην οποία αυτό είναι γραμμένο, επιβάλλει συγκεκριμένους περιορισμούς. Έτσι, ακόμα και αν δεν είναι θεωρητικά αδύνατο να γραφτούν κείμενα με νόημα με όλους τους δυνατούς συνδυασμούς χαρακτήρων, οι γλώσσες στις οποίες θα είναι γραμμένα αυτά, θα είναι παντελώς άχρηστες καθώς κανείς δεν θα μπορεί να καταλάβει τι σημαίνουν. Όλες οι γλώσσες όμως, (ακόμα και οι μυστικοί κώδικες) έχουν σκοπό τη μετάδοση μηνυμάτων και κάθε μήνυμα αντανακλά τους συγκεκριμένους περιορισμούς και κανόνες που καθορίζουν τη δομή της γλώσσας. Όπως κάθε γλώσσα, έτσι και η βιολογική “γλώσσα” των γονιδιωματικών (και κατ' επέκταση των πρωτεϊνικών) αλληλουχιών έχει τους δικούς της κανόνες και περιορισμούς. Το πρόβλημα με τις βιολογικές γλώσσες είναι πως δεν υπάρχουν φιλόλογοι να μας διδάξουν τη γραμματική και το συντακτικό τους. Υπάρχουν μόνο βιβλιοθηκάριοι (οι μοριακοί βιολόγοι) που αποδελτιώνουν διαρκώς τόμους βιολογικών κειμένων με όλο και γρηγορότερους ρυθμούς, τόμους που περιμένουν σε μια Βιβλιοθήκη που μοιάζει με αυτή του Μπόρχες και που μας προσκαλούν να τους διαβάσουμε, ακόμα δυσκολότερο μας “προκαλούν” να τους κατανοήσουμε. Το βασικό πρόβλημα της ανάλυσης βιολογικών αλληλουχιών συνίσταται ακριβώς σε αυτήν την πρόκληση: να κατανοήσουμε τους κανόνες με τους οποίους τα βιολογικά “κείμενα” αποκτούν το μοριακό τους νόημα απλώς και μόνο διαβάζοντάς τα και μη διαθέτοντας παρά ελάχιστη προηγούμενη γνώση συντακτικών κανόνων. Τα επόμενα Κεφάλαια αυτού του βιβλίου θα παρουσιάσουν τρόπους με τους οποίους μπορούμε να προσπαθήσουμε να πετύχουμε κάτι τέτοιο.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    


    Ας υποθέσουμε πως μας δίνεται η παρακάτω αλληλουχία:


    [image: ]


    


    Εικόνα 1.1: Ένα σύνολο συμβόλων που έχουμε κάθε λόγο να πιστεύουμε πως πρόκειται για γονιδιωματική αλληλουχία.



    


    


    Απλώς παρατηρώντας τη δεν μπορούμε παρά να εξάγουμε ελάχιστα συμπεράσματα. Μπορούμε να πούμε ότι πρόκειται για μια αλληλουχία γραμμένη με τα τέσσερα σύμβολα που αντιστοιχούν στα τέσσερα νουκλεοτίδια του DNA (A, G, C, T) και μπορούμε επίσης να πούμε πως έχει μήκος 1200 βάσεις, πάνω-κάτω το μέσο μήκος ενός βακτηριακού γονιδίου. Από εκεί και πέρα είναι ελάχιστα τα πράγματα που μπορούμε να πούμε με μια τόσο απλή πρώτη παρατήρηση. Aν δεχτούμε ότι πρόκειται για μια γονιδιωματική αλληλουχία υπάρχουν μια σειρά από ερωτήματα που μπορούμε να θέσουμε. Κάποια από αυτά είναι:


    · Μπορούμε να μάθουμε από ποιον οργανισμό προέρχεται;


    · Είναι χαρακτηριστική του οργανισμού ή όχι;


    · Μπορούμε να μάθουμε τι είδους αλληλουχία είναι (λειτουργική, κωδική, ρυθμιστική, επαναλαμβανόμενη);


    · Χαρακτηρίζει η αλληλουχία αυτή ένα συγκεκριμένο λειτουργικό τμήμα (τελομερές, κεντρομερές, σημείο έναρξης του αναδιπλασιασμού κλπ);


    · Έχει κάποια ιδιαίτερη νουκλεοτιδική σύσταση;


    Ένα πρακτικότερο ερώτημα που βρίσκεται πίσω από τα παραπάνω είναι το εξής:


    


    Ερώτηση: Τι είδους στοιχεία θα πρέπει να χρησιμοποιήσουμε για να περιγράψουμε μια γονιδιωματική αλληλουχία;


    


    Ποια χαρακτηριστικά δηλαδή της αλληλουχίας μπορούν να μας βοηθήσουν να απαντήσουμε στα παραπάνω ερωτήματα; Σ' αυτό το κεφάλαιο θα προσπαθήσουμε να εντοπίσουμε αυτά τα χαρακτηριστικά και να δούμε με ποιους τρόπους μπορούμε να τα χρησιμοποιήσουμε για να εξάγουμε χρήσιμα συμπεράσματα, εξετάζοντας απλώς τη σύσταση αλληλουχιών βιομορίων.


    


    


    “Λέξεις” σε βιολογικές αλληλουχίες


    


    Η πιο πρακτική από τις πιο πάνω ερωτήσεις που θα θέλαμε να “απευθύνουμε” στην αλληλουχία είναι η τελευταία. Αν η αλληλουχία έχει δηλαδή κάποια χαρακτηριστική σύσταση. Φανταστείτε ως αναλογία πως κάποιος σας παρουσιάζει ένα κείμενο γραμμένο σε μια άγνωστη γλώσσα, την οποία αντικρύζετε για πρώτη φορά, σαν τα ιερογλυφικά με τα οποία ήρθαν αντιμέτωποι οι στρατιώτες του Ναπολέοντα όταν ανακάλυψαν τη στήλη της Ροζέτας[1]. Το πρώτο πράγμα που θα έπρεπε να κάνετε θα ήταν να αποφασίσετε ποια στοιχεία της άγνωστης αυτής γλώσσας είναι τα αντίστοιχα “γράμματά” της. Στην περίπτωση των αλληλουχιών DNA και RNA αυτό έχει ήδη γίνει με τις πρωτοποριακές εργασίες των Wilkins, Chargaff, Crick κλπ (Chargaff, 1951; Watson & Crick, 1953; Wilkins, Stokes & Wilson, 1953)⁠. Ξέρουμε ότι το βασικό αλφάβητο των γονιδιωματικών αλληλουχιών αποτελείται απο τα 4 σύμβολα (A,G,C,T). Όμως με ποιον τρόπο χρησιμοποιούνται αυτά τα γράμματα για να οργανώσουν το περιεχόμενο της αλληλουχίας σε ένα “κείμενο με νόημα”;


    Σε επιστημονικούς τομείς, όπως είναι η συγκριτική γλωσσολογία, μια πρώτη προσέγγιση για την ανάλυση κειμένων είναι να εξετάζει κανείς τη συχνότητα με την οποία συναντά τα σύμβολα της κάθε γλώσσας σε ένα γραπτό κείμενο. Έτσι π.χ. μπορεί κανείς να διακρίνει ανάμεσα στα γερμανικά και τα ισπανικά αν έχει δύο αρκετά μεγάλα κείμενα από την κάθε γλώσσα ώστε να μετρήσει πως στα μέν γερμανικά τα φωνήεντα a, o αντιστοιχούν μόνο στο 7% των συνολικών γραμμάτων, ενώ στα ισπανικά η αντίστοιχη τιμή είναι 20%. (δεδομένα από www.wolphramalrha.com).


    Με ανάλογο τρόπο μπορούμε να αντιμετωπίσουμε τα σύμβολα των γονιδιωματικών αλληλουχιών. Αν για παράδειγμα σε μια αλληλουχία μήκους 1000 βάσεων, 500 από αυτές είναι αδενίνες Α, μπορούμε τότε να πούμε πως η βάση Α έχει συχνότητα εμφάνισης P(A) = 500/1000 = 0.5. Αν τώρα εξετάσουμε μια δεύτερη αλληλουχία στην οποία η ίδια βάση έχει συχνότητα εμφάνισης 0.1 αυτό θα ήταν μια πρώτη αρκετά ισχυρή ένδειξη ότι οι δύο αλληλουχίες δεν έχουν κοινή προέλευση.


    Στο πιο πάνω παράδειγμα υπολογίσαμε τη συχνότητα εμφάνισης μιας βάσης ως το λόγο του πλήθους των φορών που η βάση αυτή “εμφανίζεται” μέσα σε μια αλληλουχία προς το συνολικό μήκος της αλληλουχίας αυτής σε βάσεις.


    


    [image: ]1.1


    


    Συμβολίζουμε με P αυτήν την τιμή γιατί, όπως θα δούμε, έχει πολλά κοινά χαρακτηριστικά με την έννοια των πιθανοτήτων, για την οποία θα μιλήσουμε στην αμέσως επόμενη ενότητα.


    


    [image: ]


    


    Εικόνα 1.2: Η στήλη της Ροζέτας ανακαλύφθηκε στην Αίγυπτο το 1799 από τους στρατιώτες του Ναπολέοντα. Περιείχε το ίδιο κείμενο σε ιερογλυφικά, δημώδη αιγυπτιακά και αρχαία ελληνικά και οδήγησε στην αποκρυπτογράφηση των πρώτων. (Εικόνα από Wikimedia Commons: CC0).



    


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι: Εισαγωγή στις Πιθανότητες


    


    Πολλά πειράματα τύχης, ιδιαίτερα αυτά που αφορούν τυχερά παιχνίδια, έχουν, λόγω συμμετρίας και ομοιογένειας των υλικών που χρησιμοποιούνται, την ιδιότητα όλα τα απλά ενδεχόμενα κατά την εκτέλεσή τους να έχουν τις ίδιες ευκαιρίες να εμφανιστούν. Είναι δηλαδή σύμφωνο με την κοινή λογική ότι στα πειράματα αυτά κανένα από τα απλά ενδεχόμενα δεν έχει πλεονέκτημα έναντι των άλλων. Τέτοια πειράματα τύχης είναι π.χ.:


    · Η ρίψη ενός κανονικού ζαριού ή νομίσματος.


    · Η επιλογή ενός χαρτιού από μία καλά ανακατεμένη τράπουλα.


    · Η περιστροφή μιας ομογενούς ρουλέττας.


    · Η παρατήρηση του φύλου των παιδιών μιας οικογένειας.


    · Η παρατήρηση της ημέρας, της εβδομάδας ή της ημερομηνίας στην οποία έχει ένα άτομο, διαλεγμένο στην τύχη, γενέθλια.


    Η παρατήρηση αυτής της ιδιότητας οδήγησε τον De Moivre (1711) στον ορισμό της κλασσικής πιθανότητας:


    


    Σε πειράματα όπου το πλήθος των δυνατών αποτελεσμάτων ή απλών γεγονότων (outcomes) είναι πεπερασμένο και όλα τα δυνατά αποτελέσματα είναι ισοπίθανα, τότε η πιθανότητα (probabi1ity) πραγματοποίησης ενός γεγονότος ισούται με το πηλίκο του πλήθους των ευνοϊκών για την πραγματοποίηση του γεγονότος αποτελεσμάτων, προς το πλήθος των δυνατών αποτελεσμάτων.


    


    Τόσο το πλήθος των ευνοϊκών αποτελεσμάτων του πειράματος για το γεγονός που μας ενδιαφέρει, όσο και το πλήθος των δυνατών αποτελεσμάτων υπολογίζονται πριν την εκτέλεση του πειράματος. Aν Ω είναι το σύνολο των πιθανών αποτελεσμάτων (ο δειγματοχώρος) του πειράματος που αποτελείται από Ν ισοπίθανα απλά ενδεχόμενα και αν το γεγονός Α περιέχει Ν(Α) από αυτά, τότε η πιθανότητα Ρ(Α) θα ισούται με:
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    Βλέπουμε πως η πιθανότητα ορίζεται με τρόπο απολύτως ανάλογο με αυτόν των συχνοτήτων εμφάνισης των νουκλεοτιδίων που είδαμε στην προηγούμενη ενότητα. Με ανάλογο τρόπο μπορούμε να ορίσουμε μια συνάρτηση Χ που αντιστοιχεί τα ενδεχόμενα από ένα δειγματοχώρο Ω σε αριθμητικές τιμές που είναι πραγματικοί αριθμοί ([image: ]) . Η συνάρτηση αυτή ονομάζεται τυχαία μεταβλητή και με τη βοήθειά της ορίζεται μια αντιστοίχιση του χώρου των πιθανοτήτων στο χώρο των πραγματικών αριθμών, γεγονός που είναι ιδιαίτερα βολικό για μια σειρά από περαιτέρω χειρισμούς όπως θα δούμε στη συνέχεια.


    Στο σημείο αυτό δεν πρέπει να ξεχνάμε μια πολύ σημαντική διαφορά. Η πιθανότητα αποτελεί μια μαθηματική έννοια, ενώ η συχνότητα εμφάνισης είναι μια μέτρηση και ως τέτοια υπόκειται σε περιορισμούς που έχουν να κάνουν με το μέγεθος του δείγματός μας και την ομοιογένειά του. Θα πρέπει λοιπόν να έχουμε υπόψη μας πως με διαφορετική ασφάλεια αντιμετωπίζουμε μια μέτρηση που προέρχεται από μια αλληλουχία 1000 βάσεων και αλλιώς μια που προέρχεται από μια αλληλουχία μήκους 1000000 βάσεων. Στην πρώτη περίπτωση η αλληλουχία είναι μικρού μήκους αλλά είναι πιο πιθανό να είναι περισσότερο ομογενής από μια πολύ μεγαλύτερη. Έτσι στην πρώτη μπορεί μια τιμή συχνότητας εμφάνισης να μην είναι πολύ αξιόπιστη λόγω μικρού μήκους της αλληλουχίας, ενώ στη δεύτερη αυτό να συμβαίνει λόγω διακυμάνσεων της συχνότητας π.χ. του “Α” εντός της αλληλουχίας, μπορεί δηλαδή το “Α” να είναι σε αφθονία στα άκρα σε σχέση με το μέσο της. Αυτά τα ζητήματα είναι πολύ σημαντικά, γι' αυτό θα δούμε στη συνέχεια του κεφαλαίου καθώς και σε επόμενα κεφάλαια πώς θα χρησιμοποιήσουμε τη στατιστική για να τα αντιμετωπίσουμε.


    Η συνθήκη του ισοπίθανου των δυνατών αποτελεσμάτων είναι σημαντική στον κλασσικό ορισμό της πιθανότητας και συνάμα δίνει το μέτρο της αδυναμίας αυτού του ορισμού. Πράγματι, σε πολλές περιπτώσεις είναι δύσκολο να αποφανθούμε αν υπάρχει συμμετρία που να εξασφαλίζει το ισοπίθανο. Εξάλλου και στις απλές περιπτώσεις, όπως αυτή της ρίψης ενός ζαριού, το ισοπίθανο απαιτεί από το ζάρι μία κατασκευή με τελείως επίπεδες έδρες και με ομοιόμορφη κατανομή του βάρους του.
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    Εικόνα 1.3: Διάγραμμα Venn για την απεικόνιση ενός δειγματοχώρου με δύο ενδεχόμενα Α και Β και το συμπλήρωμά τους. Ένας πολύ διαδεδομένος τρόπος αναπαράστασης των ενδεχομένων ενός πειράματος τύχης είναι αυτός ενός διαγράμματος Venn που φαίνεται στην εικόνα. Τα ενδεχόμενα Α και Β είναι υποσύνολα του δειγματοχώρου Ω που αναπαριστά το σύνολο όλων των πιθανών ενδεχομένων. Με αυτόν τον τρόπο μπορούμε να δούμε σε ποιο βαθμό τα Α και Β τέμνονται, υπάρχει δηλαδή η δυνατότητα πραγματοποίησης και των δύο ταυτόχρονα, ενώ το πόσο μεγάλη είναι η πιθανότητα πραγματοποίησης του καθενός είναι ανάλογη με το εμβαδό που καλύπτει μέσα στο χώρο Ω.



    


    


    Η συστηματικοποίηση του λογισμού των πιθανοτήτων με βάση τον κλασσικό ορισμό αποδίδεται στον Laplace (1812). Οι βασικές ιδιότητες των πιθανοτήτων, οι οποίες στη συνέχεια οδήγησαν στην αξιωματική τους θεμελίωση είναι οι εξής:


    Έστω Ω ένας δειγματοχώρος που αποτελείται από ισοπίθανα απλά ενδεχόμενα και Ρ(Α) η κλασσική πιθανότητα που ορίζεται όπως πιο πάνω στα γεγονότα Α, που είναι υποσύνολα του Ω. Τότε ισχύει πώς:


    1. [image: ]για κάθε γεγονός Α 1.3


    2. [image: ]1.4


    Mε βάση τις παραπάνω ιδιότητες μπορούμε να ορίσουμε μερικά μεγέθη που θα μας φανούν χρήσιμα:


    Ορίζουμε ως P'(A) την πιθανότητα να μην πραγματοποιηθεί το Α. Ισχύει ότι:
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    Ορίζουμε ως ένωση των Α, Β [image: ]την πιθανότητα να πραγματοποιηθεί τουλάχιστον ένα από τα Α και Β. Ισχύει ότι:
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    Ορίζουμε ως τομή των ανεξάρτητων γενονότων Α, Β[image: ]την πιθανότητα να πραγματοποιηθούν ταυτόχρονα και το Α και το Β. Ισχύει ότι:
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    Οι σχέσεις 1.6 και 1.7 μπορούν κατάλληλα να προσαρμοστούν για περισσότερα από ένα ενδεχόμενα.


    


    


    Νουκλεοτιδική σύσταση γονιδιωματικών αλληλουχιών


    


    Σε ποια επίπεδα μπορούμε να εξετάσουμε μια βιολογική αλληλουχία; Τόσο οι πρωτεϊνικές, όσο και οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες έχουν διάφορα επίπεδα οργάνωσης που διαρθρώνονται ιεραρχικά. Η σειρά με την οποία τοποθετούνται τα δομικά τους στοιχεία (τα νουκλεοτίδια στις γονιδιωματικές και τα αμινοξέα στις πρωτεϊνικές), τα οποία ονομάζονται κατάλοιπα (residues) είναι το αντικείμενο του επόμενου Κεφαλαίου. Η τριδιάστατη δομή τους στο χώρο θα συζητηθεί στο Κεφάλαιο 5, ενώ η οργάνωσή τους σε δίκτυα αλληλεπιδράσεων είναι το αντικείμενο του Κεφαλαίου 9. Πριν όμως κανείς προσπαθήσει να αναλύσει τη διαδοχή των καταλοίπων αξίζει να αναρωτηθεί σχετικά με το βαθμό της χρήσης τους. Σε αυτό το κεφάλαιο θα δούμε πώς πολύ απλές προσεγγίσεις ανάλυσης του βαθμού εμφάνισης καταλοίπων μπορούν να μας δώσουν χρήσιμες πληροφορίες για την προέλευση και τη λειτουργία συγκεκριμένων αλληλουχιών αλλά και για την γενικότερη οργάνωση ολόκληρων γονιδιωμάτων.


    Στα παραδείγματα που ακολουθούν θα εξετάσουμε προβλήματα ανάλυσης γονιδιωματικών αλληλουχιών DNA[2]. Στους ζωντανούς οργανισμούς (σε αντίθεση με μια μικρή κατηγορία ιών), το DNA είναι συνήθως “διπλής όψης”, οργανώνεται δηλαδή σε δύο κλώνους. Η αρχή της συμπληρωματικότητας ωστόσο μας επιτρέπει να εξετάζουμε την αλληλουχία στον ένα από τους δύο κλώνους χωρίς να χάνουμε καθόλου πληροφορία, καθώς ο ένας από τους δύο αρκεί για να ανασυστήσει και τον άλλον. Στο εξής λοιπόν θα αντιμετωπίζουμε κάθε αλληλουχία ως μονόκλωνη.


    Η ανάλυση της χρήσης καταλοίπων, (στο εξής “ανάλυση σύστασης”) σε βιολογικές αλληλουχίες μπορεί να γίνει σε διάφορα επίπεδα. Σε μια ανάλυση στατιστικής γλωσσολογίας μπορεί κανείς να αναλύσει τα γράμματα, τα φωνήματα, τις λέξεις ή και την οργάνωση των λέξεων σε προτάσης. Στις βιολογικές αλληλουχίες, όπου δεν υπάρχουν (προφανή) σημεία στίξης, κανείς μπορεί να επικεντρωθεί σε διάφορες τάξεις μεγέθους σειρών καταλοίπων (k=1, 2, 3 κ.ο.κ) σε μια προσπάθεια να προσεγγίσει την οργάνωση του μηνύματος της αλληλουχίας σε διάφορα επίπεδα. Στο εξής θα λέμε πως αναλύουμε ολιγομερή, ή ολιγονουκλεοτίδια μήκους k και στην προκειμένη περίπτωση, για την ανάλυση της σύστασής τους σε επίπεδο απλών συμβόλων (νουκλεοτιδίων) ισχύει ότι k=1. Αυτό θα είναι και το επίπεδο με το οποίο θα ασχοληθούμε σε αυτό το πρώτο κεφάλαιο, όπου θα επικεντρωθούμε στις “λέξεις” του ελάχιστου μήκους, που είναι ισοδύναμες με τις βάσεις, τα νουκλεοτιδικά κατάλοιπα μήκους 1. Στα επόμενα κεφάλαια (2, 3) θα δούμε πως η ανάλυση της σύστασης σε ανώτερο επίπεδο ολιγομερών μας οδηγεί σταδιακά στη μελέτη ανώτερων ιδιοτήτων της πρωτοταγούς δομής μιας αλληλουχίας, μέσω της διαδοχής των καταλοίπων της. Για την ώρα όμως, ας μείνουμε στο βασικότερο ιεραρχικό επίπεδο και ας αναρωτηθούμε: Τι συμβαίνει με τη συχνότητα εμφάνισης των βάσεων στις γονιδιωματικές αλληλουχίες;


    


    


    Οι κανόνες ισοδυναμίας του Chargaff για τις DNA αλληλουχίες


    


    Για κάποιον με βασικές γνώσεις βιοχημείας, ακούγεται απολύτως λογικό ότι η μελέτη των γονιδιωματικών αλληλουχιών και οι βάσεις όλης της επιστήμης της γονιδιωματικής ξεκίνησαν με απλές αναλύσεις σύστασης σε βιοχημικό επίπεδο. Στις αρχές της δεκαετίας του 1950, ο Αυστριακός Erwin Chargaff, ενώ εργαζόταν στο Πανεπιστήμιο του Columbia, αυτό-εξόριστος από το ναζιστικό καθεστώς, διατύπωσε δύο κανόνες ισοδύναμίας για τη σύσταση των γονιδιωματικών αλληλουχιών DNA (Chargaff, 1951; Forsdyke & Mortimer, 2000)⁠. Μελετώντας αναλυτικά τις συγκεντρώσεις των τεσσάρων βάσεων του DNA (Α, G, C και Τ) o Chargaff παρατήρησε πως για οποιαδήποτε ποσότητα DNA η σχετική συγκέντρωση της γουανίνης (G) ήταν ίση με αυτήν της κυτοσίνης (C) και αυτής της αδενίνης (Α) ίση με αυτήν της θυμίνης (Τ). Η σχέση αυτή:


    


    Σε δίκλωνο DNA ισχύει ότι G=C και A=T (1ος Κανόνας Ισοδυναμίας του Chargaff)


    


    αποτέλεσε τη βάση για τη διατύπωση της αρχής της συμπληρωματικότητας και του μοντέλου της διπλής έλικας από τους Watson και Crick (Watson & Crick, 1953)⁠, στους οποίους ο Chargaff είχε παρουσιάσει τα ευρήματά του, χωρίς ωστόσο να αναφερθεί σε μια υπόθεση συμπληρωματικότητας.


    Λιγότερο γνωστός αλλά περισσότερο ενδιαφέρον είναι ο δεύτερος κανόνας ισοδυναμίας που διατύπωσε ο Chargaff παράλληλα με τον πρώτο. Σύμφωνα με αυτόν σε κάθε ποσότητα μονόκλωνου DNA ισχύει ότι οι ποσότητες G,C και Α,Τ είναι ανά ζεύγη πολύ παραπλήσιες. Παρά δηλαδή το γεγονός πως εντός του ίδιου κλώνου δεν υπάρχει καμία απαίτηση συμπληρωματικότητας (τα νουκλεοτίδια “ζευγαρώνουν” μόνο σε δίκλωνο DNA), τα συμπληρωματικά νουκλεοτίδια τείνουν να εμφανίζονται με την ίδια συχνότητα. Ο δεύτερος αυτός κανόνας ισοδυναμίας:


    


    Σε μονόκλωνο DNA ισχύει ότι G~C και A~T (2ος Κανόνας Ισοδυναμίας του Chargaff)


    


    επαληθεύεται σε μεγάλο βαθμό για τη συντριπτική πλειονότητα των γονιδιωμάτων με δίκλωνο DNA και οφείλεται στην εγγενή συμμετρία μεταξύ των δύο κλώνων (N. Sueoka, 1962)⁠. Θα δούμε περισσότερα σχετικά με τον νόμο αυτό στη συνέχεια, καθώς και πώς μπορούμε να τον εκμεταλλευτούμε σε αναλύσεις σύστασης για την εξαγωγή χρήσιμων πληροφοριών για την οργάνωση απλών γονιδιωμάτων.


    


    


    Ποσοστό G+C νουκλεοτιδίων (GC περιεχόμενο) σε βακτηριακά γονιδιώματα


    


    Πριν ακόμα οι πρώτες γονιδιωματικές αλληλουχίες γίνουν διαθέσιμες, οι πρώτες αναλύσεις σύστασης είχαν δείξει σημαντικές διαφορές στα ποσοστά χρήσης των διαφόρων νουκλεοτιδίων (Noboru Sueoka, 1961)⁠. Ένα χαρακτηριστικό μέτρο διάκρισης ήταν η συχνότητα εμφάνισης βάσεων γουανίνης και κυτοσίνης (G+C) ή ποσοστό GC% όπως πιο συχνά αναφέρεται. Λόγω της χημικής τους δομής, οι βάσεις G και C συνδέονται με τρεις δεσμούς υδρογόνου αντί για δύο στην περίπτωση των A και Τ.
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    Εικόνα 1.4: Ζευγάρωμα βάσεων στο DNA. Διαφορετική δομή συμπληρωματικών βάσεων G-C και Α-Τ. Στο πλαίσιο διακρίνονται οι τρεις δεσμοί υδρογόνου για το ζεύγους G:C σε σχέση με τους δύο για το Α:T.



    


    


    Η συχνότητα βάσεων σε G+C (στο εξής “GC περιεχόμενο”) υπολογίζεται με τρόπο απολύτως ανάλογο με αυτόν που συζητήσαμε πιο πάνω για τον υπολογισμό της συχνότητας εμφάνισης μιας βάσης:
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    όπου σε Ν(Α)+Ν(Τ)+Ν(G)+Ν(C) αντιστοιχεί το σύνολο όλων των βάσεων μιας αλληλουχίας της, που είναι ισοδύναμο με το μήκος της.


    


    Ερώτηση: Η θερμοκρασία τήξης ενός DNA μορίου (Tm) ορίζεται ως η θερμοκρασία στην οποία το 50% του DNA βρίσκεται “ξεδιπλωμένο” σε μονόκλωνη διαμόρφωση και εξαρτάται από τη σύσταση του μορίου. Μπορείτε να σκεφτείτε γιατί;


    


    Καθώς τα πρώτα πλήρη γονιδιώματα προκαρυωτικών οργανισμών γίνονταν διαθέσιμα, απλές αναλύσεις περιεχομένου GC ανέδειξαν δύο βασικά χαρακτηριστικά αυτής της ποσότητας. Ένα βασικό χαρακτηριστικό της τιμής του GC στα βακτηριακά γονιδιώματα είναι η μεγάλη της ομοιογένεια. Αυτό σημαίνει πως αν κανείς υπολογίσει το GC% στο ένα άκρο ενός βακτηριακού γονιδιώματος, στη μέση του ή σε ένα τυχαίο τμήμα του με μήκος ικανό για μια καλή στατιστική, οι τιμές που θα προκύψουν θα είναι πολύ παραπλήσιες. Αυτό μας βοηθάει να αποδώσουμε μια χαρακτηριστική τιμή σε κάθε βακτηριακό γονιδίωμα (Muto & Osawa, 1987)⁠. Από την άλλη, μελέτες σε μεγάλο αριθμό γονιδιωμάτων έδειξαν μια πολύ μεγάλη ποικιλομορφία της τιμής GC περιεχομένου μεταξύ διαφορετικών ειδών. Ενδεικτικά το Mycoplasma genitalium έχει GC περιεχόμενο της τάξης του 0.31 (Fraser et al., 1995)⁠, ενώ π.χ. για ένα από τα μεγαλύτερα γένη ακτινοβακτηρίων, τους Στρεπτομύκητες οι αντίστοιχες τιμές κυμαίνονται μεταξύ 0.68 και 0.72. Η ραγδαία αύξηση των διαθέσιμων γονιδιωμάτων σε συνδυασμό με την απλότητα της ανάλυσης οδήγησε σύντομα στις εξής παρατηρήσεις:


    α. Το GC περιεχόμενο είναι ιδιαίτερα σταθερό εντός των βακτηριακών γονιδιωμάτων.


    β. Το GC περιεχόμενο εμφανίζει εξαιρετικά μεγάλη διακύμανση μεταξύ διαφορετικών γονιδιωμάτων.


    Πάρα το γεγονός δηλαδή ότι κατά μήκος κάθε γνωστού βακτηριακού γονιδιώματος το GC δεν μεταβάλλεται σημαντικά, υπάρχουν μεγάλες διαφοροποιήσεις από είδος σε είδος. Οι διαφορές αυτές έχουν χρησιμοποιηθεί με σκοπό τη συστηματική κατάταξη προκαρυωτικών ειδών και διάφορες θεωρίες έχουν προταθεί για τις παρατηρούμενες συσχετίσεις μεταξυ GC περιεχομένου και μακροσκοπικών χαρακτηριστικών των διάφορων οργανισμών. Έτσι, έχει προταθεί από κάποιους πως διαφορές στα επίπεδο GC σχετίζονται με την απαιτούμενη θερμοσταθερότητα από πλευράς διαφορετικών ειδών, που ζουν σε διαφορετικά περιβάλλοντα (Hildebrand, Meyer & Eyre-Walker, 2010)⁠. Πράγματι, θερμόφιλα είδη τείνουν να έχουν υψηλό ποσοστό GC, το οποίο με τη σειρά του, λόγω της αυξημένης χημικής σταθερότητας των ζευγών γουανίνης-κυτοσίνης αναμένεται να τους προσδίδει και μεγαλύτερη γονιδιωματική σταθερότητα. Από την άλλη πλευρά, πιο συστηματικές μελέτες σε μεγαλύτερο αριθμό γονιδιωμάτων έδειξαν ότι η θετική συσχέτιση μεταξύ βέλτιστης θερμοκρασίας ανάπτυξης και GC περιεχομένου περιορίζεται στα γονίδια του δομικού RNA και δεν μπορεί να επεκταθεί σε ολόκληρο το γονιδίωμα. Ανεξάρτητα, ωστόσο από τους μηχανισμούς που διαμορφώνουν το περιεχόμενο GC στα βακτήρια (και οι οποίοι μπορεί να είναι περισσότεροι από ένας ή και συνδυασμοί τους), η διακύμανση του GC περιεχομένου ανάμεσα στα είδη μπορεί να χρησιμοποιηθεί προσεγγιστικά σαν δείκτης προέλευσης αλληλουχιών.


    Λόγω ακριβώς της ομοιογένειας στο περιεχόμενο GC κατά μήκος των βακτηριακών γονιδιωμάτων, που αναφέρθηκε παραπάνω, αλληλουχίες με GC ποσοστό που διαφέρει σημαντικά από αυτό που θεωρείται χαρακτηριστικό για το κάθε γονιδίωμα είναι πολύ συχνά αποτέλεσμα οριζόντιας μεταφοράς γονιδιωματικού υλικού από άλλα είδη (horizontal/lateral genomic transfers), μιας διαδικασίας μέσω της οποίας διαφορετικά στελέχη ή ακόμα και είδη βακτηρίων μπορούν να ανταλλάξουν ολόκληρα τμήματα των γονιδιωμάτων τους. Τέτοια γεγονότα είναι αρκετά συχνά στην εξελικτική ιστορία των βακτηρίων, πολλά δε από αυτά, είναι υπεύθυνα για την ανάπτυξη ιδιοτήτων που έχουν άμεση σχέση με την παθογόνο δράση τους καθώς τα περισσότερα γονίδια που προσδίδουν ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά είναι προϊόντα τέτοιων μηχανισμών (Ochman, Lawrence & Groisman, 2000)⁠. Έχοντας στα χέρια μας έναν πολύ μεγάλο αριθμό πλήρως αλληλουχημένων βακτηριακών γονιδιωμάτων μπορούμε να εντοπίσουμε τέτοια γεγονότα, ξεκινώντας από τις μελέτες γονιδιωματικής σύστασης (το GC περιεχόμενο καταρχάς). Στη συνέχεια αυτού του κεφαλαίου θα δούμε πώς μπορούμε να κάνουμε τέτοιου είδους αναλύσεις.


    


    


    GC περιεχόμενο σε γονιδιώματα ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών


    


    Τι συμβαίνει όμως στα γονιδιώματα των ανώτερων, πολυκύτταρων οργανισμών; Τι τιμές παίρνει το ποσοστό GC ανάμεσά τους; Σε αντίθεση με τα βακτήρια όπου το GC είναι σταθερό κατά μήκος του γονιδιώματος, αλλά διαφέρει σε μεγάλο βαθμό ανάμεσα στα είδη, στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς και ιδίως στα θηλαστικά οι διαφορές μεταξύ των ειδών είναι ελάχιστες, αλλά η ανομοιογένεια εμφανίζεται στο επίπεδο του ίδιου του γονιδιώματος (Bernardi, 1993)⁠. Αυτό σημαίνει πως τα επίπεδα του GC εντός των ευκαρυωτικών γονιδιωμάτων είναι πολύ παραπλήσια, αν όμως κανείς κοιτάξει κατά μήκος τους θα δει σημαντικές διαφορές. Οι διαφορές αυτές οριοθετούν ευρύτερες περιοχές, εντός των οποίων το GC παραμένει σταθερό. Έτσι ενώ η μέση τιμή GC για όλο το γονιδίωμα του ποντικιού είναι ~40% σε κάποιες από αυτές το GC είναι τόσο χαμηλό όσο 30%, ενώ σε κάποιες άλλες αγγίζει ή και ξεπερνάει το 65%. Στα γονιδιώματα των θηλαστικών οι περιοχές αυτές ονομάζονται “ισόχωρες” (isochores) και σχετίζονται σε μεγάλο βαθμό με χαρακτηριστικά που έχουν να κάνουν με τη γενικότερη οργάνωση του γονιδιώματος (Cammarano, Costantini & Bernardi, 2009)⁠. Σήμερα γνωρίζουμε πως το ποσοστό GC κατά μήκος των ευκαρυωτικών γονιδιωμάτων συσχετίζεται με την πυκνότητα των γονιδίων, την εξάπλωση επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών καθώς και με πολλά άλλα γονιδιωματικά στοιχεία (Zoubak, Clay & Bernardi, 1996)⁠.


    


    


    [image: ]


    


    Εικόνα 1.5: Οργάνωση του γονιδιώματος του ποντικιού (Μus musculus) σε ισόχωρες περιοχές σταθερού περιεχομένου GC.



    


    Λαμβάνοντας υπόψη μας την οργάνωση των ευκαρυωτικών γονιδιωμάτων σε περιοχές που αντανακλώνται στη νουκελοτιδική σύσταση μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε απλές μετρήσεις συχνοτήτων εμφάνισης για να απαντήσουμε σε διάφορα ερωτήματα. Στην αρχή αυτού του κεφαλαίου μια από τις ερωτήσεις που θελήσαμε να απαντήσουμε είχε να κάνει με την πιθανή λειτουργικότητα μιας αλληλουχίας. Στο παράδειγμα των γονιδιωμάτων των θηλαστικών γνωρίζουμε πως περιοχές πλούσιες σε GC τείνουν να είναι και εμπλουτισμένες σε γονίδια.


    Με αυτόν τον τρόπο, αν το GC που θα υπολογίζαμε για μια αλληλουχία ήταν αρκετά αυξημένο θα μπορούσαμε να υποθέσουμε πως η αλληλουχία έχει και αυξημένη πιθανότητα να βρίσκεται κοντά σε κάποιο γονίδιο ενώ το αντίθετο θα υποθέταμε αν υπολογίζαμε ένα πολύ χαμηλό GC. Φυσικά και στις δύο περιπτώσεις δεν θα αποτολμούσαμε κάτι περισσότερο από μια εκτίμηση.
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    Εικόνα 1.6: Διάγραμμα ποσοστού GC (μαύρο) σε σχέση με τη θέση των γονιδίων (μπλε) στο χρωμόσωμα 17 του ποντικιού. Φαίνεται καθαρά η θετική συσχέτιση GC και γονιδιακής πυκνότητας. Η Εικόνα δημιουργήθηκε με τη χρήση του UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu).


    


    


    Η μέτρηση της συχνότητας εμφάνισης μονο-νουκλεοτιδίων δεν είναι παρά ένα πρώτο επίπεδο προσέγγισης της νουκλεοτιδικής σύστασης με τον ίδιο τρόπο που η απαρίθμηση γραμμάτων δεν είναι παρά ένας πολύ απλοϊκός τρόπος να διακρίνει κανείς τα γερμανικά από τα ισπανικά. Τόσο στην περίπτωση των γλωσσών, όσο και των γονιδιωμάτων, οι αναλύσεις είναι πιο αποτελεσματικές όταν κανείς περάσει σε “λέξεις” μεγαλύτερου μήκους, συσχετισμούς δηλαδή γραμμάτων οι οποίοι αντανακλούν καλύτερα τη “γραμματική” των κειμένων από τα οποία προέρχονται. Περισσότερα όμως γι' αυτό θα δούμε στο επόμενο κεφάλαιο. Για την ώρα ας εξετάσουμε με ποιον τρόπο μπορούμε να εκτιμήσουμε τη σημασία μετρήσεων απλής νουκλεοτιδικής σύστασης με παράδειγμα το περιεχόμενο GC.


    


    


    Ανάλυση GC περιεχομένου γονιδιωματικών αλληλουχιών. To πρόβλημα.


    


    Ας φανταστούμε το εξής πρόβλημα. Δεδομένης της πλήρους αλληλουχίας ενός βακτηριακού γονιδιώματος:


    


    α) Να υπολογίσετε το χαρακτηριστικό GC περιεχόμενο για αυτό το γονιδίωμα


    β) Να υπολογίσετε το ποσοστό GC κατά μήκος της για υπο-αλληλουχίες, τμήματα του αρχικού γονιδιώματος μήκους 1000 νουκλεοτιδίων


    γ) Να συγκρίνετε τις τιμές GC όλων των υπο-αλληλουχιών με τη χαρακτηριστική τιμή και να προτείνετε περιοχές που είναι υποψήφιες να έχουν προέλθει από οριζόντια μεταφορά γονιδίων.


    


    Στη συνέχεια θα περιγράψουμε αναλυτικά την υπολογιστική προσέγγιση μέσω τις οποίας θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε στο παραπάνω ερώτημα.


    Σε ό,τι αφορά τον υπολογισμό του χαρακτηριστικού GC περιεχομένου για ένα πλήρες γονιδίωμα, τις περισσότερες φορές το συνολικό GC ποσοστό όπως υπολογίζεται από την εξίσωση 1.8 είναι αρκετό. Αρκεί δηλαδή κανείς να απαριθμήσει τις 4 βάσεις και να υπολογίσει το λόγο των σχετικών συχνοτήτων. Μια περιγραφή της διαδικασίας γίνεται με τον παρακάτω απλό αλγόριθμο:


    


    Αλγόριθμος :: GC περιεχόμενο


    Δήλωση Αλληλουχία S;


    Ολικό Mήκος Αλληλουχίας l;


    Εκκίνηση x = 1;


    Δήλωση Πίνακα αρίθμησης Ν[4] (nuc = Α,G,C,T);


    Απαρίθμηση: Για θέση p = x έως p = l ανά 1;


     Διάβασε νουκλεοτίδιο nuc=S[x];


     Aύξησε το πλήθος νουκλεοτιδίων κατά 1, N[nuc]++;


    Τέλος: Απαρίθμηση


    Συχνότητα: Για κάθε νουκλεοτίδιο s;


     Υπολογισε τη συχνότητα P[nuc]=Ν[nuc]/l;


    Tέλος: Συχνότητα


    GC περιεχόμενο


     Υπολόγισε την ποσότητα GC=(P[G]+P[C])/(P[G]+P[C]+P[A]+P[T]);


    Τερματισμός


    


    O παραπάνω αλγόριθμος περιγράφει αρκετά αναλυτικά τη διαδικασία απαρίθμησης των νουκλεοτιδίων μιας αλληλουχίας μέσω της μεθόδου ενός σωρρευτικού πίνακα. Διαβάζοντας την αλληλουχία ανά ένα νουκλεοτίδιο, προσθέτουμε μια μονάδα στο στοιχείο εκείνο ενός πίνακα απαρίθμησης που ταυτίζεται με το νουκλεοτίδιο το οποίο μόλις διαβάστηκε. Έτσι π.χ. στην αλληλουχία AGCTTGGAC, για τον πίνακα Ν σταδιακά θα συμβούν τα εξής:


    


    1o νουκλεοτίδιο=Α → Ν[Α]=1 # η τιμή του Ν για το Α αυξάνεται κατά 1


    2o νουκλεοτίδιο=G → Ν[G]=1 # ομοίως ...


    3o νουκλεοτίδιο=C → Ν[C]=1


    4o νουκλεοτίδιο=T → Ν[T]=1


    5o νουκλεοτίδιο=T → Ν[T]=2 # η τιμή του Ν για το Τ ήταν 1 και τώρα γίνεται 2


    6o νουκλεοτίδιο=G → Ν[G]=2 # ομοίως το N[G] αυξάνεται από 1 σε 2 ...


    7o νουκλεοτίδιο=G → Ν[G]=3 # και από 2 σε 3


    8o νουκλεοτίδιο=Α → Ν[A]=2 # κ.ο.κ. για όλα τα νουκλεοτίδια


    9o νουκλεοτίδιο=C → Ν[C]=2


    


    Ο αλγόριθμος GC περιεχόμενο συνεχίζει υπολογίζοντας τις συχνότητες εμφάνισης όλων των νουκλεοτιδίων χρησιμοποιώντας την εξίσωση 1.1. Καθώς το πλήθος των παρατηρήσεων εδώ είναι ίσο με το σύνολο των μονο-νουκλεοτιδίων, ταυτίζεται με το μήκος της αλληλουχίας κι έτσι κάθε τιμή N διαιρούμε με το μήκος της αλληλουχίας l. Στη συνέχεια αντικαθιστούμε τις σχετικές συχνότητες στην εξίσωση 1.8 και υπολογίζουμε το GC περιεχόμενο ως λόγο συχνοτήτων εμφάνισης. Αξίζει να σημειώσουμε πως σε αντιστοιχία με την 1.8 θα μπορούσαμε να υπολογίσουμε το GC περιεχόμενο χρησιμοποιώντας απευθείας τις τιμές του πίνακα Ν, καθώς οι ποσότητες στον αριθμητή και τον παρονομαστή είναι ομώνυμα κλάσματα, ωστόσο είναι γενικά καλύτερο να δουλεύουμε πάντα με συχνότητες εμφάνισης αντί για απόλυτους αριθμούς καθώς σε πολλές περιπτώσεις τα σχετικά μήκη αλληλουχιών μπορεί να διαφέρουν.


    Εφαρμογή του GC περιεχόμενο σε μια δεδομένη αλληλουχία θα επιστρέψει τη συνολική τιμή GC για την αλληλουχία και με αυτόν τον τρόπο θα έχουμε απαντήσει στο υποερώτημα α) όπως αυτό τέθηκε παραπάνω. Πώς θα εργαστούμε τώρα για το επόμενο ερώτημα; Το ερώτημα β) μας ζητά να κάνουμε πρακτικά την ίδια διαδικασία, να υπολογίσουμε δηλαδή το GC περιεχόμενο γονιδιωματικής αλληλουχίας, μόνο που αυτή τη φορά αυτό θα πρέπει να γίνει όχι για ολόκληρη την αλληλουχία μονομιάς αλλά για συγκεκριμένου μήκους τμήματά της. Το πρόβλημα ουσιαστικά είναι να βρούμε έναν τρόπο να διαιρέσουμε την αλληλουχία σε υπο-αλληλουχίες δεδομένου μήκους και να εφαρμόσουμε τον αλγόριθμο GC περιεχόμενο σε καθεμία από αυτές. Ένας εύκολος τρόπος να γίνει αυτό είναι ο εξής:


    


    Αλγόριθμος :: Πίνακας GC


    Δήλωση Αλληλουχία S;


    Ολικό Mήκος Αλληλουχίας l;


    Δήλωση μήκους υποαλληλουχίας n;


    Δήλωση πίνακα τιμών GCtable[int(l/n)]; # το μέγεθος του πίνακα είναι l/n


    Εκκίνηση x = 1;


    Απαρίθμηση: Για θέση p = x έως p = l-n ανά n;


     Eξαγωγή υποαλληλουχίας s=S[x,x+n-1];


     Υπολογισμός GC : (s → Aλγόριθμος::GC περιεχόμενο)


     Ενημέρωση πίνακα GCtables[x]=GC;


    Tέλος: Aπαρίθμηση


    Τερματισμός


    


    Ο αλγόριθμος Πίνακας GC ουσιαστικά συνίσταται στην εφαρμογή μιας επαναληπτικής διαδικασίας με την οποία η αρχική αλληλουχία διαιρείται σε μικρότερες υποαλληλουχίες μήκους n καθώς τη διαβάζουμε από τη θέση 1 ώς το τέλος της κάνοντας ένα “άλμα” μήκους n κάθε φορά. Με αυτόν τον τρόπο η αλληλουχία διαιρείται σε έναν ακέραιο αριθμό υπο-αλληλουχιών ο οποίος ισούται με το ακέραιο μέρος του λόγου l/n. Η κάθε υπο-αλληλουχία ορίζεται ως το τμήμα της αρχικής από το σημείο x στο οποίο βρισκόμαστε κάθε φορά έως το x+n-1 (ώστε το συνολικό μήκος να είναι n). Για καθεμία από αυτές τις υπο-αλληλουχίες το περιεχόμενο GC υπολογίζεται με απευθείας εφαρμογή του αλγορίθμου που περιγράφηκε παραπάνω. Η εφαρμογή της διαδικασίας αυτής θα μας δώσει int(l/n) τιμές GC (όπου με ιnt() συμβολίζουμε το ακέραιο μέρος ενός πραγματικού αριθμού) για αντίστοιχο αριθμό μη-επικαλυπτόμενων υπο-αλληλουχιών της S. Σε περίπτωση που θα επιθυμούσαμε μια πιο αναλυτική μελέτη με μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα θα μπορούσαμε να επιλέξουμε ο υπολογισμός μας να γίνει με τρόπο που να παράγει επικαλυπτόμενες υπο-αλληλουχίες. Κάτι τέτοιο μπορεί να γίνει με τη χρήση μιας επιπλέον μεταβλητής που θα καθορίζει πόσο θα “γλιστράει” το πλαίσιο ανάγνωσης καθώς θα διαβάζει την αλληλουχία. Αν ορίσουμε π.χ. αυτήν τη μεταβλητή ως m, με (m<n) τότε η παρακάτω γραμμή στον αλγόριθμο Πίνακας GC παράγει αλληλουχίες μήκους n με m απόσταση μεταξύ τους:


    


    Απαρίθμηση: Για θέση p = x έως p = l-n ανά m;


    


    Ερώτηση: Πόσες υποαλληλουχίες παράγει μια αλληλουχία μήκους Ν όταν τη διαιρέσουμε σε τμήματα μήκους l που επικαλύπτονται κατά m;


    


    Στο σημείο αυτό έχουμε απαντήσει στα δύο από τα τρία ερωτήματα του προβλήματος. Το τρίτο και τελευταίο από αυτά, μας ζητά να κάνουμε μια σύγκριση μεταξύ των τιμών του GC που υπολογίσαμε για κάθε υπο-αλληλουχία μήκους n με τη μέση, χαρακτηριστική τιμή και να κάνουμε μια εκτίμηση για το κατά πόσο οι υποκείμενες υπο-αλληλουχίες ενδέχεται να έχουν προέλθει από οριζόντια μεταφορά. Η λογική πίσω από την ερώτηση είναι προφανής. Αν μια τιμή GC για μια δεδομένη υπο-αλληλουχία είναι πολύ διαφορετική από τη μέση τιμή του γονιδιώματος, τότε, δεδομένης της ομοιογένειας του GC περιεχομένου μέσα στα βακτηριακά γονιδιώματα, αυτή η υπο-αλληλουχία ίσως να έχει διαφορετική προέλευση. Χρειαζόμαστε λοιπόν μια ποσότητα που θα αντανακλά τη διαφορά των GC τιμών μεταξύ υπο-αλληλουχιών και χαρακτηριστικής (μέσης) τιμής. Δεν έχουμε λόγο να μην επιλέξουμε ακριβώς την αριθμητική διαφορά των δύο τιμών:
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    Προφανώς θετικές τιμές θα αντιστοιχούν σε υπο-αλληλουχίες/σημεία του γονιδιώματος όπου το GC θα είναι μεγαλύτερο από το γονιδιωματικό μέσο και αρνητικές σε περιοχές που αυτό είναι μικρότερο. Πόσο όμως μεγαλύτερο ή πόσο μικρότερο θα πρέπει να είναι το GC περιεχόμενο για να διακινδυνεύουμε την πρόβλεψη ότι η υπο-αλληλουχία είναι προϊόν οριζόντιας μεταφοράς; Δεδομένου ότι το GC περιεχόμενο εμφανίζει μια σχετική διακύμανση, πώς θα μπορούμε να πούμε ότι μια τιμή που παρατηρούμε είναι αρκετά μεγαλύτερη ή μικρότερη από την αναμενόμενη; Ποια είναι αυτή η αναμενόμενη τιμή; Για να απαντήσουμε σε αυτές τις πολύ σημαντικές ερωτήσεις που βρίσκουν προεκτάσεις σε πολλά άλλα σημεία αυτού του βιβλίου, θα πρέπει πρώτα να συζητήσουμε για κάποιες ακόμα βασικές μαθηματικές έννοιες που σχετίζονται με την κατανομή των τιμών ενός μετρήσιμου μεγέθους, την αναμενόμενη τιμή και τις μεταξύ τους σχέσεις.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ: Κατανομές


    


    Τι εννοούμε όταν λέμε “κατανομή τιμών”; Αποτολμώντας έναν μάλλον “χαλαρό” ορισμό μπορούμε να πούμε πως η κατανομή τιμών μιας μέτρησης είναι μια συνάρτηση που αντιστοιχεί το σύνολο των τιμών που μπορεί να πάρει η μετρούμενη ποσότητα στη σχετική συχνότητα με την οποία αναμένεται να παρατηρείται η κάθε τιμή. Σε προηγούμενη ενότητα ορίσαμε την έννοια της τυχαίας μεταβλητής ως μια συνάρτηση που συνδέει τα ενδεχόμενα ενός δειγματοχώρου με πραγματικούς αριθμούς. Με βάση αυτήν την έννοια, ένας αυστηρότερος μαθηματικά ορισμός της κατανομής, ή μιας κατανομής πιθανοτήτων είναι η μαθηματική σχέση που συνδέει κάθε ενδεχόμενο με την πιθανότητα παρατήρησής του. Για να καταλάβουμε καλύτερα την έννοια μπορούμε να σκεφτούμε ένα απλό δειγματοχώρο και να προσπαθήσουμε να εξάγουμε τις πιθανότητες των ενδεχομένων του με μια μαθηματική σχέση.


    


    Διωνυμική Κατανομή


    


    Φανταστείτε ότι σας ζητείται να ρίξετε ένα νόμισμα τρεις φορές και να καταγράψετε το αποτέλεσμα που προκύπτει. Για ένα τόσο απλό πείραμα είναι σχετικά εύκολο να δημιουργήσετε εξαρχής έναν πίνακα με όλα τα πιθανά ενδεχόμενα, τα οποία θα είναι τα δύο πιθανά αποτελέσματα ρίψης (Κορώνα Κ, Γράμματα Γ) συνδυασμένα ανά τρία 23=8: (ΚΚΚ, ΚΚΓ, ΚΓΚ, ΓΚΚ, ΚΓΓ, ΓΓΚ, ΓΚΓ, ΓΓΓ). Έστω τώρα ότι σας ζητείται να υπολογίσετε την πιθανότητα να φέρετε 2 Κορώνες ανεξαρτήτως της σειράς που θα προκύψουν. Για να υπολογίσετε αυτήν την πιθανότητα θα πρέπει να μετατρέψετε τα ενδεχόμενα σε τιμές που θα αντιστοιχούν στον αριθμό των αποτελεσμάτων “Κ”, να δημιουργήσετε έτσι μια τυχαία μεταβλητή. Η τυχαία μεταβλητή, “Αριθμός Κ” σχετίζεται με τα ενδεχόμενα με τον τρόπο που φαίνεται στον παρακάτω πίνακα:
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    Πίνακας 1.1: Τιμές της τυχαίας μεταβλητής “Αριθμός Κ σε τρεις ρίψεις”.


    


    Ο πίνακας αυτός μας δείχνει ότι οι τιμές που μπορεί να πάρει η τυχαία μεταβλητή “Αριθμός Κ” είναι 0, 1, 2 και 3. Παρατηρούμε όμως πως οι τιμές αυτές δεν προκύπτουν με την ίδια συχνότητα. Υπάρχει μόνο ένας συνδυασμός που αποδίδει 3 Κορώνες (και αντίστοιχα 0 Κορώνες) ενώ από τρείς συνδυασμοί δίνουν 1 και 2 Κορώνες. Η κατανομή της τυχαίας μεταβλητής είναι μια σχέση που θα αποδίδει ακριβώς αυτή τη σχέση μεταξύ της τιμής της και της πιθανότητας παρατήρησης όπως φαίνεται στον επόμενο πίνακα:
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    Πίνακας 1.2: Πίνακας κατανομής πιθανότητας της τυχαίας μεταβλητής “Αριθμός Κ σε τρεις ρίψεις”.


    


    


    Ποια μαθηματική σχέση εξηγεί τα δεδομένα του Πίνακα 1.2; Η κατανομή που περιγράφει ένα πείραμα δύο ενδεχομένων είναι η διωνυμική κατανομή που δίνεται από τον τύπο:


    [image: ]1.10


    


    όπου k είναι ο αριθμός των “επιτυχιών” (εδώ π.χ. ο αριθμός των φορών που προέκυψε Κορώνα), n o συνολικός αριθμός των προσπαθειών (εδώ 3) και p η πιθανότητα του βασικού ενδεχομένου (αφού μιλάμε για δύο ενδεχόμενα η πιθανότητα του άλλου είναι 1-p). Στην περίπτωση του νομίσματος ισχύει προφανώς ότι p(Κ)=0.5 και p(Γ)=1-p(K)=0.5. Ο όρος [image: ]είναι ο λεγόμενος διωνυμικός συντελεστής και αντιστοιχεί στον αριθμό των συνδυασμών k διαφορετικών αντικειμένων ανά n και θα το συναντησουμε σε πολλές περιπτώσεις και σε επόμενα κεφάλαια. Η εφαρμογή της εξίσωσης 1.10 στο πείραμα των τριών ρίψεων του νομίσματος αποδίδει ακριβώς τις τιμές του Πίνακα 1.2. Βασικά χαρακτηριστικά κάθε κατανομής είναι οι «ροπές» ή χαρακτηριστικές τιμές, οι οποίες στις περισσότερες περιπτώσεις μας είναι αρκετές για να περιγράψουμε την κατανομή. Οι κυριότερες από αυτές είναι η μέση τιμή μ (mean value) και η τυπική απόκλιση σ (standard deviation). Για την περίπτωση της διωνυμικής κατανομής η μέση τιμή είναι μ=np και η τυπική απόκλιση σ=[np(1-p)]1/2.


    


    Ερώτηση: Ποια είναι η μέση τιμή και ποια η τυπική απόκλιση για το παραπάνω πείραμα του αριθμού Κ σε τρεις ρίψεις ενός κανονικού κέρματος με p=0.5; Ποια είναι η φυσική σημασία αυτών των τιμών;


    


    


    Πολυωνυμική Κατανομή


    


    Η διωνυμική κατανομή αποτελεί μια από τις απλούστερες διακριτές κατανομές και αφορά, όπως είδαμε συστήματα με δύο πιθανά ενδεχόμενα. Τι συμβαίνει όμως όταν τα ενδεχόμενα είναι περισσότερα από δύο; Σε αυτήν την περίπτωση η κατανομή είναι μια γενικευμένη διωνυμική και ονομάζεται πολυωνυμική. Τα ενδεχόμενα τώρα είναι k για καθένα από τα οποία υπάρχει μια πιθανότητα pi. Τόσο η διωνυμική όμως όσο και η πολυωνυμική περιγράφουν τυχαίες μεταβλητές που είναι διακριτές, παίρνουν δηλαδή αυστηρά ακέραιες τιμές (μπορούμε να έχουμε 0, 1, 2 ή 3 Κορώνες όχι όμως 1.75). Τι συμβαίνει στην περίπτωση που η τυχαία μεταβλητή που εξετάζουμε παίρνει μη ακέραιες τιμές, είναι όπως λέμε μια συνεχής τυχαία μεταβλητή;


    


    


    Κανονική Κατανομή


    


    Μια από τις πιο σημαντικές κατανομές συνεχών τυχαίων μεταβλητών είναι η κανονική κατανομή (normal distribution). Η κανονική κατανομή περιγράφει επαρκώς έναν πολύ μεγάλο αριθμό φυσικών φαινομένων, όπως π.χ. μπορεί να είναι τα ύψη ενός πληθυσμού ατόμων, οι θερμοκρασίες που παρατηρούνται σε μια συγκεκριμένη τοποθεσία κατά τη διάρκεια του έτους κλπ. Η συχνότητα της εμφάνισης ενός νουκλεοτιδίου σε μια γονιδιωματική αλληλουχία είναι επίσης μια συνεχής τυχαία μεταβλητή που παίρνει τιμές μεταξύ 0 και 1. Για το λόγο αυτό θα δούμε πιο αναλυτικά κάποια χαρακτηριστικά της κανονικής κατανομής, την οποία θα χρησιμοποιήσουμε στη συνέχεια για να μοντελοποιήσουμε τυχαίες μεταβλητές που σχετίζονται με τη σύσταση γονιδιωματικών αλληλουχιών.


    Η μέση τιμή μ της κανονικής κατανομής δίνεται από τον τύπο:
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    όπου x είναι το σύνολο των τιμών της τυχαίας μεταβλητής


    Η τυπική απόκλιση σ εξαρτάται από τη μέση τιμή, δίνεται από τον τύπο:
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    και είναι ένα μέτρο της διασποράς των τιμών της κατανομής, του κατά πόσο δηλαδή οι τιμές διασπείρονται σε ένα μεγάλο εύρος (μεγάλη τυπική απόκλιση) ή τοποθετούνται στενά γύρω από τη μέση τιμή (μικρή τυπική απόκλιση). Γνωρίζοντας την μέση τιμή και την τυπική απόκλιση μπορούμε να περιγράψουμε επαρκώς μια κανονική κατανομή, όπως φαίνεται στην Eικόνα 1.7.


    Ακόμα όμως δεν έχουμε δει πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε την κανονική κατανομή για να κάνουμε την εκτίμηση που χρειαζόμαστε για να απαντήσουμε στο ερώτημα γ) της προηγούμενης ενότητας. Το συγκεκριμένο ερώτημα ανήκει σε μια κατηγορία χαρακτηριστικών “ερωτήσεων” που ανακύπτουν πολύ συχνά σε όλα τα πεδία των επιστημών. Πρόκειται στην ουσία για τον έλεγχο μιας υπόθεσης, τον οποίο θα πρέπει να διενεργήσουμε στατιστικά. Η ερώτηση:


    Πόσο διαφορετικό πρέπει να είναι το GC της υπο-αλληλουχίας s για να θεωρήσουμε ότι διαφέρει σημαντικά από το γονιδιωματικό μέσο;


    μπορεί ουσιαστικά να αντιμετωπιστεί ως έλεγχος της εξής υπόθεσης:


    Το GC της υπο-αλληλουχίας s δεν διαφέρει σημαντικά από το γονιδιωματικό μέσο.


    Με βάση την παραπάνω διατύπωση του αντίστροφου του ζητουμένου ως υπόθεση, μπορούμε τώρα να εργαστούμε προκειμένου αυτή η υπόθεση να απορριφθεί ή όχι. Η απόρριψή της θα εξαρτηθεί από τη διενέργεια ενός στατιστικού ελέγχου. Ο στατιστικός έλεγχος υποθέσεων αποτελεί από μόνος του ένα μεγάλο μέρος ενός ολόκληρου μαθήματος στατιστικής και για το λόγο αυτό θα αρκεστούμε να αναφέρουμε εδώ τις βασικές αρχές για τη σωστή διενέργεια ενός ελέγχου. Αυτές συνίστανται:


    1. στη σωστή διατύπωση της υπόθεσης,


    2. στον ορισμό του επιπέδου σημαντικότητας,


    3. στον καθορισμό του στατιστικού ελέγχου.


    Τα τρία παραπάνω σημεία είναι καθοριστικά για το αποτέλεσμα οποιασδήποτε στατιστικής ανάλυσης. Αρχικά η υπόθεση θα πρέπει να διατυπωθεί με τρόπο που να εξασφαλίζει ότι υπάρχει μια μετρήσιμη ποσότητα, πάνω στην οποία να μπορεί να βασιστεί η υπόθεση. Στο παράδειγμά μας, η υπόθεση βασίζεται στη διαφορά του GC περιεχομένου, που είναι μια ποσότητα που μπορεί να υπολογιστεί με την εξίσωση 1.9. Ο ορισμός του επιπέδου σημαντικότητας καθορίζει το βαθμό “ανεκτικότητας” που θα έχει ο έλεγχός μας. Ουσιαστικά αποτελεί ένα “κατώφλι” για το στατιστικό μέγεθος που θα υπολογίσουμε, κάτω από το οποίο η υπόθεση μας θα απορρίπτεται. Είναι προφανές πως ανάλογα με την τιμή που θα δίνουμε στο κατώφλι, ο έλεγχος μπορεί να είναι περισσότερο ή λιγότερο αυστηρός. Τέλος το είδος του στατιστικού ελέγχου είναι μια εξαιρετικά σημαντική επιλογή, η οποία υπαγορεύεται κατ' αρχήν από τη φύση του φαινομένου που μελετάμε. Επιλογή ενός στατιστικού ελέγχου που δεν είναι ο κατάλληλος για να περιγράψει το σύστημα που εξετάζεται είναι ένα πολύ σημαντικό λάθος, που οδηγεί συχνά σε επικίνδυνα εσφαλμένα αποτελέσματα.


    Πώς όμως μεταβάλλεται η ποσότητα που ορίζεται από την εξίσωση 1.9; Γνωρίζουμε ότι πρόκειται για μια τυχαία μεταβλητή, αλλά ποια είναι η κατανομή που περιγράφει την πιθανότητά της; Ευτυχώς για εμάς, για ένα μεγάλο μέρος φυσικών φαινομένων, η κανονική κατανομή μπορεί να αποτελέσει τη βάση για το στατιστικό έλεγχο. Στη συνέχεια, και στο πλαίσιο του προβλήματος του GC περιεχομένου, θα δούμε πώς μπορούμε να τη χρησιμοποιήσουμε για να εκτιμήσουμε διαφορές μεταξύ παρατηρούμενων και αναμενόμενων τιμών. Πριν περάσουμε στην πρακτική εφαρμογή, ας δούμε γιατί η κανονική κατανομή είναι τόσο χρήσιμη.


    


    


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙΙ. Το Κεντρικό Οριακό Θεώρημα.


    


    Η βάση για τη χρήση της κανονικής κατανομής σε πληθώρα απλών αλλά χρήσιμων στατιστικών ελέγχων σε φυσικά φαινόμενα είναι το Κεντρικό Οριακό Θεώρημα (ΚΟΘ), όπως αυτό διατυπώθηκε από τον De Moivre αρχικά και τον Laplace αργότερα. Σύμφωνα με το ΚΟΘ:


    


    Η μέση τιμή ενός μεγάλου αριθμού παρατηρήσεων θα ακολουθεί κατά προσέγγιση κανονική κατανομή, ακόμα και αν οι παρατηρήσεις δεν κατανέμονται κανονικά.


    


    Γιατί η παραπάνω πρόταση είναι τόσο σημαντική για το πρόβλημά μας (και για πολλά άλλα); Η απάντηση δίνεται αν αναλογιστούμε τις σχέσεις μεταξύ μιας οποιασδήποτε παρατηρούμενης, μετρήσιμης ποσότητας κατά τη μελέτη ενός φυσικού φαινομένου και των μηχανισμών που ενδέχεται να τη διαμορφώνουν. Στο παράδειγμά μας, το περιεχόμενο μιας αλληλουχίας σε GC είναι μια μετρήσιμη ποσότητα που υπόκειται όμως σε έναν μεγάλο αριθμό τυχαίων, ανεξάρτητων μεταξύ τους παραγόντων, όπως ο ρυθμός των μεταλλαγών εντός του γονιδιώματος, οι συνθήκες διαβίωσης του βακτηρίου σε ό,τι αφορά τη θερμοκρασία και την επίδραση ακτινοβολίας, η εξελικτική του ιστορία (αν έχει υποστεί πίεση προς μια συγκεκριμένη κατεύθυνση σε ό,τι αφορά τη χρήση γονιδίων, την επιλογή οικολογικού θώκου κλπ), οι θέσεις εισδοχής αλληλουχιών από οριζόντια μεταφορά κλπ. Καθένας από τους παραπάνω παράγοντες συνεισφέρει με διαφορετικό τρόπο στη διαμόρφωση του τελικού GC περιεχομένου. Σύμφωνα με το ΚΟΘ οι συνεισφορές αυτές αθροιστικά, επειδή ακριβώς είναι τυχαίες και ανεξάρτητες μεταξύ τους, θα περιγράφονται από την κανονική κατανομή. Επιπλέον, μέσω του ΚΟΘ, η κανονική κατανομή συνδέεται με οποιαδήποτε άλλη κατανομή, καθώς ανεξάρτητα από την κατανομή που ακολουθεί καθένας από τους παράγοντες, η σύνθεσή τους είναι η κανονική, κάτι που εξηγεί γιατί η χαρακτηριστική κωδωνοειδής καμπύλη της κανονικής κατανομής αποτελεί το αποτύπωμα τόσο μεγάλου πλήθους φαινομένων.


    Το ΚΟΘ μας επιτρέπει να χρησιμοποιήσουμε την κανονική κατανομή για δύο βασικούς υπολογισμούς στον έλεγχο υποθέσεων. Αρχικά, για να εκτιμήσουμε την αναμενόμενη τιμή μιας ποσότητας και στη συνέχεια για να εκτιμήσουμε, με βάση μια δεδομένη αναμενόμενη τιμή και διασπορά της κατανομής, την πιθανότητα μιας οποιασδήποτε μέτρησης να προέρχεται από τη συγκεκριμένη κατανομή. Η πιθανότητα αυτή στη συνέχεια μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως εκτιμητής για τον έλεγχο της υπόθεσής μας. Ας δούμε πως μπορεί να γίνει αυτό πιο αναλυτικά.
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    Εικόνα 1.7: Εναλλακτικές μορφές αναπαράστασης της κανονικής κατανομής. Με διαφορετικές χρωματικές διαβαθμίσεις φαίνονται οι τιμές που βρίσκονται σε απόσταση μιας, δύο και τριών τυπικών αποκλίσεων από τη μέση τιμή. Στην κορυφή φαίνεται η περιληπτική αναπαράσταση με τη μορφή θηκογράμματος (boxplot). (Εικόνα από Glrx: CC BY SA 2.5, Wikimedia Commons).



    


    


    Στην Εικόνα 1.7 μπορούμε να δούμε πώς το σύνολο των τιμών μιας κατανομής σχετίζεται με τη μέση τιμή και την τυπική απόκλιση. Πρόκειται για ένα ιστόγραμμα, στο οποίο στον οριζόντιο άξονα τοποθετούμε την τιμή της μετρούμενης ποσότητας ενώ το ύψος της καμπύλης αντιστοιχεί στο πλήθος των περιπτώσεων που παρατηρούμε την κάθε τιμή. Έτσι, το μέγιστο της καμπύλης συμπίπτει με τη μέση τιμή, ενώ όσο περισσότερο απομακρυνόμαστε από αυτήν τόσο μικρότερη είναι και η πιθανότητα να παρατηρήσουμε την αντίστοιχη τιμή. Το μέτρο της “απόστασης” από τη μέση τιμή είναι η τυπική απόκλιση. Σε αυτήν τη χαρακτηριστική κωδωνοειδή καμπύλη του σχήματος, βλέπουμε πως οι τιμές μεταξύ του διαστήματος μ-2σ και μ+2σ συγκεντρώνουν το 95.4% του συνόλου των τιμών. Αυτό σημαίνει πως μια τιμή που διαφέρει από την μέση τιμή κατά μια ποσότητα ίση με δύο τυπικές αποκλίσεις, αναμένεται να παρατηρηθεί περίπου στο 4.5% των περιπτώσεων, ενώ για τιμές ακόμα πιο “μακριά” από το μ η πιθανότητα είναι ακόμα μικρότερη. Προκειμένου να πραγματοποιήσουμε το στατιστικό έλεγχο των αποτελεσμάτων μας με την κανονική κατανομή θα χρησιμοποιήσουμε αυτές τις ιδιότητες της κατανομής κάνοντας έναν μετασχηματισμό που είναι γνωστός ως κανονικοποίηση.


    Με αυτόν τον τρόπο:


    1. Μπορούμε απευθείας να συγκρίνουμε την παρατηρούμενη τιμή εμφάνισης ενός ολιγονουκλεοτιδίου με την αναμενόμενη.


    2. Να αξιολογήσουμε πόσο οι δύο αυτές τιμές διαφέρουν και προς ποια κατεύθυνση (ποια είναι η μεγαλύτερη και ποια η μικρότερη).


    Το κυριότερο όλων είναι ότι, κανονικοποιώντας τις τιμές μπορούμε πολύ εύκολα να εκτιμήσουμε και στατιστικά τα αποτελέσματά μας, καθώς όσο μεγαλύτερη είναι η απόλυτη τιμή του z τόσο πιο στατιστικά σημαντική είναι η εκτίμησή μας. Σε γενικές γραμμές οποιαδήποτε τιμή έχει τιμή |z|>3 είναι πολύ σημαντική, καθώς αντιστοιχεί σε πιθανότητα ίση ή μικρότερη από 0.01, η τιμή που εξετάζουμε να προέρχεται από τη συγκεκριμένη κατανομή.


    Με αυτόν τον τρόπο, στο παράδειγμά μας αρκεί να υπολογίζουμε την τιμή:
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    όπου με μ και σ συμβολίζονται αντίστοιχα η μέση τιμή και η τυπική απόκλιση της κατανομής που περιγράφει τις τιμές των n υπο-αλληλουχιών. Aς δούμε πιο αναλυτικά πώς γίνεται η εφαρμογή των παραπάνω στο γονιδίωμα του Staphylococcus aureus.


    


    


    


    Ανάλυση GC περιεχομένου γονιδιωματικών αλληλουχιών. Η λύση.


    


    O Staphylococcus aureus, (χρυσίζων σταφυλόκοκκος), είναι ένα θετικό κατά Gram βακτήριο, το οποίο είναι δυνητικά παθογόνο, που σημαίνει ότι υπό συγκεκριμένες συνθήκες μπορεί να οδηγήσει σε παθολογικές καταστάσεις, οι οποίες ποικίλουν από αντιμετωπίσιμες δερματίτιδες έως και μοιραίες καρδιακές επιπλοκές. Η κλασσική θεραπευτική αγωγή περιλάμβανε αρχικά χορήγηση πενικιλίνης, ωστόσο από τη θεραπευτική εισαγωγή της πενικιλίνης το 1943 μέχρι το 1950, περίπου το 40% των στελεχών του S. aureus είχαν αποκτήσει ανθεκτικότητα στο συγκεκριμένο αντιβιοτικό, ενώ μέσα στη δεκαετία του 1960, το σύνολο σχεδόν των ενδο-νοσοκομειακών λοιμώξεων από το συγκεκριμένο βακτήριο δεν μπορούσαν να αντιμετωπιστούν με πενικιλίνη (Klevens et al., 2007)⁠. Με την πάροδο των χρόνων, ο S. aureus έχει επιδείξει μια αξιοσημείωτη ικανότητα να αποκτά ανθεκτικότητα στα αντιβιοτικά. Η διαδικασία με την οποία το κάνει περιλαμβάνει ένα συνδυασμό αντιδράσεων που οδηγούν στον καταβολισμό των αντιβιοτικών ουσιών, ωστόσο η διαδικασία επιταχύνεται ιδιαίτερα σε επίπεδο πληθυσμού λόγω του αυξημένου δυναμικού του S. aureus για οριζόντια μεταφορά γονιδίων.


    Στην ενότητα αυτή θα προσπαθήσουμε να εντοπίσουμε περιοχές που ενδέχεται να είναι αποτέλεσμα μεταφοράς γονιδίων αναλύοντας το γονιδιωματικό GC περιεχόμενο του S. aureus (Mu50, NCBI Ref:NC_002758.2). Για το σκοπό αυτό θα εφαρμόσουμε τη μεθοδολογία που περιγράφηκε στους αλγορίθμους GC περιεχόμενο και GC Πίνακας για γονιδιωματικές υποαλληλουχίες μήκους 1000 νουκλεοτιδίων που επικαλύπτονται κατά 100 νουκλεοτίδια. Η ανάλυση του γονιδιώματος συνολικού μήκους ~2.88Μbps αποδίδει 28785 τιμές GC περιεχομένου. Η τιμή του GC κατά μήκος του γονιδιώματος φαίνεται στην Εικόνα 1.8. Από τη διακύμανση της τιμής GC γίνεται προφανές ότι αυτό είναι σταθερό σε μεγάλο βαθμό καθόλο το μήκος του γονιδιωμάτος. Πράγματι, η μέση τιμή του GC για το S. aureus είναι:


    μ(GC)S.aureus=0.328


    και η τυπική απόκλισή του είναι:


    σ(GC)S.aureus=0.033


    


    [image: ]


    


    


    Εικόνα 1.8: Διακύμανση τιμών GC περιεχομένου κατά μήκος του γονιδιώματος του S. aureus.


    


    Στην Εικόνα 1.8 η μέση τιμή μ καθώς και οι τιμές μ+3σ και μ-3σ φαίνονται με μια πλήρη και 2 διακεκομμένες οριζόντιες γραμμές αντίστοιχα. Φαίνεται ξεκάθαρα πως το μεγάλο μέρος των υποαλληλουχιών κατά μήκος του γονιδιώματος βρίσκεται ανάμεσα στις δύο οριζόντιες γραμμές που ορίζουν απόσταση τριών τυπικών αποκλίσεων από τη μέση τιμή. Υπάρχει, ωστόσο ένας μικρός αριθμός περιπτώσεων με τιμές εκτός αυτών των ορίων. Μεταξύ άλλων, δύο γειτονικά σημεία κοντά στη θέση 500000 και άλλα τρία μεταξύ των θέσεων 2000000 και 2500000 εμφανίζονται να έχουν τιμές GC γύρω στο 0.55. Κάποια άλλα σημεία εμφανίζουν επίσης τιμές GC πάνω από το όριο του μ+3σ χωρίς όμως η διαφορά να είναι τόσο μεγάλη. Πώς θα αξιολογήσουμε τις διαφορές αυτές καλύτερα και πιο αντικειμενικά; Θα μετασχηματίσουμε αρχικά την κατανομή μέσω των z-τιμών ώστε να λάβουμε την κανονικοποιημένη κατανομή. Από την μελέτη των τιμών αυτών προκύπτει ότι ένας αριθμός αλληλουχιών έχει τιμές αρκετά μεγαλύτερες από z=3, ενώ κάποιες από αυτές είναι μεγαλύτερες και από z=6. Στο σημείο αυτό μπορούμε να θέσουμε ένα αρκετά αυστηρό όριο τιμής z πάνω από την οποία θα θεωρήσουμε πως το GC περιεχόμενο είναι σημαντικά διαφορετικό από τη χαρακτηριστική μέση τιμή (που στην κανονικοποιημένη κατανομή ισούται με 0). Για όριο z>=4 προκύπτει πως υπάρχουν πέντε διακριτές περιοχές με τιμή που το ξεπερνά. Οι περιοχές αυτές βρίσκονται στις θέσεις:


    530000-534000: z=4.53


    574000-579000: z=4.78


    1998000-2000000: z=4.89


    2187000-2190000: z=4.37


    2302000-2304000: z=4.56


    Αν κανείς ανατρέξει στην Εικόνα 1.8 θα δει ότι πρόκειται ακριβώς για τις περιοχές με το πολύ υψηλό GC που προσεγγίζει ή και ξεπερνά το 0.50. Τόσο ψηλές τιμές, αποτελούν ισχυρή ένδειξη για διαφορετική προέλευση αυτών των περιοχών. Πώς μπορούμε να επιβεβαιώσουμε αυτήν την υπόθεση; Αρκεί κανείς να ανατρέξει στο σχολιασμό του γονιδιώματος του S. aureus για τις συγκεκριμένες περιοχές και να διαπιστώσει πως δεν πρόκειται για περιοχές όπου έχει συμβεί οριζόντια μεταφορά γονιδίων, αλλά για τους γονιδιακούς τόπους των ριβοσωμικών RNA τα οποία έχουν υψηλό περιεχόμενο σε βάσεις GC λόγω απαιτήσεων δομικής και θερμικής σταθερότητας. Βλέπουμε δηλαδή ότι η ανάλυσή μας εντόπισε μεν περιοχές με πολύ διαφορετικό GC περιεχόμενο από το γονιδιωματικό μέσο όρο και η σύσταση αυτών των περιοχών ήταν όντως δηλωτική μιας ξεχωριστής ιδιότητας σε σχέση με το μεγάλο όγκο του γονιδιώματος. Αυτή όμως η ιδιότητα δεν ήταν αυτή που είχαμε αρχικά υποθέσει (οριζόντια μεταφερμένα τμήματα γονιδιώματος) αλλά μια τελείως διαφορετική.


    


    


    Από τη νουκλεοτιδική σύσταση στη γονιδιωματική λειτουργία. Ο δεύτερος Κανόνας του Chargaff.


    


    Στα παραδείγματα που εξετάσαμε ως εδώ, είδαμε πώς αναλύσεις νουκλεοτιδικής σύστασης μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την εξαγωγή πληροφορίας σχετικά με την προέλευση αλληλουχιών. Επίσης συζητήσαμε πώς η σύσταση μιας εκτεταμένης περιοχής γονιδιωματικού DNA μπορεί να μας δώσει κάποιες πληροφορίες για τη λειτουργία της, στο παράδειγμα των ισόχωρων περιοχών σε ευκαρυωτικά γονιδιώματα. Στη συγκεκριμένη ενότητα θα δούμε πώς η σύσταση γονιδιωματικών αλληλουχιών μπορεί να μας δώσει εξαιρετικά ακριβείς πληροφορίες για την οργάνωση του γονιδιώματος στο σύνολό του. Θα επανέλθουμε στο δεύτερο κανόνα ισοδυναμίας του Chargaff που συζητήσαμε νωρίτερα, για να θυμηθούμε ότι σύμφωνα με αυτόν, ισχύει ότι:


    Σε μονόκλωνο DNA ισχύει ότι G~C και A~T (2ος Κανόνας Ισοδυναμίας του Chargaff).


    


    Θυμηθείτε πως μια τέτοια ισοδυναμία δεν πηγάζει (απευθείας) από την αρχή της συπληρωματικότητας που θέλει την αδενίνη να ζευγαρώνει πάντα με θυμίνη και τη γουανίνη πάντα με κυτοσίνη. Μιλάμε για μονόκλωνο DNA όπου δεν υπάρχει ζευγάρωμα βάσεων. Γιατί λοιπόν να τηρείται αυτή η ισοδυναμία με εξαιρετική συνέπεια σε όλα τα γνωστά γονιδιώματα[3]; H απάντηση δίνεται αν κάνουμε το εξής νοητικό πείραμα. Έστω μια αλληλουχία δίκλωνου DNA για την οποία ισχύει ο κανόνας της συμπληρωματικότητας και η οποία δεν υπακούει στο δεύτερο κανόνα ισοδυναμίας. Έστω επίσης ότι για αυτήν την αλληλουχία ισχύει Α>Τ και G>C. Aν φανταστούμε τώρα την εξέλιξη αυτής της αλληλουχίας στο χρόνο με την παράλληλη συσσώρευση μεταλλαγών. Εξαιτίας της αρχής της συμπληρωματικότητας, κάθε μεταλλαγή που θα συμβαίνει σε κάθε έναν από τους δύο κλώνους, θα σημαίνει ταυτόχρονη αλλαγή νουκλεοτιδίων και στους δύο κλώνους. Αν π.χ. ορίσουμε τους δύο κλώνους ως W και C (μια ονοματολογία που χρησιμοποιείται συχνά προς τιμήν των Watson και Crick), τότε μια μεταλλαγή A → G στον κλώνο W θα σημαίνει μια ταυτόχρονη μεταλλαγή T → C στον κλώνο C. Με αυτό τον τρόπο, με την πάροδο του χρόνου, η συσσώρευση μεταλλαγών θα μεταβάλλει και τους δύο κλώνους με τον ίδιο ρυθμό. Το βασικότερο όμως είναι, ότι αν υποθέσουμε πως ο ρυθμός των αντικαταστάσεων είναι ο ίδιος μεταξύ των δύο κλώνων τότε σταδιακά οι συχνότητες μεταξύ συμπληρωματικών νουκλεοτιδίων εντός του ίδιου κλώνου θα τείνουν να εξισωθούν σε συμφωνία με το δεύτερο κανόνα της ισοδυναμίας. Η απόδειξη της παραπάνω πρότασης έχει ως εξής:


    


    Έστω [image: ]o ρυθμός μεταλλαγών από Α σε Τ στον κλώνο W και


     [image: ]o αντίστοιχος στον κλώνο C


    Λόγω της αρχής της συμπληρωματικότητας θα ισχύει ότι:


    [image: ]1.15


    καθώς κάθε μεταλλαγή σε Τ στον κλώνο W θα σημαίνει μια συμπληρωματική μεταλλαγή σε Α στον C μέσω των μηχανισμών επιδιόρθωσης.


    Αν υποθέσουμε ότι οι ρυθμοί κάθε μεταλλαγής είναι ίσοι μεταξύ των δύο κλώνων, υπάρχει δηλαδή συμμετρία μεταξύ των κλώνων σε ό,τι αφορά τους ρυθμούς μεταλλαγής, τότε ισχύει επίσης ότι:


    [image: ]1.16


    Συνδυασμός των 1.12 και 1.13 δίνει ότι:


    [image: ]1.17


    Σύμφωνα με την εξίσωση 1.17 οι ρυθμοί με τους οποίους το Α μετατρέπεται σε Τ και αντίστροφα στον ίδιο κλώνο είναι ίσοι, κάτι που σε σχετικά σύντομο εξελικτικό χρόνο εξασφαλίζει ότι οι συγκεντρώσεις των Α και Τ θα εξισωθούν. Η 1.17 προβλέπει επίσης ότι η ισορροπία Α~Τ είναι ευσταθής, από τη στιγμή δηλαδή που οι συχνότητες εξισωθούν δεν υπάρχει μηχανισμός που να μεταβάλει αυτήν την ισοδυναμία προς τη μία ή την άλλη κατεύθυνση. Ο χρόνος μέσα στον οποίο επιτυγχάνεται η ισορροπία γίνεται ακόμα μικρότερος αν αναλογιστούμε ότι και άλλα γεγονότα πέρα από τις σημειακές μεταλλαγές, όπως οι μεταθέσεις με αλλαγή κλώνου (reverse transpositions) συμβαίνουν με την ίδια συχνότητα μεταξύ των δύο κλώνων. Σε κάθε περίπτωση είναι η συμμετρία μεταξύ των δύο κλώνων που αποτελεί τη βασική προϋπόθεση για την ισχύ της ισοδυναμίας (N. Sueoka, 1962)⁠. Στη συνέχεια θα δούμε σε ποιες περιπτώσεις η συμμετρία αυτή καταστρατηγείται και ποιες είναι οι επιπτώσεις της ασυμμετρίας κλώνων στην ισοδυναμία συμπληρωματικών βάσεων εντός του ίδιου κλώνου DNA.


    


    


    Αποκλίσεις από το δεύτερο Κανόνα του Chargaff. Πρότυπα ασύμμετρης χρήσης νουκλεοτιδίων σε βακτηριακά γονιδιώματα


    


    Το γονιδίωμα του S. aureus που αναλύθηκε σε προηγούμενες ενότητες έχει μήκος ~2.88Mbps και περιέχει 2651 γονίδια (δεδομένα από την ΕNSEMBL). Όπως όλα τα γνωστά γονιδιώματα, έτσι και αυτό του S. aureus υπακούει στο δεύτερο κανόνα ισοδυναμίας του Chargaff, με τις συχνότητες εμφάνισης των Α και Τ να είναι: Α=0.334 και Τ=0.336. Η διαφορά δηλαδή Α-Τ είναι της τάξης του 0.1%. Τι συμβαίνει όμως με αυτή τη διαφορά κατά μήκος του γονιδιώματος; Διατηρείται το ίδιο μικρή σε κάθε υπο-αλληλουχία που μπορούμε να εξετάσουμε ή υπόκειται σε διακυμάνσεις; Η τήρηση της ισοδυναμίας του δεύτερου κανόνα του Chargaff είναι σταθερή εντός ενός βακτηριακού γονιδιώματος όπως το περιεχόμενο GC ή υπάρχουν κατά τόπους μεταβολές; Για να εξετάσουμε κάτι τέτοιο μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε την τεχνική του κυλιόμενου παραθύρου για να εξάγουμε υποαλληλουχίες συγκεκριμένου μήκους για κάθεμία από τις οποίες θα υπολογίσουμε την ποσότητα:


    [image: ]1.18


    H εξίσωση 1.18 υπολογίζει τη σταθμισμένη διαφορά Α-Τ διαιρώντας με το συνολικό πλήθος των βάσεων Α και Τ. Αυτό είναι ένα ακόμα είδος κανονικοποίησης που διορθώνει την τιμή της διαφοράς για περιπτώσεις που ο συνολικός αριθμός Α και Τ είναι πολύ μικρός. Μια τροποποίηση του αλγορίθμου GC Πίνακας για τον υπολογισμό της ποσότητας d(AT) είναι η παρακάτω:


    


    Αλγόριθμος :: Πίνακας d(AT)


    Δήλωση Αλληλουχία S;


    Ολικό Mήκος Αλληλουχίας l;


    Δήλωση μήκους υποαλληλουχίας n;


    Δήλωση πίνακα τιμών dAT[int(l/n)]; # το μέγεθος του πίνακα είναι l/n


    Εκκίνηση x = 1;


    Απαρίθμηση 1: Για θέση p = x έως p = l-n ανά n;


     Eξαγωγή υποαλληλουχίας s=S[x,x+n-1];


     Δήλωση πίνακα νουκλεοτιδίων Ν[4] (A,G,C,T);


     Απαρίθμηση 2: Για i=1, έως i=n, ανά 1; 


     Διάβασε νουκλεοτίδιο nuc=s[i];


     Aύξησε το πλήθος νουκλεοτιδίων κατά 1, N[nuc]++;


     Tέλος: Απαρίθμηση 2


     Yπολογισμός dAT;


     dAT[x]=(N[A]-N[T])/(N[A]+N[T]);


    Tέλος: Aπαρίθμηση 1


    Τερματισμός


    Εφαρμογή του παραπάνω αλγορίθμου στο γονιδίωμα του S. aureus για υποαλληλουχίες μήκους n=10000 και γραφική αναπαράστασή της ποσότητας d(AT) προς τη γονιδιωματική συντεταγμένη x δίνει το διάγραμμα της Εικόνας 1.9. H Eικόνα 1.9 είναι ενδεικτική της ύπαρξης δύο διακριτών περιοχών στο γονιδίωμα του βακτηρίου, ενός πρώτου μισού κατά μήκος του οποίου ισχύει ότι Α>Τ (με μέσο d(AT)=0.054) και ενός δεύτερου με την ακριβώς αντίστροφη τάση Τ>Α (με μέσο d(AT)=-0.056). Για το σύνολο του γονιδιώματος oι δύο επιμέρους τάσεις αλληλοαναιρούνται και ισχύει ότι Α~Τ σε συμφωνία με τον κανόνα ισοδυναμίας, ωστόσο βλέπουμε ότι για το γονιδίωμα ουσιαστικά οργανώνεται σε δύο ίσα μέρη για καθένα από τα οποία ο κανόνας καταστρατηγείται σε βαθμό τουλάχιστον 20 φορές μεγαλύτερο από τη μέση τιμή (d(AT)=0.02). Σε τι αντιστοιχούν αυτά τα δύο μέρη; Τι συμβαίνει στο “σημείο καμπής” όπου η ποσότητα d(AT) αλλάζει απότομα πρόσημο μέσα σε λίγες εκατοντάδες βάσεις;


    Η απάντηση δίνεται αν αναλογιστούμε συγκεκριμένα χαρακτηριστικά μοριακών μηχανισμών και του κανόνα της ισοδυναμίας. Πρώτον, είδαμε παραπάνω ότι ο κανόνας της ισοδυναμίας έχει ως βασική προϋπόθεση τη συμμετρία μεταξύ των δύο κλώνων. Οποιαδήποτε ασυμμετρία μεταξύ των κλώνων μπορεί να επιφέρει αποκλίσεις από την ισοδυναμία συμπληρωματικών βάσεων. Στην περίπτωσή μας μπορούμε να υποθέσουμε πως υπάρχει μια ιδιότητα που είναι ασύμμετρη μεταξύ των δύο μισών του γονιδιώματος και μάλιστα με αντίστροφη φορά μεταξύ τους.


    


    Eρώτηση: Ποιος γνωστός μοριακός μηχανισμός μπορεί να χωρίσει ένα κυκλικό γονιδίωμα σε δύο ίσα μέρη, επιφέροντας διαφορές μεταξύ των δύο κλώνων;


    


    Αν σκέφτεστε γρήγορα και θυμάστε τη βασική μοριακή βιολογία θα έχετε καταλάβει ότι ο βασικός αυτός μηχανισμός είναι ο ημι-συντηρητικός αναδιπλασιασμός του DNA. Πράγματι, η αντιγραφή του DNA ξεκινά σε ένα συγκεκριμένο σημείο του γονιδιώματος, που ονομάζεται και σημείο Έναρξης του Αναδιπλασιασμού και προχωρά με διαφορετικό τρόπο για τους δύο κλώνους. Ο μεν κλώνος που βρίσκεται σε φορά 5' → 3' αντιγράφεται συνεχώς, ο δε κλώνος 3' → 5' αντιγράφεται αποσπασματικά μέσω τμημάτων Okazaki. Η διαδικασία αυτή επάγει μια χαρακτηριστική ασυμμετρία μεταξύ των δύο κλώνων. Κατά τη διάρκεια της αντιγραφής, ο καθένας από αυτούς βρίσκεται κάτω από διαφορετικές συνθήκες, κάτι που μπορεί να επηρεάζει την προσβασιμότητα σε μεταλλαξογόνους παράγοντες, επιδιορθωτικά ένζυμα κλπ. Η εγγενής αυτή ασυμμετρία αντανακλάται στην απόκλιση από το δεύτερο κανόνα ισοδυναμίας, αναπαράγοντας ακριβώς το μοτίβο της αντιγραφής. Το σημείο που η τιμή d(AT) αλλάζει πρόσημο είναι το σημείο Έναρξης του Αναδιπλασιασμού (Lobry, 1996)⁠. Αν είχαμε τη δυνατότητα να “κυλίσουμε” την καμπύλη μετατοπίζοντας τις συντεταγμένες θα βλέπαμε πως άλλο ένα σημείο αλλαγής προσήμου (που τώρα ταυτίζεται με τα δύο άκρα του διαγράμματος της Εικονας 1.9) θα ταυτιζόταν με το σημείο Λήξης του κυκλικού αναδιπλασιασμού.


    


    


    Εφαρμογές. Εύρεση σημείων έναρξης διπλασιασμού σε βακτηριακά γονιδιώματα.


    


    H Εικόνα 1.9 περιέχει πληροφορία για ένα ακόμα γονιδιωματικό δεδομένο. Αυτό της φοράς μεταγραφής των γονιδίων του S. aureus. Θα συμβολίσουμε τα γονίδια των οποίων ο νοηματικός κλώνος (sense strand) βρίσκεται στον κλώνο που διαβάζουμε (θυμηθείτε ότι διαβάζουμε όλες τις αλληλουχίες ως μονόκλωνο DNA) με W (ως W-γονίδια). Αντίστοιχα, θα συμβολίσουμε ως C-γονίδια, τα γονίδια των οποίων ο νοηματικός κλώνος βρίσκεται στο συμπληρωματικό κλώνο. Στην Εικόνα 1.9 με τη μορφή κάθετων χρωματιστών γραμμών εμφανίζονται: στην κορυφή τα W- και στη βάση τα C-γονίδια. Εύκολα παρατηρούμε ότι η τοποθέτηση των γονιδίων σε ό,τι αφορά τη φορά μεταγραφής τους συμβαδίζει με τις περιοχές καταστρατήγησης του δεύτερου κανόνα ισοδυναμίας. Στο ένα μισό του γονιδιώματος, τα γονίδια τείνουν να βρίσκονται στον W-κλώνο ενώ στο άλλο μισό η τάση αυτή αντιστρέφεται. Το χαρακτηριστικό αυτό είναι επίσης απόρροια της ασυμμετρίας των δύο κλώνων που καθορίζεται από τον τρόπο αναδιπλασιασμού του DNA (Nikolaou & Almirantis, 2005)⁠. Κατά την εξέλιξη του γονιδιώματος, τα γονίδια τείνουν να κατανέμονται μεταξύ των δύο κλώνων με τρόπο τέτοιο που η φορά μεταγραφής τους να ταυτίζεται με τη φορά κατά την οποία γίνεται ο συνεχής αναδιπλασιασμός του DNA, καθώς με αυτόν τον τρόπο ελαχιστοποιείται η πιθανότητα σύγκρουσης των DNA και RNA πολυμερασών (θυμηθείτε πως ο χρόνος ζωής ενός βακτηριακού κυττάρου είναι πολύ μικρός και πως κατά τη διάρκεια του αναδιπλασιασμού του DNA, η μεταγραφή πολλών γονιδίων είναι ενεργή).
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    Εικόνα 1.9: Ανάλυση aπόκλισης από την ισοδυναμία Α-Τ του βακτηριακού γονιδιωματος του S. aureus. Διακρίνονται τα δύο τμήματα του γονιδιώματος με διαφορετική τάση εμφάνισης Α:Τ και οι αντίστοιχες μέσες τιμές Α-Τ με παχιές γραμμές. Οι λεπτές γραμμές στο πάνω και στο κάτω μέρος της Εικόνας αντιστοιχούν στις θέσεις των γονιδίων που βρίσκονται στον W-κλώνο (κόκκινο) και στο C-κλώνο (μπλέ).



    


    Ο συνδυασμός των δύο αυτών τάσεων, της απόκλισης από την ισοδυναμία συμπληρωματικών βάσεων και της “υπερφόρτωσης” κλώνων με γονιδιακές αλληλουχίες, έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη υπολογιστικών προγραμμάτων που προβλέπουν με μεγάλη ακρίβεια τη θέση έναρξης αναδιπλασιασμού του DNA (Frank & Lobry, 2000)⁠. Βακτηριακά γονιδιώματα που έχουν ένα χαρακτηριστικό σημείο Έναρξης του Αναδιπλασιασμού έχουν πολύ έντονα πρότυπα και για τις δύο ιδιότητες.
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    Εικόνα 1.10: Ανάλυση aπόκλισης από την ισοδυναμία Α-Τ του γονιδιώματος του κυανοβακτηρίου Synechocystis sp. σε αντιστοιχία με αυτήν της Εικόνας 1.9. Η παχιά γκρίζα γραμμή αντιστοιχή τώρα στη μέση τιμή απόκλισης από την ισοδυναμία Α-Τ=0.002. Τόσο το πρότυπο αποκλίσεων από την ισοδυναμία όσο και η κατανομή των γονιδίων στους δύο κλώνους είναι ριζικά διαφορετικά.


    


    Ο S. aureus είναι μια χαρακτηριστική τέτοια περίπτωση. Ωστόσο, για έναν μικρό αλλά όχι αμελητέο αριθμό γονιδιωμάτων βακτηρίων αυτή η προσέγγιση δεν λειτουργεί. Τα πρότυπα απόκλισης από την ισοδυναμία Α~Τ και η κατανομή γονιδίων για ένα παράδειγμα αυτής της κατηγορίας γονιδιωμάτων φαίνεται στην Εικόνα 1.10 για το Synechocystis sp., ένα φωτοσυνθετικό κυανοβακτήριο. Τόσο οι αποκλίσεις από την ισοδυναμία Α~Τ όσο και η φορά μεταγραφής των γονιδίων είναι εξαιρετικά ομοιογενείς για όλο το μήκος του γονιδιώματος. Η συμπεριφορά αυτή γίνεται εύκολα κατανοητή αν αναλογιστούμε ότι το γονιδίωμα του συγκεκριμένου είδους περιέχει περισσότερα από ένα σημεία Έναρξης του Αναδιπλασιασμού από τα οποία επιλέγεται στοχαστικά (με τυχαίο δηλαδή τρόπο) ένα σε κάθε κύκλο διαίρεσης. Η εναλλαγή αυτή στη χρήση τους οδηγεί σε εξισορρόπηση των μεταλλακτικών τάσεων μεταξύ των δύο κλώνων, ενώ παράλληλα αφαιρεί τον παράγοντα επιλεκτικής πίεσης στην τοποθέτηση των γονιδίων.


    


    


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Στο κεφάλαιο αυτό προσεγγίσαμε τις βιολογικές αλληλουχίες στο χαμηλότερο δυνατό επίπεδο οργάνωσης, αυτό δηλαδή που τις αντιμετωπίζει απλώς σαν “σακία με λέξεις” (bags of words). Είδαμε πώς ακόμα και με μια τέτοια απλή προσέγγιση, μπορεί κανείς να φτάσει σε χρήσιμα συμπεράσματα σχετικά με την προέλευση και τη λειτουργικότητα δεδομένων αλληλουχίων. Είδαμε επίσης πώς βασικές μαθηματικές έννοιες όπως οι πιθανότητες και οι κατανομές μπορούν να μας βοηθήσουν όχι μόνο σε αναλύσεις σύστασης αλλά κυρίως στη διατύπωση και τον έλεγχο μαθηματικών υποθέσεων, όπως είδαμε στο παράδειγμα της ανάλυσης του GC περιεχομένου του S. aureus. Ωστόσο, είδαμε και τους εγγενείς περιορισμούς που υπάρχουν σε τέτοιου τύπου προσεγγίσεις. Ακόμα και με εξαιρετικά αυστηρά κριτήρια δεν καταφέραμε να εντοπίσουμε θέσεις οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων στο γονιδίωμα του S. aureus. Πού οφείλονται αυτοί οι περιορισμοί;


    Ο βασικός λόγος είναι ότι η βιολογική πληροφορία οργανώνεται σε ανώτερο επίπεδο όχι μόνο μέσω της σύστασης αλλά κυρίως μέσω της διαδοχής των βάσεων. Ακόμα δηλαδή κι αν κανείς εξετάσει ενδελεχώς τη σύσταση σε επίπεδο μονο-νουκλεοτιδίων, υπάρχουν κάποια όρια στην αναλυτική του προσέγγιση που δεν μπορούν να ξεπεραστούν. Μελετώντας τη συχνότητα των βάσεων κανείς μπορεί να πει για το DNA όσα μπορεί να πει κάποιος για τα γερμανικά εξετάζοντας μόνο τη συχνότητα εμφάνισης των γραμμάτων του λατινικού αλφαβήτου. Με τον ίδιο τρόπο που τα γερμανικά (και τα γαλλικά, τα ισπανικά κλπ.) βασίζονται σε ένα λεξιλόγιο που ορίζεται σε επίπεδο λέξεων, ο πλούτος της πληροφορίας των γονιδιωματικών αλληλουχιών γίνεται καλύτερα αντιληπτός στο επίπεδο του συνδυασμού νουκλεοτιδίων. Στο επόμενο κεφάλαιο θα δούμε πώς κατάλληλες υπολογιστικές μέθοδοι μπορούν να μας βοηθήσουν να φτάσουμε σε ακόμα χρησιμότερα συμπεράσματα γύρω από τη βιολογική λειτουργία αλληλουχιών DNA, RNA και πρωτεϊνών, μελετώντας ακριβώς εκείνες τις ιδιότητες που σχετίζονται με τη χρήση συνδυασμών “γραμμάτων”-καταλοίπων σε “λέξεις” ανώτερου επιπέδου.


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Να αναφέρετε πιθανούς λόγους για τους οποίους η προσέγγισή μας μέσω της μελέτης του διαφορετικού GC ποσοστού δεν ήταν ικανή να εντοπίσει θέσεις οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων στο γονιδίωμα του S. aureus. Μπορείτε να σκεφτείτε μια προσέγγιση που θα έδινε καλύτερα αποτελέσματα;


    


    2. Ποια είναι η μέση τιμή των εμφανίσεων του αποτελέσματος “Κορώνα” σε ένα πείραμα 10 ρίψεων ενός νομίσματος, αν το νόμισμα δεν είναι γνήσιο και η πιθανότητα για “Κορώνα” είναι 0.2;


    


    3. Να γράψετε τον ψευδοκώδικα για τον εντοπισμό της θέσης του σημείου έναρξης του αναδιπλασιασμού σε αλληλουχίες βακτηριακών γονιδιωμάτων. Ποια θα ήταν η συνθήκη που θα χρησιμοποιούσατε για τον ακριβή καθορισμό του;


    


    4. Να προτείνετε έναν τρόπο εντοπισμού της θέσης του σημείου έναρξης του αναδιπλασιασμού με τη χρήση της πληροφορίας κατεύθυνσης μεταγραφής των γονίδιων.


    


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για μια Εισαγωγή στο Πρόβλημα των “Λέξεων” σε βιολογικές αλληλουχίες:


    Το κεφάλαιο 2 του Computational Genome Analysis. Deonier, Tavare, Waterman. Springer. (Deonier, Tavaré & Waterman, 2007)⁠ περιέχει μια αναλυτική προσέγγιση του προβλήματος.


    


    Σχετικά με τις Δεσμευμένες Πιθανότητες:


    Μπορείτε να απευθυνθείτε σε οποιοδήποτε στοιχειώδες εγχειρίδιο Πιθανοτήτων. Από τα καλύτερα θεωρώ πως είναι το Θεωρία Πιθανοτήτων Ι. Κλασική Πιθανότητα, Μονοδιάστατες Κατανομές. Κουνιάς και Μωυσιάδης. Στην Εισαγωγή και σε κάποια τμήματα από το Κεφάλαιο 1 μπορείτε να βρείτε μια πολύ καλή περιγραφή των βασικών εννοιών.


    


    Για την εφαρμογή των δεσμευμένων πιθανοτήτων σε βιολογικές αλληλουχίες:


    Στο Κεφάλαιο 1 του Biological sequence analysis. Durbin R., Eddy S.R., Krogh A., Mitchison G. Cambridge University Press. (Durbin, Eddy, Krogh & Mitchison, 1998)⁠ περιέχεται μια αρκετά αναλυτική περιγραφή της εφαρμογής των δεσμευμένων πιθανοτήτων σε βιολογικές αλληλουχίες.


    


    Για προβλήματα κατανομών:


    Μπορείτε να βρείτε σε βασικά βιβλία Πιθανοτήτων. Μια πιο ανεπτυγμένη προσέγγιση του προβλήματος του υπολογισμού συχνοτήτων εμφάνισης ολιγονουκλεοτιδικών λέξεων μπορείτε να βρείτε στο Biological sequence analysis. Durbin R., Eddy S.R., Krogh A., Mitchison G. (βλ. παραπάνω)


    


    Σχετικά με τα επίπεδα του ποσοστού GC σε γονιδιωματικές αλληλουχίες:


    Μια πολύ καλή εισαγωγή για το θέμα των ισόχωρων στο (Bernardi, 2000). Για το ζήτημα της επιλεκτικής πίεσης κατά τη διαμόρφωση του GC μια περιεκτική ανάλυση δίνεται στο (Hurst & Merchant, 2001)


    


    Σχετικά με τον 2ο κανόνα ισοδυναμίας του Chargaff και τις αποκλίσεις από αυτόν:


    Μια συνοπτική παρουσίαση δίνεται στο (Forsdyke & Mortimer, 2000)⁠ ενώ λεπτομέρειες για τα πρότυπα διαμόρφωσης των αποκλίσεων από τον κανόνα και τη σχέση τους με τον αναδιπλασιασμό του DNA στα βακτήρια μπορεί κανείς να βρεί στo (Nikolaou & Almirantis, 2005)⁠ καθώς και στο (Necşulea & Lobry, 2007)⁠
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    Κεφάλαιο 2:Πρωτοταγής οργάνωση βιολογικών αλληλουχιών


    


    Σύνοψη


    


    Στο προηγούμενο κεφάλαιο εξετάσαμε τις ιδιότητες βιολογικών αλληλουχιών εστιάζοντας στη σύστασή τους και αντιμετωπίζοντάς τις σαν σύνολα συμβόλων. Ωστόσο μια από τις βασικές ιδιότητες όλων των βιολογικών αλληλουχιών είναι η οργάνωσή τους σε ό,τι αφορά τη διαδοχή των δομικών τους στοιχείων, αυτό που ονομάζουμε πρωτοταγή διάταξη. Στο κεφάλαιο αυτό περνάμε σε προβλήματα που σχετίζονται με τη διαδοχή των καταλοίπων σε βιολογικές αλληλουχίες και τρόπους για την ανάλυσή της. Το βασικό βιολογικό ερώτημα γύρω από το οποίο διαρθρώνεται το κεφάλαιο είναι η διάκριση αλληλουχιών με βάση τη λειτουργικότητά τους. Σε βιολογικό επίπεδο, εξετάζονται έννοιες όπως οι συνεμφανίσεις καταλοίπων σε βιολογικές αλληλουχίες (γιατί κάποια νουκλεοτίδια ή αμινοξέα τείνουν να εμφανίζονται σε άμεση διαδοχή και άλλα όχι) καθώς και γενικότερες χαρακτηριστικές ιδιότητες πρωτοταγούς οργάνωσης αλληλουχιών. Η βασική μαθηματική έννοια που συνδέεται με τη διαδοχή καταλοίπων και τη μελέτη των συνεμφανίσεών τους είναι αυτή της δεσμευμένης πιθανότητας η οποία παρουσιάζεται στη συνέχεια. στο πλαίσιο της περιγραφής σύνθετων δεσμευμένων πιθανοτήτων, γίνεται αναφορά στον κανόνα του Bayes και στη σημασία του. Στο δεύτερο μέρος του κεφαλαίου εισάγουμε τα Μοντέλα Markov ως ένα από τα βασικά υπολογιστικά εργαλεία για την αναλύση της πρωτοταγούς δομής αλληλουχιών και παρουσιάζουμε αναλυτικά τους σχετικούς αλγορίθμους για τη μοντελοποίηση βιολογικών αλληλουχιών ως πιθανοκρατικών διαδικασιών Markov.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να κατανοήσετε έννοιες όπως η ανεξαρτησία ενδεχομένων και η δεσμευμένη πιθανότητα.


    · Να αξιολογήσετε τη διαγνωστική ικανότητα μιας μεθοδολογίας με βάση την ευαισθησία της, χρησιμοποιώντας τον κανόνα του Bayes.


    · Να περιγράψετε μια στοχαστική διαδικασία μέσω των Μοντέλων Markov.


    · Na χρησιμοποιήσετε Μοντέλα Μarkov για να υπολογίσετε τη συνολική πιθανότητα μιας διαδικασίας.


    · Να αναλύσετε βιολογικές αλληλουχίες με Μοντέλα Markov.

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στο προηγούμενο κεφάλαιο συζητήσαμε το πρόβλημα της ανάλυσης μιας αλληλουχίας με σκοπό να εξάγουμε πληροφορίες για την πιθανή προέλευση και τη λειτουργικότητά της. Είδαμε πώς, απλώς εξετάζοντας τη σύστασή της, τη συχνότητα δηλαδή με την οποία τα διάφορα δομικά στοιχεία (νουκλεοτίδια ή αμινοξέα) εμφανίζονται μέσα σε αυτήν, μπορούμε να συμπεράνουμε το είδος του οργανισμού (προκαρυωτικός ή ευκαρυωτικός) από τον οποίο πιθανότατα προέρχεται ή να κάνουμε μια αρκετά καλή πρόβλεψη για τη λειτουργία της. Είδαμε επίσης ότι η ανάλυση μιας αλληλουχίας ως ένα σύνολο συμβόλων προσομοιάζει αντίστοιχες γλωσσολογικές αναλύσεις σε λεξιλογικό επίπεδο μέσω των οποίων μπορεί κανείς να αναγνωρίσει διαφορές ανάμεσα σε κείμενα φυσικών γλωσσών, εξετάζοντας τη συχνότητα με την οποία εμφανίζονται συγκεκριμένες λέξεις ή ακόμα και γράμματα μέσα σε αυτά.


    Οι φυσικές γλώσσες όμως δεν είναι απλές συλλογές συμβόλων. Έχουν μια συνεκτική δομή που αντανακλά συγκεκριμένους γραμματικούς και συντακτικούς κανόνες που επιβάλλουν π.χ. τα επίθετα να αναφέρονται σε ουσιαστικά, τα επιρρήματα να χρησιμοποιούνται σε σύνδεση με ρήματα, αποδίδουν συγκεκριμένες καταλήξεις στην κλίση των αντωνυμιών και ρημάτων κλπ. Με αυτόν τον τρόπο, η ανάγνωση αυτών των γραμμών δημιουργεί το νόημα που αυτές περιέχουν μέσω της διαδοχής των λέξεων που χρησιμοποιούμε. Μια πρόταση που θα διαβαζόταν ως:


    


    “συνέχεια στη βλέπω οργάνωση πώς αλληλουχία διαμορφώνω βιολογικός θα νόημα”


    


    δε θα μπορούσε να αποτελέσει πολύ καλό παράδειγμα λειτουργικού κειμένου (ακόμα και ο Δάσκαλος Γιόντα θα συμφωνούσε). Οι γλώσσες λοιπόν υπακούν σε συγκεκριμένους κανόνες που καθορίζουν όχι μόνο το νόημα των κειμένων τους αλλά και το ύφος τους. Αναλογιστείτε τις διαφορές στον τρόπο με τον οποίο θα χρησιμοποιήσει κανείς λέξεις της ίδιας γλώσσας σε μία επίσημη επιστολή, μια τηλεφωνική συνομιλία ή ένα σύντομο μήνυμα sms.


    Με τον ίδιο τρόπο που οι φυσικές γλώσσες οργανώνονται δομικά μέσω της διαδοχής των συμβόλων και των λέξεων, οι βιολογικές αλληλουχίες αποκτούν νόημα μέσω της διαδοχής των δομικών τους στοιχείων (αυτά είναι τα νουκλεοτίδια για τις γονιδιωματικές και τα αμινοξέα για τις πρωτεϊνικές). Στο κεφάλαιο που ακολουθεί θα δούμε ότι η σειρά με την οποία τα κατάλοιπα των βιολογικών αλληλουχιών εμφανίζονται μέσα σε αυτές δεν είναι τυχαία και πώς η ανάλυσή της μπορεί να μας βοηθήσει να καταλάβουμε τις πιθανές λειτουργικές τους ιδιότητες, να τις εντοπίσουμε μέσα σε μεγαλύτερες αλλά και να κατανοήσουμε την ίδια την εσωτερική δομή και οργάνωσή τους.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα. Οργάνωση αλληλουχιών σε μία διάσταση.


    


    Στο προηγούμενο κεφάλαιο είδαμε ότι οι γονιδιωματικές αλληληλουχίες που είναι πλούσιες σε βάσεις γουανίνης+κυτοσίνης (G+C) είναι πολύ συχνά λειτουργικές και σχετίζονται χωροταξικά με την ύπαρξη γονιδίων. Μια πολύ χαρακτηριστική κατηγορία πλούσιων σε G+C αλληλουχιών είναι οι λεγόμενες “νησίδες CpG” (Illingworth & Bird, 2009)⁠. Οι νησίδες CpG (ή CpG islands) είναι αλληλουχίες με ρυθμιστικό ρόλο (Deaton & Bird, 2011)⁠, καθορίζουν δηλαδή σε μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό την έκφραση γειτονικών γονιδίων, μέσω της πρόσδεσης σε αυτές πρωτεϊνών που επιδρούν στη μεταγραφή των γονιδίων και που ονομάζονται “μεταγραφικοί παράγοντες” (περισσότερα για αυτούς και για την πρόσδεσή τους στο DNA στο Κεφάλαιο 3). Η έκφραση των μισών περίπου γονιδίων των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών ελέγχεται από νησίδες CpG (Roider, Lenhard, Kanhere, Haas & Vingron, 2009)⁠. Σε γονιδιωματικό επίπεδο, οι νησίδες CpG αντιστοιχούν σε περιοχές μήκους μεταξύ 200 και 1000 βάσεων, όπου αφενός το ποσοστό G+C είναι συστηματικά μεγαλύτερο από το γονιδιωματικό μέσο όρο, αφετέρου υπάρχει μια χαρακτηριστική “προτίμηση” εμφάνισης του δι-νουκλεοτιδίου CG, η βάση δηλαδή C τείνει να ακολουθείται από την G με αυξημένη πιθανότητα. Αυτή ακριβώς η ιδιότητά “συνεμφάνισης” των δύο νουκλεοτιδίων είναι και αυτή που διαφοροποιεί τις νησίδες CpG από άλλες αλληλουχίες που είναι απλώς πλούσιες σε βάσεις G+C (Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Takai & Jones, 2002)⁠. Κατά μήκος δηλαδή μιας τέτοιας “νησίδας” η συχνότητα με την οποία θα παρατηρούμε το δινουκλεοτίδιο CpG (που σημαίνει C στο 5' άκρο και G στο 3' καθώς “διαβάζουμε” πάντα μια αλληλουχία με φορά 5'->3'), θα είναι μεγαλύτερη από αυτήν που θα περιμέναμε σε αλληλουχίες που δεν είναι CpG νησίδες.


    Ας φανταστούμε τώρα τα ακόλουθα βιολογικά πρόβληματα:


    Δεδομένης μιας μεγάλης συλλογής αλληλουχιών άγνωστης λειτουργικότητας, πώς θα μπορούσαμε να προβλέψουμε ποιες από αυτές είναι νησίδες CpG και ποιες όχι;


    Δεδομένης μιας μεγάλης σε μήκος αλληλουχίας, πώς θα μπορούσαμε να εντοπίσουμε τις θέσεις των νησίδων CpG μέσα σε αυτήν;


    Προκειμένου να απαντήσουμε στα δύο παραπάνω προβλήματα θα πρέπει να αναλογιστούμε μια σειρά από έννοιες με ποσοτικό τρόπο. Πιο συγκεκριμένα, πώς θα ποσοτικοποιήσουμε τα χαρακτηριστικά των νησίδων CpG; Ποιες ποσότητες θα χρησιμοποιήσουμε ως διακριτικά χαρακτηριστικά; Πώς θα τις ορίσουμε και με τι θα τις συγκρίνουμε; Πώς θα καθοριστούν τα όρια μιας νησίδας μέσα σε μια ευρύτερη αλληλουχία; Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, το βασικό χαρακτηριστικό των νησίδων CpG είναι μια συγκεκριμένη τάση “συνεμφάνισης” νουκλεοτιδίων. Όλα τα παραπάνω ερωτήματα σχετίζονται έτσι, με τη δομή των αλληλουχιών στη γραμμική διάσταση, με τη διαδοχή των νουκλεοτιδίων μέσα σε αυτές. Στη συνέχεια θα δούμε πώς ορίζεται αυτή και γιατί είναι σημαντική.


    


    


    Συνεμφανίσεις, “προτιμήσεις γειτόνων” σε βιολογικές αλληλουχίες


    


    Στη “Βιβλιοθήκη της Βαβέλ”, την οποία συζητήσαμε στο προήγουμενο κεφάλαιο, ο Μπόρχες μιλώντας για τις διάφορες “αιρέσεις” των βιβλιοθηκαρίων, αναφέρει μια συγκεκριμένη, τα μέλη της οποίας είχαν μια ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα θεωρία για την οργάνωση των κειμένων:


    


    “Κάποιοι υπαινίχθηκαν πως κάθε γράμμα μπορούσε να επηρεάζει το επόμενο”.


    


    Η άποψη αυτή, “αιρετική” στο πλαίσιο του μπορχεσιανού, βιβλιοθηκονομικού σύμπαντος, είναι κοινός τόπος για όλες τις γλώσσες με νόημα (κάτι που προφανώς και ο ίδιος ο Μπόρχες γνώριζε). Η διαδοχή των συμβόλων σε οποιαδήποτε κωδικοποίηση με νόημα επιβάλλει εξαρτήσεις μεταξύ τους. Κάποια σύμβολα εμφανίζουν σαφείς “προτιμήσεις” τοποθέτησης κοντά σε άλλα και κάποια άλλα τείνουν να “αποφεύγουν” κάποια τρίτα.


    Επιστρέφοντας στο γονιδιωματικό μας παράδειγμα, οι νησίδες CpG έχουν μια συγκεκριμένη “προτίμηση” να “τοποθετούν” βάσεις γουανίνης μετά από βάσεις κυτοσίνης (κάτι που τους δίνει και το όνομά τους). Tέτοιου είδους προτιμήσεις είναι κάθε άλλο παρά σπάνιες σε βιολογικές αλληλουχίες. Όλοι οι γνωστοί οργανισμοί που παράγουν πρωτεΐνες χρησιμοποιούν μια εκδοχή του γενετικού κώδικα, ενός τυπικού κώδικα μέσω του οποίου γονιδιωματικές αλληλουχίες (DNA ή RNA) “μεταφράζονται” σε πρωτεΐνες. Ο κώδικας αυτός βασίζεται σε έναν παγιωμένο, εξαιρετικά συντηρημένο μοριακό μηχανισμό που αντιστοιχεί τριπλέτες νουκλεοτιδίων (τρία από τα νουκλεοτίδια Α, U, G και C στη σειρά) σε αμινοξέα (που είναι τα δομικά στοιχεία των πρωτεϊνών) (Seaborg, 2010)⁠. Καθώς όμως οι πιθανοί συνδυασμοί τεσσάρων νουκλεοτιδίων ανά τρία είναι 64 και τα αμινοξέα είναι 20, αυτό σημαίνει πως ο κώδικας είναι “πλεονασματικός” (ο όρος που χρησιμοποιείται στη Βιολογία είναι “εκφυλισμένος”), τα περισσότερα δηλαδή από τα αμινοξέα αντιστοιχούν σε περισσότερες από μία τριπλέτες. Αυτό σημαίνει πως ένας οργανισμός μπορεί να επιλέξει ανάμεσα σε 2, 3, 4 ή και 6 διαφορετικές τριπλέτες (ο βιολογικός όρος είναι “κωδικόνια”) για να κωδικοποιήσει το ίδιο αμινοξύ. Στην πράξη όμως, όλοι οι γνωστοί οργανισμοί χρησιμοποιούν κατά προτίμηση κάποια κωδικόνια έναντι άλλων για να κωδικοποιήσουν το κάθε αμινοξύ. Οι προτιμήσεις αυτές είναι τόσο χαρακτηριστικές που χρησιμοποιούνται συχνά ως “γενετική υπογραφή” για κάθε οργανισμό και αποτελούν έναν τυπικό τρόπο ταυτοποίησής τους (Plotkin & Kudla, 2011)⁠.


    Η προτίμηση κωδικονίων (codon preference) όπως περιγράφηκε παραπάνω είναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα προτιμήσεων συνεμφάνισης νουκλεοτιδίων, που αφορά τρι-νουκλεοτίδια. Η προτίμηση στο CpG των νησίδων CpG είναι ένα παράδειγμα προτίμησης σε δι-νουκλεοτιδικό επίπεδο, ενώ άλλα παραδείγματα προτιμήσεων συνεμφάνισης μεγαλύτερου αριθμού καταλοίπων συναντάμε στα ρυθμιστικά μοτίβα αλληλουχιών (που θα συζητήσουμε στο Κεφάλαιο 3), στις λειτουργικές υπομονάδες πρωτεϊνών κ.ά. Με απολύτως αντίστοιχο τρόπο μπορούμε να μιλήσουμε για προτιμήσεις “αποφυγής” καταλοίπων, για τις περιπτώσεις εκείνες όπου συγκεκριμένες σειρές καταλοίπων τείνουν να εμφανίζονται με μικρότερη συχνότητα από την αναμενόμενη [4].


    Συνοψίζοντας, μπορούμε να πούμε ότι οι προτιμήσεις συνεμφάνισης καταλοίπων μπορούν να αναφέρονται σε διαφορετικά μήκη σειρών καταλοίπων και να είναι θετικές ή αρνητικές. Σε κάθε περίπτωση, λέμε πως παρατηρείται μια “προτίμηση εμφάνισης” όταν μια σειρά συμβόλων/καταλοίπων εμφανίζεται με σημαντικά μεγαλύτερη ή μικρότερη συχνότητα από την αναμενόμενη. Γιατί είναι όμως τόσο σημαντικό να εξετάζουμε τις συχνότητες εμφάνισης ολιγονουκλεοτιδίων ανώτερης τάξης; Για τον ίδιο λόγο που μια γλώσσα κωδικοποιεί τα μηνύματά της σε λέξεις και όχι σε γράμματα. Σε ένα λιγο χαμηλότερο επίπεδο, τα μηνύματα μπορούν να αναλυθούν σε αλληλουχίες γραμμάτων. Έτσι π.χ. στην αγγλική γλώσσα είναι πολύ σπάνιο να συναντήσει κανείς τα γράμματα “gw” στη σειρά ενώ είναι σχεδόν αδύνατο να μην συναντήσει το “q” ακολουθούμενο από το “u”. Με αυτόν τον τρόπο η διαδοχή των γραμμάτων μπορεί να μας δώσει σημαντικές πληροφορίες για την προέλευση ενός μηνύματος. Στην περίπτωση των γονιδιωματικών αλληλουχιών κάτι τέτοιο είναι ιδιαίτερα χρήσιμο και σε ένα πρώτο επίπεδο ανάλυσης είναι πολύ σημαντικό να γνωρίζουμε τις σχετικές συχνότητες εμφάνισης ολιγονουκλεοτιδίων.


    Ο όρος σχετικές συχνότητες δεν είναι τυχαίος. Καθώς περνάμε από το επίπεδο των μονο-νουκλεοτιδίων σε αυτό των ολιγονουλεοτιδίων, η γενικότερη σύσταση των βάσεων παίζει ρόλο στους υπολογισμούς μας. Σκεφτείτε για παράδειγμα πως εξετάζουμε μια αλληλουχία από ένα εξαιρετικά φτωχό σε GC βακτήριο (GC=0.2). Αν υπολογίσουμε πως η συχνότητα του δινουκλεοτιδίου CG (δηλαδή το C ακολουθούμενο από ένα G) είναι 0.01, μπορούμε να πούμε αν αυτή είναι μια χαμηλή τιμή ή μια υψηλή τιμή; Ποια θα ήταν σε γενικές γραμμές μια αναμενόμενη τιμή για ένα δινουκλεοτίδιο και τι συμβαίνει στην περίπτωση που το GC είναι τόσο χαμηλό όσο στο παράδειγμά μας;


    Οι απαντήσεις σε αυτά τα ερωτήματα μπορούν να δοθούν και πάλι εφαρμόζοντας τη θεωρία των πιθανοτήτων. Έτσι π.χ. θα πρέπει να σκεφτούμε πως τα πιθανά δι-νουκλεοτίδια είναι 16 (4 νουκλεοτίδια συνδυαζόμενα ανα δύο = 42) και άρα η αναμενόμενη τιμή για κάθε δινουκλεοτίδιο θα ήταν 1/16=0.0625. Από αυτήν την άποψη η τιμή 0.01 για το CG είναι πολύ χαμηλή, περισσότερο από έξι φορές χαμηλότερη από την αναμενόμενη. Eίναι όμως η 1/16 πράγματι η αναμενόμενη τιμή σε αυτήν την περίπτωση; Αναλογιζόμενοι το δεδομένο που έχουμε, πως δηλαδή το συνολικό ποσοστό G+C δεν ξεπερνά το 0.2 μπορούμε να υποθέσουμε πως οι βάσεις G στην αλληλουχία μας είναι λιγότερες απο 0.2, ίσως μάλιστα να είναι κοντά στο 0.1 και το ίδιο θα ισχύει και για τις βάσεις C, αν υποθέσουμε πως G~C. Σε τι βαθμό αλλάζει αυτό τα δεδομένα μας;


    


    Ερώτηση: Τα πιθανά τρινουκλεοτίδια στο DNA είναι 64. Πόσα είναι τα πιθανά 10-νουκλεοτίδια; Ποιος τύπος μας δίνει όλα τα πιθανά ν-νουκλεοτίδια;


    


    Ας σκεφτούμε την πιθανότητα να βρούμε ενα C δίπλα σε ένα G. Αν για κάθε ένα από τα δύο η πιθανότητα είναι π.χ. 0.1 (το μισό δηλαδή του 0.2) και αν τα δύο ενδεχόμενα (C, G) είναι ανεξάρτητα, δεν έχουν δηλαδή καμιά προτίμηση να βρίσκονται μακριά ή κοντα το ένα στο άλλο, τότε η πιθανότητα να βρούμε τα δύο το ένα δίπλα στο άλλο θα ήταν ίση με την τομή των δύο ενδεχομένων P(C) και P(G) και άρα ίση με το γινόμενό τους 0.1x0.1=0.01. Βλέπουμε πως η τιμή που μετρήσαμε είναι κάθε άλλο παρά μικρή, αντίθετα συμπίπτει με αυτήν που θα περιμέναμε δεδομένης της σύστασης της αλληλουχίας.


    Στο παραπάνω παράδειγμα, είδαμε πώς η πιθανότητα δύο ενδεχομένων Α και Β, C και G κλπ. μπορεί να αξιολογήθει χρησιμοποιώντας την πληροφορία που υπάρχει στις πιθανότητες του καθενός ξεχωριστά. Στις περιπτώσεις που τα δύο ενδεχόμενα δεν συνδέονται μεταξύ τους είναι εύκολο να συνδυάσουμε τις δύο πιθανότητές τους σε μια. Όταν όμως υπάρχει κάποια βαθύτερη σχέση ανάμεσά τους, μια σχέση συν-εμφάνισης όπως π.χ. αυτή του “q” και του “u” στην αγγλική γλώσσα, τότε τα πράγματα είναι πιο πολύπλοκα και κανείς θα πρέπει να καταφύγει στην έννοια της δεσμευμένης πιθανότητας.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. (Λόγοι Σχετικών Πιθανοτήτων: odds ratios)


    


    Στο προηγούμενο κεφάλαιο είδαμε πως η συχνότητα με την οποία εμφανίζεται ένα σύμβολο μέσα σε μια ακολουθία συμβόλων (π.χ. ένα γράμμα σε ένα κείμενο, ή ένα νουκλεοτίδιο σε μια γονιδιωματική αλληλουχία) μπορεί να αντιμετωπιστεί σαν πιθανότητα πραγματοποίησης ενός ενδεχομένου. Eίδαμε επίσης ότι συνδυασμοί ενδεχομένων μπορούν να σχετίζονται ή να είναι ανεξάρτητοι μεταξύ τους και πώς η σχέση τους μπορεί να εκφραστεί μέσω δεσμευμένων πιθανοτήτων του τύπου: Ποια είναι η πιθανότητα να συμβεί το Α δεδομένου του Β (που συμβολίζεται ως P(A|B)). Στο ίδιο κεφάλαιο είδαμε πως μπορούμε να εκτιμήσουμε το βαθμό ανεξαρτησίας διαφορετικών ενδεχομένων συγκρίνοντας την πιθανότητα της τομής τους με το γινόμενο των πιθανοτήτων καθενός από αυτά. Για το απλό παράδειγμα των δύο ενδεχομένων ισχύει ότι:
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    στην περίπτωση της ανεξαρτησίας αλλά:
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    στην περίπτωση που το Α και το Β έχουν κάποια σχέση εξάρτησης. Πιο συγκεκριμένα, είναι προφανές ότι αν:
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    τότε τα Α και Β τείνουν να συμβαίνουν συχνότερα μαζί από ότι θα περίμενε κανείς αν ήταν ανεξάρτητα, ενώ το αντίθετο ισχύει για την περίπτωση που:
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    οπότε τα Α και Β τείνουν να “αλληλο-αποφεύγονται” σε βαθμό εντονότερο από αυτόν που υπαγορεύεται από τις επιμέρους πιθανότητές τους.


    Ας αναλογιστούμε τώρα ότι επιθυμούμε να χρησιμοποιήσουμε τις δεσμευμένες πιθανότητες για να διακρίνουμε μεταξύ δύο διαφορετικών συστημάτων προτίμησης. Έστω δηλαδή ότι για δύο διαφορετικούς δειγματοχώρους Ω1 και Ω2, που περιέχουν και οι δύο τα Α και Β, θέλουμε να υπολογίσουμε σε ποιο βαθμό διαφέρει μια συγκεκριμένη δεσμευμένη πιθανότητα P(Α|Β). Δεν έχουμε παρά να υπολογίσουμε τις δύο δεσμευμένες πιθανότητες:
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    και να υπολογίσουμε το μεταξύ τους λόγο.
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    Η παραπάνω σχέση δίνει το λόγο πιθανοτήτων μεταξύ των δειγματοχώρων Ω1 και Ω2. Χρησιμοποιώντας λόγους πιθανοτήτων μπορούμε να εντοπίσουμε τις δεσμευμένες πιθανότητες που μπορούν να διακρίνουν καλύτερα μεταξύ διαφορετικών δειγματοχώρων. Οι δεσμευμένες πιθανότητες, λόγω ακριβώς της ιδιότητάς τους να αποτυπώνουν πολύπλοκες σχέσεις μεταξύ συνδυασμών ενδεχομένων έχουν μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα και γι' αυτό χρησιμοποιούνται σε λόγους πιθανοτήτων πολύ συχνότερα από ότι οι απλές πιθανότητες. Επιστρέφοντας στο βιολογικό μας παράδειγμα, μπορούμε να αναλογιστούμε πως η απλή συχνότητα εμφάνισης των βάσεων G+C δεν αποτελεί καλό κριτήριο για τη διάκριση νησίδων CpG, σε αντίθεση με τη σχετική συχνότητα του CpG δινουκλεοτιδίου, όπως θα δούμε στη συνέχεια.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ: Δεσμευμένη Πιθανότητα-Ανεξαρτησία


    


    Σε συνέχεια των παραπάνω θα ορίσουμε αρχικά την έννοια της Δεσμευμένης Πιθανότητας ως εξής: Ονομάζουμε δεσμευμένη πιθανότητα την πιθανότητα ενός ενδεχομένου, δεδομένου ενός άλλου.


    Λέμε λοιπόν πως η “δεσμευμένη πιθανότητα του Α δεδομένου του Β” είναι ίση με:


    [image: ]2.6


    ισούται δηλαδη με το λόγο της τομής των Α και Β προς την πιθανότητα του Β. Τι συμβαίνει όταν το Α και το Β δε σχετίζονται μεταξύ τους, είναι δηλαδή ανεξάρτητα; Λέμε πως δύο ενδεχόμενα είναι ανεξάρτητα όταν η πιθανότητα της τομής τους ισούται με το γινόμενό των πιθανοτήτων τους. Αν στην πιο πάνω σχέση αντικαταστήσουμε την τομή με το γινόμενο των πιθανοτήτων Α, Β θα δούμε πως όταν τα Α, Β είναι γεγονότα ανεξάρτητα μεταξύ τους τότε ισχύει πως:
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    που μεταφράζεται ακριβώς στο ότι “η πιθανότητα να συμβεί το Α δεδομένου του Β δεν διαφέρει από την πιθανότητα να συμβεί το Α”, το Β δηλαδή δεν παίζει κανένα ρόλο στο αποτέλεσμα.


    Η ανεξαρτησία όμως είναι κάτι που μπορεί πολύ δυσκόλα να υποτεθεί. Τις περισσότερες φορές και ιδίως στις περιπτώσεις των φυσικών φαινομένων δεν μπορούμε να αποκλείσουμε την πιθανότητα δύο ενδεχόμενα να συνδέονται, να μην είναι δηλαδή ανεξάρτητα. Κάτω από αυτές τις συνθήκες η έννοια της δεσμευμένης πιθανότητας γίνεται ιδιαίτερα σημαντική. Πολλές φορές θα βρεθούμε μπροστά σε προβλήματα που σχετίζονται με τη σύνδεση δύο ή και περισσότερων ενδεχομένων. Στο πρόβλημα που είδαμε πιο πάνω θα θέλαμε να ξέρουμε αν τα C μιας αλληλουχίας τείνουν να ακολουθούνται από G με τρόπο ανάλογο των γραμμάτων “q”, “u”. Σε αυτήν την περίπτωση μιλάμε για την πιθανότητα:
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    Χρειάζεται προσοχή ωστόσο στην αντίστροφη δεσμευμένη πιθανότητα δηλαδή στην πιθανότητα να συμβεί το G να ακολουθείται από C. Αυτή δίνεται από τον τύπο του Bayes και είναι ίση με:
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    Το πώς ο ορισμός και η έννοια της δεσμευμένης πιθανότητας μας βοηθάει να λύσουμε φαινομενικά πολύπλοκα προβλήματα στα οποία εμπλέκονται διαφορετικά ενδεχόμενα φαίνεται καλύτερα στo επόμενo παράδειγμα.


    


    


    Δεσμευμένη Πιθανότητα. Ένα παράδειγμα


    


    Ας δούμε αρχικά ένα παράδειγμα στο οποίο γίνεται σαφές γιατί θα πρέπει να είμαστε προσεκτικοί όταν αναλύουμε συνδεδεμένα γεγονότα.


    Σε μια κλινική μελέτη, υποθέτουμε πως το 1% του πληθυσμού υποφέρει από μια ασθένεια και το 99% είναι υγιές. Δηλαδή:
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    Ας υποθέσουμε τώρα ότι έχουμε ένα τεστ διάγνωσης της ασθένειας που έχει 1% ποσοστό σφάλματος. Κάτι τέτοιο σημαίνει ότι η πιθανότητα κάποιου που δεν νοσεί να διαγνωστεί ως ασθενής είναι επίσης 1%. Δηλαδή:
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    Αντίστοιχα ισχύει:
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    Κάτω από αυτές τις προϋποθέσεις θέλουμε να μάθουμε πόσο ισχυρός είναι ο διαγνωστικός έλεγχος με βάση το τέστ που έχουμε. Η ερώτηση σε αυτήν την περίπτωση είναι:


    Ποια είναι η πιθανότητα να έχει κάποιος την ασθένεια δεδομένου ότι βγήκε θετικός; (Ισχύς του διαγνωστικού ελέγχου)


    Η απάντηση θα δοθεί από μια δεσμευμένη πιθανότητα, την πιθανότητα δηλαδή κάποιος να είναι ασθενής δεδομένου πως έχει διαγνωστεί θετικός P(ασθενής|θετικός).


    Γνωρίζοντας ότι:
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    έχουμε:
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    σε αυτόν τον τύπο γνωρίζουμε πως η πιθανότητα να είναι κάποιος άρρωστος και θετικός είναι ίση με το γινόμενο της πιθανότητας να είναι κάποιος ασθενής και να έχει διαγνωστεί θετικός δεδομένου πως είναι ασθενής. Δηλαδή:
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    Αντίστοιχα η πιθανότητα να είναι κάποιος θετικός είναι το άθροισμα των πιθανοτήτων να είναι κάποιος θετικός και να νοσεί και να είναι κάποιος θετικός και να μην νοσεί. Αυτή ισούται με:
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    Αντικαθιστώντας στην αρχική εξίσωση βρίσκουμε πως τελικά:
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    Δηλαδή ο έλεγχος είναι ακριβής κατά μόλις 50%! Στις μισές δηλαδή των περιπτώσεων θα κάνουμε λάθος διάγνωση!!! Βλέπουμε λοιπόν πόσο σημαντικό είναι να εξετάζει κανείς με προσοχή τα δεδομένα όταν εμπλέκονται πιθανότητες και δεσμευμένα μεταξύ τους γεγονότα.


    


    


    Διάκριση CpG νησίδων. Ένα πρόβλημα ταξινόμησης


    


    Στο σημείο αυτό θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε το πρώτο από τα ερωτήματα που θέσαμε παραπάνω:


    


    Δεδομένης μιας αλληλουχίας άγνωστης λειτουργικότητας, πώς θα μπορούσαμε να προβλέψουμε αν είναι νησίδα CpG ή όχι;


    


    Το ερώτημα αυτό ουσιαστικά εμπεριέχει μια σειρά από επιμέρους ερωτήματα τα οποία είναι:


    · Ποια/ποιες ιδιότητα/ες θα χρησιμοποιήσουμε ως διακριτικό των CpG νησίδων;


    · Πώς θα την/τις υπολογίσουμε;


    · Πώς θα την/τις χρησιμοποιήσουμε ως κριτήριο κατάταξης σε CpG νησίδες ή όχι;


    · Ποιο θα είναι το πρότυπο νησίδων CpG;


    Το πώς θα απαντήσουμε στα παραπάνω ερωτήματα θα καθορίσει σε μεγάλο βαθμό και τη στρατηγική που θα ακολουθήσουμε. Θα ξεκινήσουμε από το τέλος. Ποιο θα είναι το πρότυπό μας; Σε προβλήματα ταξινόμησης όπως το συγκεκριμένο, όπου ουσιαστικά αναζητούμε κατά πόσο ένα άγνωστο αντικείμενο μπορεί να ταξινομηθεί σε μια κατηγορία ή όχι, χρειάζεται να έχουμε ορίσει εκ των προτέρων τα πρότυπα εκείνα με τα οποία θα πρέπει να συγκριθεί το αντικείμενο που καλούμαστε να ταξινομήσουμε. Στη συγκεκριμένη περίπτωση θα χρειαστούμε ένα πρότυπο CpG νησίδων, το οποίο θα δημιουργήσουμε μελετώντας έναν ικανό αριθμό πραγματικών νησίδων. Το πρότυπο θα συνίσταται σε μια σειρά από χαρακτηριστικά τα οποία μπορούμε να υπολογίσουμε τόσο από τις γνωστές νησίδες όσο και από το άγνωστο αντικείμενο. Τα χαρακτηριστικά αυτά μπορούν στην περίπτωσή μας να είναι ιδιότητες σύστασης και πιο συγκεκριμένα ιδιότητες συνεμφανίσεων νουκλεοτιδίων (βλ. παρακάτω). Το κριτήριο κατάταξης του αντικειμένου (της άγνωστης αλληλουχίας) θα είναι σε αυτήν την περίπτωση ένα μέτρο της ομοιότητας ή της διαφοράς του από το πρότυπο των γνωστών νησίδων. Στη συνέχεια θα δούμε πώς μπορούμε να λύσουμε ένα τέτοιο πρόβλημα ταξινόμησης αναλυτικά.


    


    


    Σχετικές συχνότητες - Λόγοι συνεμφανίσεων


    


    Θα ξεκινήσουμε με τον υπολογισμό ιδιοτήτων σύστασης που θα χρησιμοποιήσουμε ως χαρακτηριστικά ταξινόμησης. Σε ό,τι αφορά τις νησίδες CpG μια βασική ιδιότητα είναι προφανής. Ο ίδιος ο ορισμός τους μας προ(σ)καλεί να χρησιμοποιήσουμε τη σχετική συχνότητα εμφάνισης του δινουκλεοτιδίου CpG. Είναι όμως αυτή η καλύτερη στρατηγική; Πώς μπορούμε αντικειμενικά να αποφασίσουμε αν η χρήση της σχετικής συχνότητας του CG είναι αυτή με τη μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα; Υπάρχει καλύτερος τρόπος συνδυασμού της πληροφορίας που μπορούμε να αποκομίσουμε από κάθε αλληλουχία; Θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε στα παραπάνω ερωτήματα σταδιακά. Η βάση των υπολογισμών μας θα είναι οι σχετικές συχνότητες όλων των δι-νουκλεοτιδίων, μεταξύ των οποίων είναι και το CG. Aρχικά θα δούμε πώς μπορούμε να υπολογίσουμε τις συχνότητες αυτές και στη συνέχεια πώς μπορούμε να εκτιμήσουμε ποια είναι αυτή με την καλύτερη διακριτική ικανότητα.


    Γενικά, ο υπολογισμός συχνοτήτων εμφάνισης ολιγονουκλεοτιδίων μπορεί να γίνει για μια δεδομένη αλληλουχία με την τεχνική του “κυλιόμενου πλαισίου”. Ξεκινώντας δηλαδή από το πρώτο κατάλοιπο μιας αλληλουχίας και “κυλώντας” ένα πλαίσιο μήκους n ίσου με το μήκος της σειράς καταλοίπων που θέλουμε να υπολογίσουμε ανα ένα νουκλεοτίδιο κάθε φορά, απαριθμούμε τον πλήθος όλων των σειρών καταλοίπων μήκους n. Η συχνότητα εμφάνισης του δινουκλεοτιδίου ΑΑ, δίνεται από τον τύπο:
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    όπου Ν(ΑΑ) είναι ο αριθμός των δινουκλεοτιδίων ΑΑ που μετρήσαμε μέσα στην αλληλουχία μήκους Ν. Προσέξτε πως εδώ διαιρούμε όχι με όλο το μήκος της αλληλουχίας αλλά με Ν-1. Αυτό συμβαίνει γιατί ο δειγματοχώρος, το σύνολο δηλαδή των πιθανών ενδεχομένων δεν είναι ολα τα νουκλεοτίδια της αλληλουχίας (που είναι Ν) αλλά όλα τα δι-νουκλεοτίδιά της που είναι Ν-1. Με απολύτως ανάλογο τρόπο για το τρί-νουκλεοτίδιο π.χ. ΑΤΑ θα διαιρούσαμε με Ν-2, για οποιοδήποτε τέτρα-νουκλεοτίδιο με Ν-3 και γενικώς για κάθε ολιγονουκλεοτίδιο μήκους k με N-k+1. Λέμε για το k πως αποτελεί την “τάξη” του ολιγονουκλεοτιδίου.


    Ένας απλός αλγόριθμος γι' αυτό δίνεται παρακάτω:


    


    Αλγόριθμος :: Συχνότητα n-αδων


    Δήλωση Αλληλουχία S;


    Δήλωση Επιθυμητό μήκος n;


    Δήλωση Πίνακα Αρίθμησης n-αδων N[42];


    Δήλωση Πίνακα Πιθανοτήτων n-αδων P[42];


    Ολικό Mήκος Αλληλουχίας l;


    Εκκίνηση x = 1;


    Απαρίθμηση: Για θέση p = x έως p = l-n+1 ανά 1;


     Διάβασε υπο-αλληλουχία(n-άδα) s=S[x, x+n-1];


     Aύξησε το πλήθος υπο-αλληλουχίας N[s]++;


    Τέλος: Απαρίθμηση


    Συχνότητα: Για κάθε υπο-αλληλουχία s;


     Υπολόγισε τη συχνότητα P[s]=Ν[s]/(l-n+1)


    Tέλος: Συχνότητα


    Τερματισμός


    


    Ο παραπάνω αλγόριθμος διαβάζει μια αλληλουχία S σε επικαλυπτόμενες υπο-αλληλουχίες μήκους n ανά 1 σύμβολο κάθε φορά και επιστρέφει τον αριθμό των φορών που κάθε n-αδα εμφανίζεται εντός της S, με τρόπο αντίστοιχο αυτού με τον οποίο υπολογίσαμε τις συχνότητες μονονουκλεοτιδίων στο προηγούμενο κεφάλαιο (Αλγόριθμος :: GC περιεχόμενο). Στην προκειμένη περίπτωση για μια γονιδιωματική αλληλουχία S[Α,G,C,T] και για n=2 η τιμή Ν[CG] θα αντιστοιχεί στον αριθμό των εμφανίσεων της n-αδας CG εντός της S. Aντίστοιχα, η τιμή P[CG] θα είναι η απόλυτη συχνότητα εμφάνισης του δινουκλεοτιδίου CG στην S.


    Tι θα πρέπει να κάνουμε για να υπολογίσουμε τη σχετική συχνότητα της CG; Δεν έχουμε παρά να διαιρέσουμε την P[CG] με το γινόμενο των αντίστοιχων συχνοτήτων μονονουκλεοτιδίων P[C] και P[G] τις οποίες μπορούμε να υπολογίσουμε με τον παραπάνω αλγόριθμο θέτοντας n=1. Xρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο Συχνότητα n-αδων για n=2, και n=1 μπορούμε να δημιουργήσουμε δύο σύνολα συχνοτήτων εμφάνισης δινουκλεοτιδίων και μονονουκλεοτιδίων αντίστοιχα. Τα σύνολα αυτά μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον υπολογισμό σχετικών συχνοτήτων, όπως περιγράφεται παρακάτω:


    


    Αλγόριθμος :: Σχετικές Συχνότητες


    Δήλωση Πίνακας συχνοτήτων δινουκλεοτιδίων D=N2;


    Δήλωση Πίνακας συχνοτήτων μονονουκλεοτιδίων M=Ν;


    Απαρίθμηση: Για θέση i = [A, G, C, T];


     Aπαρίθμηση: Για θέση j = [A, G, C, T];


     Διάβασε συχνότητα δινουλεοτίδιου D[i,j];


     Υπολόγισε σχετική συχνότητα R[i,j] = D[i,j]/(M[i]*M[j]);


    Τέλος: Απαρίθμηση j


    Tέλος: Απαρίθμηση i


    Τερματισμός


    


    Ο παραπάνω αλγόριθμος μπορεί, με μικρές τροποποιήσεις στον αριθμό των διαστάσεων που εξετάζονται, να χρησιμοποιηθεί για τον υπολογισμό σχετικών συχνοτήτων ανώτερης τάξης (τρί-, τέτρα-νουκλεοτιδίων κ.ο.κ.).


    


    


    Λόγοι Σχετικών Πιθανοτήτων: odds ratios


    


    Έχοντας τη δυνατότητα να υπολογίσουμε τη σχετική συχνότητα κάθε δινουκλεοτιδίου για μια δεδομένη αλληλουχία, μπορούμε να προχωρήσουμε στο πρόβλημα της διάκρισης CpG νησίδων με βάση αυτές τις ποσότητες. Με ποιον τρόπο θα κάνουμε κάτι τέτοιο; Αρχικά θα πρέπει να αναλογιστούμε το πρόβλημα που έχουμε. Μας δίνεται ένας αριθμός αλληλουχιών που γνωρίζουμε ότι είναι νησίδες CpG και μια άγνωστη αλληλουχία για την οποία θα πρέπει εμείς να αποφασίσουμε αν είναι ή δεν είναι νησίδα CpG. Πρόκειται για ένα τυπικό πρόβλημα ταξινόμησης, κατά την επίλυση του οποίου είναι καλό εκτός από το θετικό πρότυπο (τις γνωστές νησίδες) να έχουμε στη διάθεσή μας και ένα αρνητικό, μια συλλογή δηλαδή αντικειμένων που γνωρίζουμε ότι δεν ανήκουν στην κατηγορία που μας ενδιαφέρει. Στην περίπτωση των γονιδιωματικών αλληλουχιών είναι εύκολο να δημιουργήσουμε ένα αρνητικό πρότυπο επιλέγοντας ένα δεδομένο σύνολο αλληλουχιών στην τύχη, ή ακόμα καλύτερα με τρόπο που να αποκλείει ότι σε αυτό θα περιλαμβάνονται οι αλληλουχίες του θετικού προτύπου.


    Για τις ανάγκες του συγκεκριμένου προβλήματος θα χρησιμοποιήσουμε:


    · Ένα σύνολο αλληλουχιών CpG νησίδων από το ανθρώπινο χρωμόσωμα 1 ως θετικό πρότυπο.


    · Ένα σύνολο αλληλουχιών ίδιου μεγέθους, καθεμία από τις οποίες θα έχει ίσο μήκος με μια αντίστοιχη του συνόλου CpG και που θα έχει ληφθεί τυχαία από το ίδιο χρωμόσωμα (1) αποκλείοντας τις CpG νησίδες, ως αρνητικό πρότυπο.


    Σαν χαρακτηριστικά προτύπων θα χρησιμοποιήσουμε τους λόγους πιθανοτήτων που είδαμε νωρίτερα. Συγκεκριμένα θα χρησιμοποιήσουμε τους λόγους πιθανοτήτων για όλες τις σχετικές συχνότητες δινουκλεοτιδίων. Εφαρμογή του αλγορίθμου Συχνότητα n-αδων για n=2 στις δύο συλλογές-πρότυπα, αποδίδει δύο πίνακες μέσων συχνοτήτων.
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    Πίνακας 2.1. Συχνότητες Εμφάνισης δινουκλεοτιδίων σε CpG νησίδες (αριστερά) και μη-CpG νησίδες (δεξιά).


    


    Οι παραπάνω πίνακες έχουν προκύψει αν για κάθε ένα από τα 16 δινουκλεοτίδια υπολογίσουμε τη μέση συχνότητα εμφάνισης για όλες τις αλληλουχίες της συλλογής. Απλή παρατήρηση των δύο πινάκων αρκεί για να εντοπιστούν σημαντικές διαφορές σε συγκεκριμένα δινουκλεοτίδια. Ο υπολογισμός των λόγων συχνοτήτων μεταξύ θετικού και αρνητικού προτύπου (CpG νησίδες/μη-CpG νησίδες) αναδεικνύει περαιτέρω τις διαφορές.


    


    [image: ]


    


    


    


    


    


    Πίνακας 2.2. Λόγοι Συχνοτήτων Εμφάνισης CpG νησίδες/μη-CpG νησίδες. (Κάποιες τιμές είναι λίγο διαφορετικές από αυτές που θα προέκυπταν από τους Πίνακες 2.1 λόγω στρογγυλοποίησης)


    


    Οι λόγοι συχνοτήτων παίρνουν τιμές μεταξύ 0 και άπειρου με τις τιμές >1 να αντιστοιχούν στα δινουκλεοτίδια που είναι πιο συχνά στις νησίδες και τις τιμές <1 σε αυτά που είναι πιο σπάνια σε αυτές. Παρατηρείστε την πολύ μεγάλη τιμή για το δινουκλεοτίδιο CG (~10.1) αλλά και για όλα τα δινουκλεοτίδια που περιέχουν G+C νουκλεοτίδια (CC~2.2, GG~2.25, GC~2.7). Συχνά, για λόγους καλύτερου χειρισμού των τιμών, επιλέγεται ο λογαριθμικός μετασχηματισμός τους. Μιλάμε τότε για λογαρίθμους λόγων πιθανοτήτων (log odds-ratios). H λογαρίθμηση γίνεται συνήθως με βάση το 2, οπότε και οι τιμές των λογαρίθμων λόγων πιθανοτήτων εκφράζονται σε bits. Ένας τέτοιος μετασχηματισμός στην περίπτωση που εξετάζουμε θα έδινε τον ακόλουθο πίνακα:
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    Πίνακας 2.3. Λογάριθμοι Λόγων Συχνοτήτων Εμφάνισης


    


    Οι τιμές τώρα τοποθετούνται σε μια κλίμακα γύρω από το 0, με τις αρνητικές τιμές να αντιστοιχούν σε δινουκλεοτίδια που σπανίζουν στις νησίδες CpG και τις θετικές σε αυτά που υπερ-εκπροσωπούνται. Επειδή, επιπλέον, η λογαρίθμηση έχει γίνει με βάση το 2, κάθε μονάδα σε απόλυτη τιμή θα έχει σχέση διπλασιασμού (ή υπο-διπλασιασμού) της τιμής συχνότητας. Το GC για παράδειγμα δίνει τιμή ~1.4 ενώ το ΑΤ που είχε σχέση 0.25 δίνει ~-2. Από τον Πίνακα 2.3 μπορούμε εύκολα να εντοπίσουμε τα χαρακτηριστικά εκείνα που έχουν ιδιαίτερη βαρύτητα στη διάκριση μεταξύ δύο κατηγοριών αλληλουχιών. Κατατάσσοντάς τις κατ' απόλυτη τιμή λογαρίθμου λόγων συχνοτήτων, περιμένουμε ότι το CG θα είναι το πιο σημαντικό στη διάκριση, ακολουθούμενο από το ΤΑ , το ΑΤ κ.ο.κ. Δινουκλεοτίδια με τιμή λογαρίθμου κοντά στο 0 αναμένεται να μην προσφέρουν σημαντικά στη διακριτική ικανότητα των προτύπων μας.


    Ας επανέλθουμε τώρα στο ερώτημα: με βάση ποιες από τις παραπάνω τιμές θα προσπαθούσαμε να κατατάξουμε αλληλουχίες σε νησίδες CpG ή όχι; Αν κανείς χρησιμοποιούσε μόνο το λόγο πιθανοτήτων για το δινουκλεοτίδιο CG θα ήταν σε θέση να εκμεταλλευτεί το βασικό χαρακτηριστικό των νησίδων και να ταξινομήσει σωστά ένα μεγάλο μέρος άγνωστων αλληλουχιών. Γιατί όμως να αγνοήσει τις τιμές των υπόλοιπων δινουκλεοτιδίων; Όπως είδαμε και παραπάνω η τιμή για το CG είναι μεν αυτή με τη μεγαλύτερη υπερ-εκπροσώπηση (και άρα το μεγαλύτερο θετικό λογάριθμο λόγων πιθανότητας) αλλά υπάρχουν και άλλα δινουκλεοτίδια, των οποίων οι τιμές διαφέρουν σημαντικά μεταξύ θετικού και αρνητικού προτύπου και κατά συνέπεια θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν στην ταξινόμηση. Από τη στιγμή που οι συχνότητες εμφάνισης και των 16 δινουκλεοτιδίων έχουν υπολογιστεί και για τα δύο πρότυπα, η καλύτερη πρακτική είναι να χρησιμοποιήσουμε το σύνολο τους για να αποφασίσουμε αν θα κατατάξουμε μια αλληλουχία στις νησίδες CpG ή όχι. Στη συνέχεια θα δούμε πώς μπορούμε να κάνουμε κάτι τέτοιο με τη χρήση των λόγων συχνοτήτων.


    


    


    Διάκριση αλληλουχιών μέσω λόγων συχνοτήτων


    


    Ας υποθέσουμε ότι μας δίνεται μια αλληλουχία για την οποία δε γνωρίζουμε αν πρόκειται για νησίδα CpG ή όχι και μας ζητείται να το αποφασίσουμε με βάση τα πρότυπα χρήσης δινουκλεοτιδίων. Η βάση πάνω στην οποία θα εργαστούμε θα είναι να συγκρίνουμε τη συχνότητα εμφάνισης των δινουκλεοτιδίων της άγνωστης αλληλουχίας με τις αντίστοιχες των δύο προτύπων, του θετικού και του αρνητικού. Κανείς μπορεί να σκεφτεί διάφορους τρόπους για να ποσοτικοποιήσει την ομοιότητα (ή τη διαφορά) μεταξύ των προτύπων, όμως ο πιο τυπικός από αυτούς είναι το άθροισμα λογαρίθμων λόγων συχνοτήτων. Ο υπολογισμός του περιγράφεται παρακάτω.


    Δεδομένων δύο προτύπων χρήσης δινουκλεοτιδίων Θ (θετικό) και Α (αρνητικό) και μιας άγνωστης αλληλουχίας Χ για την οποία έχουμε υπολογίσει τις συχνότητες εμφάνισης όλων των δινουκλεοτιδίων, μπορούμε να υπολογίσουμε τις δεσμευμένες πιθανότητες:
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    Για κάθε δινουκλεοτίδιο i. Οι πιθανότητες αυτές αντιστοιχούν στην πιθανότητα η παρατηρούμενη τιμή του νουκλεοτιδίου i από την αλληλουχία X να έχει προέλθει από το πρότυπο Θ ή Α αντίστοιχα. Oι τιμές αυτές μπορούν να εκτιμηθούν από τις υπάρχουσες μετρήσεις μέσω της εφαρμογής του κανόνα του Bayes[5]. Έχοντας υπολογίσει τις παραπάνω τιμές μπορούμε να ορίσουμε το παρακάτω άθροισμα:
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    Ερώτηση: Ποιο είναι το εύρος των τιμών που μπορεί να πάρει η S;


    


    Εφαρμογή της εξίσωσης 2.10 σε οποιαδήποτε αλληλουχία X θα δώσει μια τελική τιμή που θα τείνει να είναι θετική αν η αλληλουχία έχει τιμές κοντά σε αυτές του προτύπου Θ και αρνητική αν η Χ έχει τιμές κοντά σε αυτές του προτύπου Α. Σε αυτήν την περίπτωση βλέπουμε πώς η τιμή S μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν εκτιμητής της ομοιότητας της Χ με δύο διαφορετικά πρότυπα.


    


    


    Χρήση λόγων σχετικών συχνοτήτων. “Γονιδιωματικές Υπογραφές”


    


    Στο πιο πάνω παράδειγμα, είδαμε πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε απλές συχνότητες εμφάνισης για τη διάκριση μεταξύ αλληλουχιών και την κατάταξη άγνωστων αλληλουχιών με βάση πρότυπα χρήσης δινουκλεοτιδίων. Πολλές φορές ωστόσο, οι διαφορές μεταξύ των αλληλουχιών που εξετάζουμε είναι αρκετά λεπτές για να εντοπιστούν μέσω των απλών συχνοτήτων. Για παράδειγμα, αν εξετάζουμε CpG νησίδες από διαφορετικούς οργανισμούς περιμένουμε πως όλες θα έχουν τη χαρακτηριστική ιδιότητα των νησίδων, εμφανίζοντας υψηλές τιμές για το δινουκλεοτίδιο CG. Πώς θα μπορούσαμε όμως να διακρίνουμε ανάμεσά τους αυτές που προέρχονται από το κάθε είδος; Σε μια τέτοια περίπτωση θα μπορούσαμε να εκμεταλλευτούμε το γεγονός ότι διαφορετικά γονιδιώματα έχουν συνολικά διαφορετικές τάσεις “προτίμησης” στη χρήση δινουκλεοτιδίων, (με τρόπο ανάλογο με αυτόν που διαφορετικές γλώσσες χρησιμοποιούν διαφορετικούς συνδυασμούς γραμμάτων του ίδιου αλφάβητου) και τότε θα πρέπει να καταφύγουμε στη χρήση σχετικών συχνοτήτων, συχνοτήτων δηλαδή εμφάνισης που λαμβάνουν υπόψη τους τη μονο-νουκλεοτιδική σύσταση υποβάθρου. Η διαδικασία δε διαφέρει από αυτήν που περιγράφηκε στην προηγούμενη ενότητα, παρά μόνο στο στάδιο της δημιουργίας προτύπων, οπότε στη θέση των απλών συχνοτήτων εμφάνισης, χρησιμοποιούνται οι σχετικές, όπως υπολογίζονται από τον αλγόριθμο Σχετικές Συχνότητες.


    Στo παράδειγμα που ακολουθεί θα προσπαθήσουμε να διακρίνουμε μεταξύ νησίδων CpG προερχόμενων από τρία διαφορετικά είδη: τον άνθρωπο, το ποντίκι και το σκύλο. Για το σκοπό αυτό θα χρησιμοποιήσουμε μια πιο απλή μέθοδο σύγκρισης συχνοτήτων εμφάνισης δινουκλεοτιδίων, η οποία βασίζεται στον υπολογισμό αποστάσεων ανάμεσα σε δύο πρότυπα χρήσης n-άδων. Η μέθοδος αυτή συνίσταται στη λήψη του αριθμητικού μέσου των απόλυτων διαφορών μεταξύ n-άδων ίδιου μήκους για δύο δεδομένες αλληλουχίες ως μέτρο όχι της ομοιότητας αλλά της “απόστασης” μεταξύ δύο προτύπων, δύο συνόλων δηλαδή τιμών εμφάνισης n-αδων. Για την περίπτωση των 16 δινουκλεοτιδίων, μπορούμε να υπολογίσουμε αυτήν την απόσταση ως εξής:


    Δεδομένων δύο αλληλουχιών p, q και για κάθε δινουκλεοτίδιo ij:
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    Στην εξίσωση 2.11, οι τιμές R μπορούν να αντιστοιχούν είτε σε απλές είτε σε σχετικές συχνότητες. Επίσης η p και q μπορούν να αντιστοιχούν είτε σε μοναδικές αλληλουχίες είτε σε μέσα πρότυπα συνόλων αλληλουχιών. Στην περίπτωση που χρησιμοποιούνται σχετικές συχνότητες σε μέσα πρότυπα αλληλουχιών λέμε ότι ο πίνακας p(ij) αντιστοιχεί σε μια “γονιδιωματική υπογραφή” καθώς οι σχετικές συχνότητες είναι πολύ συχνά δηλωτικές του γονιδιώματος από το οποίο προέρχεται μια αλληλουχία (S. Karlin & Burge, 1995; S. Karlin, Ladunga & Blaisdell, 1994)⁠. Η απόσταση D μεταξύ γονιδιωματικών υπογραφών έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία για την εξαγωγή σχέσεων μεταξύ ειδών με βάση τις σχετικές συχνότητες εμφάνισης δινουκλεοτιδίων (Gentles & Karlin, 2001; S. Karlin & Mrázek, 1997)⁠. Στο παράδειγμα που εξετάζουμε, θα συγκρίνουμε νησίδες CpG διαφορετικών ειδών, αρχικά χρησιμοποιώντας τις απόλυτες και στη συνέχεια τις σχετικές τιμές εμφάνισης δινουκλεοτιδίων και θα εξετάσουμε πότε επιτυγχάνεται καλύτερη διάκριση μέσω της απόστασης D της εξίσωσης 2.11.
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    Εικόνα 2.1: Υπολογισμός απόστασης CpG νησίδων του ανθρώπου από συλλογές νησίδων τριών διαφορετικών ειδών με τη χρήση της εξίσωσης 2.11. Οι νησίδες τοποθετούνται πλησιέστερα στο γονιδίωμα προέλευσής τους όταν χρησιμοποιούνται σχετικές συχνότητες.



    


    Ερώτηση: Πιστεύετε ότι η χρήση τρινουκλεοτιδίων αντί για δινουκλεοτίδια στις γονιδιωματικές υπογραφές θα έδινε καλύτερα αποτελέσματα και γιατί;


    


    Στην Εικόνα 2.1 βλέπουμε ότι οι αποστάσεις που υπολογίζουμε για τις ανθρώπινες νησίδες CpG είναι μικρότερες όταν συγκρίνουμε με τις νησίδες που προέρχονται από το ίδιο γονιδίωμα, στην περίπτωση που εξετάζουμε σχετικές συχνότητες εμφάνισης δινουκλεοτιδίων (ανοιχτό μπλέ). Αντίθετα, όταν εξετάζουμε απλές συχνότητες εμφάνισης (πράσινο) οι αποστάσεις είναι συνολικά μεγαλύτερες και επιπλέον η μικρότερη απόσταση επιτυγχάνεται όταν συγκρίνουμε τις νησίδες του ανθρώπου με τις αντίστοιχες του ποντικιού. Βλέπουμε δηλαδή πως η χρήση των σχετικών συχνοτήτων μας επιτρέπει να εντοπίσουμε ιδιότητες της αλληλουχίας που είναι χαρακτηριστικές του είδους, ενώ στο επίπεδο των απλών συχνοτήτων οι ιδιότητες αυτές επικαλύπτονται από χαρακτηριστικά που σχετίζονται με τη λειτουργικότητα, τις έντονες δηλαδή υπερ-εκπροσωπήσεις δινουκλεοτιδίων που είναι δηλωτικές των νησίδων CpG γενικότερα, ανεξαρτήτως του είδους. Βλέπουμε έτσι ένα παράδειγμα στο οποίο η χρήση σχετικών συχνοτήτων προσφέρει μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα, σε ό,τι άφορα τουλάχιστον κάποια συγκεκριμένα χαρακτηριστικά.


    


    


    Ανάλυση πρωτοταγούς δομής αλληλουχιών. Ένα πιο σύνθετο πρόβλημα


    


    Εντοπισμός νησίδων CpG σε γονιδιωματικές αλληλουχίες


    


    Μέχρι τώρα εξετάσαμε το απλούστερο από τα δύο προβλήματα που θέσαμε στην αρχή. Συγκεκριμένα, είδαμε πώς μπορούμε να κατατάξουμε μια αλληλουχία άγνωστης λειτουργικότητας σε μια συγκεκριμένη κατηγορία για την οποία έχουμε υπολογίσει ένα πρότυπο χρήσης δινουκλεοτιδίων. Ωστόσο, στα φυσικά χρωμοσώματα, οι διάφορες λειτουργικές αλληλουχίες του γονιδιώματος δεν είναι αυτόνομες, αλλά βρίσκονται ενσωματωμένες σ' ένα συνεχές, χωρίς προφανή, διακριτά όρια. Η φυσική οργάνωση του γονιδιώματος επιβάλλει έτσι ένα πιο σύνθετο πρόβλημα το οποίο διατυπώνεται μέσω του δεύτερου ερωτήματος που συζητήσαμε στην πρώτη ενότητα αυτού του Κεφαλαίου:


    


    Δεδομένης μιας μεγάλης σε μήκος αλληλουχίας, πώς θα μπορούσαμε να εντοπίσουμε τις θέσεις των νησίδων CpG μέσα σε αυτήν;


    


    Η πολυπλοκότητα του προβλήματος βασίζεται ακριβώς στη φυσική δομή του γονιδιώματος. Πώς μπορούμε να διακρίνουμε σε ποιο σημείο ξεκινά και τελειώνει μία νησίδα CpG; Γνωρίζουμε ότι οι νησίδες CpG χρησιμοποιούν συγκεκριμένα δινουκλεοτίδια με διαφορετικό τρόπο απ' ότι αλληλουχίες άλλου είδους, αλλά πώς θα μπορέσουμε να χρησιμοποιήσουμε αυτήν την πληροφορία για να οριοθετήσουμε τα σημεία έναρξης και λήξης των νησίδων μέσα σε μια “θάλασσα” DNA; Το πρόβλημα που αντιμετωπίζουμε συνίσταται ουσιαστικά στο να διακρίνουμε με ποιον τρόπο ένα σύστημα παλινδρομεί μεταξύ δύο προτύπων, ενός προτύπου CpG-νησίδων και ενός προτύπου μη-CpG-νησίδων.


    Το κλειδί για τη λύση αυτού του προβλήματος είναι να κατανοήσουμε ότι τόσο ο ορισμός του κάθε προτύπου, όσο και η εναλλαγή μεταξύ των προτύπων μπορούν να οριστούν πιθανοτικά. Για τα πρότυπα, αυτό το γνωρίζουμε ήδη, καθώς τα έχουμε ορίσει με βάση τις συχνότητες εμφάνισης δινουκλεοτιδίων. Τι ισχύει όμως για την εναλλαγή μεταξύ τους κατά μήκος μιας αρκετά μεγάλης αλληλουχίας; Σε αυτό το σημείο, βοηθάει να φανταστούμε την αλληλουχία σαν ένα “γραμμικό μωσαϊκό” όπου οι νησίδες CpG αποτελούν τις ψηφίδες και η υπόλοιπη αλληλουχία το φόντο. Το ερώτημα συνίσταται στο να βρούμε έναν τρόπο να καταλάβουμε πότε βρισκόμαστε σε μια ψηφίδα και πότε στο γενικότερο υπόβαθρο. Ας προσπαθήσουμε πρώτα να απαντήσουμε σε ένα απλούστερο ερώτημα: Επιλέγοντας στην τύχη μια θέση στην αλληλουχία, ποια είναι η πιθανότητα αυτή να αντιστοιχεί σε μια νησίδα CpG; Είναι προφανές πως η πιθανότητα είναι ίση με το λόγο του συνολικού μήκους των νησίδων CpG προς το μήκος της αλληλουχίας. Ήδη όμως αρχίζουμε να καταλαβαίνουμε γιατί θα πρέπει να ορίσουμε το πρόβλημα στο χώρο των πιθανοτήτων. Μια επόμενη, αρκετά πιο δύσκολη ερώτηση είναι η εξής: Αν έχω βρεθεί στην τύχη μέσα σε μια νησίδα CpG ποια είναι η πιθανότητα κάνοντας ένα βήμα δεξιά (διαβάζοντας το επόμενο νουκλεοτίδιο) να βρεθώ έξω από αυτήν και ποια η πιθανότητα να παραμείνω εντός της; Για να απαντήσουμε σε αυτό το ερώτημα χρειαζόμαστε περισσότερα δεδομένα από το πλήθος και τα μήκη των CpG νησίδων. Ωστόσο, έχουμε κάνει ένα ακόμα βήμα στην προσπάθειά μας να ορίσουμε το πρόβλημα επαρκώς. Καταλαβαίνουμε πλέον πως αν μπορούμε να υπολογίσουμε την πιθανότητα να βρεθούμε μέσα σε μια νησίδα CpG και την πιθανότητα να παραμείνουμε μέσα σε αυτήν ή όχι, μπορούμε πρακτικά να “διαβάσουμε” όλη την αλληλουχία σημειώνοντας τα σημεία εισόδου και εξόδου σε CpG νησίδες. Με αυτόν τον τρόπο θα έχουμε λύσει το αρχικό πρόβλημα. Για να δούμε πώς μπορούμε να υπολογίσουμε αυτές τις πιθανότητες θα πρέπει πρώτα να συζητήσουμε λίγο πιο αναλυτικά κάποιες βασικές ιδιότητες.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο IΙΙ. Διαδικασίες Markov (Μarkov Processes)


    


    Το πρόβλημα που περιγράψαμε παραπάνω για τις νησίδες CpG μέσα σε μια μεγάλη αλληλουχία είναι ουσιαστικά ένα πρόβλημα συνδυασμού δύο συστημάτων πιθανοτήτων. Ένα σύνολο πιθανοτήτων ορίζει κατά πόσο βρισκόμαστε μέσα σε μια νησίδα ή όχι κι ένα άλλο ορίζει το κατά πόσο παραμένουμε ή όχι μέσα στη νησίδα καθώς “διαβάζουμε” την αλληλουχία βήμα-βήμα. Είναι ακριβώς αυτή η έννοια της “βήμα-βήμα” ανάγνωσης της αλληλουχίας με τη μορφή μιας σειράς συμβόλων που μας οδηγεί σε ένα πολύ χρήσιμο εργαλείο της θεωρίας πιθανοτήτων. Τις Στοχαστικές Διαδικασίες Markov (Markov Process) (Norman, 1973)⁠. Μια Στοχαστική Διαδικασία Markov (στο εξής απλώς Διαδικασία Markov) είναι μια πιθανοκρατική ερμηνεία μιας σειράς παρατηρήσεων (μετρήσεων, συμβόλων κλπ) που υπακούει στην ιδιότητα Markov σύμφωνα με την οποία:


    


    Μια σειρά παρατηρήσεων S ακολουθεί διαδικασία Markov k-τάξης αν για κάθε θέση i της σειράς, η τιμή της παρατήρησης S[i] εξαρτάται από τις τιμές των i-k προηγούμενων (S[i-1, i-2, …., i-k]).


    


    Βασικό χαρακτηριστικό των διαδικασιών Markov είναι ο χαρακτήρας “περιορισμένης μνήμης” που ορίζεται από την τάξη k. Μια διαδικασία Μarkov oρίζει πιθανοτικά οποιαδήποτε παρατήρηση μέσα σε μια σειρά παρατηρήσεων με τρόπο που καθορίζεται αυστηρά από την τάξη της, ενώ για παρατηρήσεις που απέχουν περισσότερο από k η διαδικασία Markov ορίζει πλήρη ανεξαρτησία. Οι διαδικασίες Markov μπορούν με αυτόν τον τρόπο να περιγράψουν σχέσεις γειτνίασης μεταξύ συμβόλων σε μια συμβολοσειρά, με δεδομένες εξαρτήσεις απόστασης, αποτυπώνοντας έτσι χαρακτηριστικά της πρωτοταγούς (γραμμικής) οργάνωσής της. Για αυτόν ακριβώς το λόγο, αποτελούν έναν πολύ βολικό τρόπο απεικόνισης βιολογικών αλληλουχιών, όπως θα δούμε και παρακάτω.


    


    


    Διαδικασίες Markov


    


    Με βάση τα παραπάνω, ορίζουμε μια διαδικασία (ή μια αλυσίδα) Markov (Markov Process ή Markov Chain αντίστοιχα) ως μια στοχαστική διαδικασία που υπακούει στην ιδιότητα Markov και καθορίζει μια σειρά παρατηρήσεων που μεταπίπτουν τυχαία μεταξύ διαφορετικών καταστάσεων . Μπορείτε να φανταστείτε τέτοιου τύπου διαδικασίες σε τελείως διαφορετικά συστήματα από τις τιμές των μετοχών στο χρηματιστήριο έως την απόδοση ποδοσφαιρικών ομάδων. Μια διαδικασία Markov μπορεί να περιγράψει έτσι τη μεταβολή μιας μετοχής μέσω δύο καταστάσεων, μίας όπου οι περισσότεροι θέλουν να την αγοράσουν (και η τιμή της συνήθως ανεβαίνει) και μίας δεύτερης, οπου οι περισσότεροι ρευστοποιούν (και η τιμή της συνήθως πέφτει). Αντίστοιχα, η απόδοση μιας ποδοσφαιρικής ομάδας μπορεί να αναλυθεί ως διαδοχή των αποτελεσμάτων της στο πρωτάθλημα στο οποίο συμμετέχει, τα οποία ορίζονται σε τρεις καταστάσεις (νίκη, ισοπαλία, ήττα). Και στις δύο αυτές περιπτώσεις (και μάλλον περισσότερο στη δεύτερη) οι μεταβολές μεταξύ των καταστάσεων (αγορά-πώληση ή νίκη-ισοπαλία-ήττα) δεν είναι απολύτως ανεξάρτητες μεταξύ τους. Η διαδικασία είναι μεν στοχαστική καθώς κανένα αποτέλεσμα δεν είναι απολύτως προκαθορισμένο (εδώ καλείστε να φανταστείτε το ποδοσφαιρικό πρωτάθλημα των ονείρων σας), οι πιθανότητες όμως πραγματοποίησης των ενδεχομένων δεν είναι ίσες και κυριότερα εξαρτώνται από τα προηγούμενα στάδια. Μια ομάδα που έχει κερδίσει τρία παιχνίδια στη σειρά είναι πιθανότατα σε πολύ καλή αγωνιστική κατάσταση και συνεπώς έχει μεγαλύτερες πιθανότητες να ξανακερδίσει απ' ότι αν είχε φέρει τρεις ισοπαλίες. Αντίστοιχα η τιμή μιας μετοχή ενδέχεται να ανέβει κι άλλο αν οι επενδυτές θεωρήσουν ότι οι χτεσινή και προχτεσινή άνοδος της τιμής της αντικατοπτρίζει μια πραγματική αύξηση της αξίας της.


    


    Μοντέλα Markov (Markov Models)


    


    Πώς όμως μπορούμε να εκμεταλλευτούμε θεωρητικές κατασκευές, όπως οι διαδικασίες Markov για να κατανοήσουμε καλύτερα την οργάνωση βιολογικών αλληλουχιών; Κάτι τέτοιο μπορεί να επιτευχθεί με τη μοντελοποίηση ενός φαινομένου στο πλαίσιο μιας διαδικασίας Markov, τη συγκρότηση δηλαδή ενός Μοντέλου Markov το οποίο θα μπορεί να περιγράψει επαρκώς τη διαδοχή των παρατηρήσεών μας στο πλαίσιο της εξέλιξης ενός φαινομένου. Βασικό χαρακτηριστικό ενός Μοντέλου Markov για ένα συγκεκριμένο σύστημα θα είναι έτσι η δυνατότητα αναπαραγωγής (αν και συνηθίζεται περισσότερο ο όρος “παραγωγή”) της διαδοχής των παρατηρήσεων. Ένα Μοντέλο Markov για την απόδοση της ποδοσφαιρικής ομάδας Χ, θα παράγει έτσι αλληλουχίες του τύπου “Ν-Η-Η-Ι-Ν-Ν” (όπου Ν: Νίκη, Η: Ήττα και Ι: Ισοπαλία). Σε ένα τέτοιο μοντέλο η κατάσταση είναι προφανής και προκύπτει από την απλή παρατήρηση του πίνακα του σκορ στο τέλος κάθε αγώνα. Λέμε τότε ότι η κατάσταση είναι πλήρως παρατηρήσιμη.


    Τι συμβαίνει όμως σε συστήματα όπου η κατάσταση δεν ορίζεται τόσο ξεκάθαρα; Ένα τέτοιο είναι αυτό που ορίζεται από το δικό μας πρόβλημα, στο οποίο το αν μια περιοχή αντιστοιχεί ή όχι σε μια νησίδα CpG δεν είναι κάτι προφανές και απόλυτα συναγόμενο από την παρατήρηση. Από την άλλη πλευρά υπάρχουν ποσοτικές παράμετροι (π.χ. η σχετική συχνότητα του CpG δινουκλεοτιδίου) που μπορούν να διακρίνουν σε κάποιο βαθμό μεταξύ νησίδων και μη-νησίδων. Στην περίπτωση αυτή λέμε ότι οι καταστάσεις είναι μερικώς παρατηρήσιμες, ένα μέρος τους είναι δηλαδή “κρυμμένο” από τον παρατηρητή. Τόσο στην περίπτωση των CpG νησίδων, αλλά και σε μια σειρά από παρόμοια προβλήματα ανάλυσης της πρωτοταγούς οργάνωσης βιολογικών αλληλουχιών το είδος της λειτουργίας που εξετάζεται είναι δυσδιάκριτο και αναγκαστικά θα πρέπει να μοντελοποιηθεί ως “κρυμμένο”. Τα μοντέλα Markov που περιγράφουν αυτά τα συστήματα ονομάζονται Κρυμμένα Μοντέλα Markov (Hidden Markov Models, HMM), έχουν μια σειρά από πολύ ενδιαφέρουσες ιδιότητες και έναν πολύ μεγάλο αριθμό εφαρμογών στη Βιολογία, από την αναγνώριση γονιδιακών περιοχών σε πλήρη γονιδιώματα (Lukashin & Borodovsky, 1998)⁠ έως την κατηγοριοποίηση πρωτεϊνών σε οικογένειες (Eddy, 1998)⁠. Στη συνέχεια θα συζητήσουμε τα βασικά τους χαρακτηριστικά και θα δούμε ένα απλό παράδειγμα πριν περάσουμε στο πιο σύνθετο μοντέλο που θα μας βοηθήσει να εντοπίσουμε CpG νησίδες σε ευρύτερες γονιδιωματικές περιοχές.


    


    


    Kρυμμένα Μοντέλα Markov (Hidden Markov Models, HMM)


    


    Φανταστείτε το εξής, λίγο παράξενο πρόβλημα. Ο κύριος Κ κατοικεί πολύ κοντά στο αεροδρόμιο της πόλης Η, το οποίο δέχεται μεγάλο αριθμό πτήσεων ειδικά τους καλοκαιρινούς μήνες. Όταν ο άνεμος είναι νότιος, ο πύργος ελέγχου ζητά συχνά από τα αεροπλάνα που προσεγγίζουν να προσγειωθούν στο διάδρομο που βρίσκεται δίπλα στο σπίτι του κυρίου Κ, με αποτέλεσμα ο κύριος Κ να ταράζεται από τον εκκωφαντικό θόρυβο. Όταν ο άνεμος στην πόλη Η είναι βόρειος τότε τα αεροπλάνα κατευθύνονται συχνότερα σε έναν άλλο διάδρομο προσγείωσης, κάνοντας τη ζωή του κυρίου Κ λίγο πιο ήσυχη. Οι ελεγκτές εναέριας κυκλοφορίας, ωστόσο δεν αποφασίζουν πού θα κατευθύνουν τα αεροσκάφη να προσγειωθούν μόνο με βάση τον άνεμο, αλλά λαμβάνουν υπόψη τους και άλλα δεδομένα όπως η κίνηση στους αεροδιαδρόμους, το είδος και το μέγεθος του κάθε αεροσκάφους κλπ. Με βάση τα δεδομένα που προκύπτουν από πολλούς μήνες καταγραφής αφίξεων μπορούμε να πούμε ότι κατά μέσο όρο όταν φυσάει Νοτιάς οι ελεγκτές κατευθύνουν το 80% των αεροπλάνων προς το διάδρομο που βρίσκεται δίπλα στο σπίτι του κυρίου Κ, ενώ όταν φυσάει Βοριάς κάνουν το ίδιο μόλις για το 10% των αεροπλάνων που προσεγγίζουν. Για τον κύριο Κ η κατεύθυνση του ανέμου είναι κάτι που δεν μπορεί να καταλάβει πολύ εύκολα. Γνωρίζει γενικά πως στην πόλη Η φυσάει συχνότερα βόρειος άνεμος (γενικά το 60% των ημερών) και σπανιότερα νότιος (το υπόλοιπο 40% των ημερών). Ένας φίλος του, που είναι μετεωρολόγος του έχει πει επίσης πως ο καιρός στην πόλη Η τείνει να είναι γενικότερα άστατος και πως η κατεύθυνση του ανέμου τείνει να αλλάζει από τη μια μέρα στην άλλη αρκετά συχνά. Συγκεκριμένα, το 30% των ημερών η κατεύθυνση του ανέμου θα αλλάξει και το 70% των φορών θα παραμείνει ίδια μεταξύ δύο συνεχόμενων ημερών.


    Ο κύριος Κ αναρωτιέται: Θα μπορούσε άραγε να προβλέψει την κατεύθυνση του ανέμου, παρατηρώντας μόνο την πορεία προσγείωσης των αεροπλάνων πάνω από το σπίτι του;
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    Εικόνα 2.2: Αναπαράσταση της πορείας διέλευσης των αεροσκαφών πάνω από το σπίτι του κυρίου Κ ανάλογα με την κατεύθυνση του ανέμου με ένα μοντέλο Markov.



    


    


    Το πρόβλημα που καλείται να λύσει ο κύριος Κ είναι ένα πρόβλημα συνδυασμού πιθανοτήτων και έχει όλα τα χαρακτηριστικά που θα μπορούσαν να συμπεριληφθούν σε ένα Κρυμμένο Μοντέλο Markov. Υπάρχουν δύο καταστάσεις (Βόρειος ή Νότιος άνεμος) οι οποίες είναι μερικά μόνο παρατηρήσιμες. Ο κύριος Κ δεν έχει ανεμόμετρο αλλά γνωρίζει (με πικρή πείρα) πόσα αεροσκάφη ταράζουν τον ύπνο του μέσα στη νύχτα και δεδομένης της προτίμησης των ελεγκτών, μπορεί να προσπαθήσει να καταλάβει την κατευθυνση του ανέμου, ανάλογα με το αν τα αεροπλάνα προσγειώνονται περνώντας πάνω από το σπίτι του. Για τον κύριο Κ τα ενδεχόμενα που μπορεί να παρατηρήσει είναι η διέλευση ή όχι των αεροπλάνων κοντά στο σπίτι του. Αυτά συνιστούν την παρατηρήσιμη μεταβλητή. Ωστόσο η διέλευση εξαρτάται πιθανοτικά από την κατεύθυνση του ανέμου, κάτι που ο κύριος Κ δεν μπορεί να παρατηρήσει. Αναφερόμαστε, έτσι στην κατεύθυνση του ανέμου ως την “κρυμμένη κατάσταση” του συστήματος, καθώς ο κύριος Κ δεν μπορεί να γνωρίζει αν σε δεδομένη στιγμή ο άνεμος είναι βόρειος ή νότιος. Το παραπάνω πρόβλημα μπορεί να κωδικοποιηθεί στο σχήμα της Εικόνας 2.2. Οι δύο καταστάσεις (Β, Ν) αντιστοιχούν στην κατεύθυνση του ανέμου. Υπάρχει μια συγκεκριμένη πιθανότητα σε μια οποιαδήποτε μέρα να πνέει βόρειος (Β=0.6) ή νότιος (Ν=0.4) άνεμος. Από εκεί και πέρα, κάθε μέρα υπάρχει πιθανότητα 0.7 η κατεύθυνση του ανέμου να παραμένει η ίδια και 0.3 να αλλάζει. Δεδομένης τώρα της κατάστασης, της κατεύθυνσης δηλαδή του ανέμου, υπάρχουν διαφορετικές πιθανότητες τα αεροπλάνα να κατευθύνονται ή όχι πάνω από το σπίτι του κυρίου Κ, ο οποίος καλείται να προβλέψει τον καιρό (μπλέ καταστάσεις) με βάση την πορεία των αεροπλάνων (κόκκινες παρατηρήσεις).


    


    


    Ορισμός ενός Κρυμμένου Μοντέλου Markov


    


    Το παράδειγμα του κυρίου Κ έχει όλα τα χαρακτηριστικά ενός προβλήματος που μπορεί να οριστεί μέσω ενός μοντέλου Markov. Για την ακρίβεια, το σχήμα της Εικόνας 2.2 αναπαριστά ένα τέτοιο μοντέλο στο οποίο ένας δεδομένος αριθμός Κ καταστάσεων, συνδέεται με διαφορετικές πιθανότητες παρατήρησης Ν διαφορετικών ενδεχομένων. Σε ένα τέτοιο μοντέλο ορίζονται ως “καταστάσεις” τα δυνατά πρότυπα από τα οποία μπορούμε να παρατηρήσουμε ενδεχόμενα. Έτσι στο πρόβλημα του κυρίου Κ οι πιθανές καταστάσεις είναι οι:


    Β (βόρειος άνεμος) και


    Ν (νότιος άνεμος)


    για κάθεμία από τις οποίες μπορούμε να υπολογίσουμε πιθανότητες παρατήρησης του κάθε ενδεχόμενου:


    1. τα αεροπλάνα να περνούν πάνω από το σπίτι του και


    2. να κατευθύνονται αλλού.


    Για κάθε ζεύγος καταστάσεων ορίζεται μια πιθανότητα εναλλαγής από τη μία στην άλλη, την οποία ορίζουμε ως πιθανότητα μετάβασης (στην περίπτωση του παραδείγματος οι τιμές αυτές είναι 0.7 για την παραμονή στην ίδια κατάσταση και 0.3 για μετάβαση στην άλλη). Αντίστοιχα, ορίζουμε ως πιθανότητες εκπομπής τις πιθανότητες παρατήρησης ενδεχομένων εντός μιας δεδομένης κατάστασης (στο παράδειγμά μας 0.1, 0.9 και 0.8, 0.2 αντίστοιχα).


    Γενικότερα θα ορίσουμε ως Κρυμμένο Μοντέλο Μarkov κάθε μοντέλο που αποτελείται από:


    · Έναν πίνακα E διαστάσεων (Κ x N), των πιθανοτήτων εκπομπής για Κ καταστάσεις και Ν ενδεχόμενα για κάθε κατάσταση, έτσι ώστε η πιθανότητα Ε[k,n] να αντιστοιχεί στην πιθανότητα παρατήρησης του ενδεχομένου n δεδομένης της κατάστασης k.


    · Έναν πίνακα Μ διαστάσεων K2, των πιθανοτήτων μετάβασης από καθεμία από τις καταστάσεις Κ σε οποιαδήποτε από τις άλλες (συμπεριλαμβανομένης της ίδιας), έτσι ώστε η πιθανότητα Μ[k1,k2] να αντιστοιχεί στην πιθανότητα μετάβασης από την κατάσταση k1 στην k2.


    · Δύο μονοδιάστατους πίνακες αρχικής/τελικής κατάστασης Α και Τ με διάσταση Κ που αντιστοιχούν στις πιθανότητες μετάβασης από την αρχική κατάσταση Α σε κάθεμια από τις καταστάσεις Κ και από κάθε κατάσταση Κ στην τελική Τ αντίστοιχα.


    


    Ερώτηση: Ποιο θα είναι το άθροισμα όλων των πιθανοτήτων μετάβασης του Πίνακα Μ;


    


    


    


    Σύνθετα Κρυμμένα Μοντέλα Μarkov


    


    Χωρίς να θέλουμε να παραγνωρίσουμε το πρόβλημα του κυρίου Κ μπορούμε να περάσουμε τώρα στο πιο σύνθετο πρόβλημα που προκύπτει από το βιολογικό ερώτημα που θέσαμε παραπάνω και έχει να κάνει με τον καθορισμό των θέσεων CpG νησίδων σε χρωμοσωμικές αλληλουχίες. Το πρόβλημα είναι εδώ πιο σύνθετο γιατί στην ουσία εμπλέκει δύο συστήματα που εξελίσσονται ταυτόχρονα. Αφενός υπάρχει μια διαδοχή νουκλεοτιδίων που ορίζει την πρωτοταγή αλληλουχία. Η διαδοχή των βάσεων στην αλληλουχία δεν είναι ανεξάρτητη και όπως είδαμε στην αρχή αυτού του κεφαλαίου, προτιμήσεις στην αλληλοδιαδοχή των βάσεων είναι μεγάλης σημασίας τόσο για τη λειτουργία όσο και για την προέλευση μιας αλληλουχίας. Από την άλλη πλευρά, σε ένα ανώτερο επίπεδο, υπάρχει μια διαδοχή σε επίπεδο καταστάσεων που ορίζεται από τη διάταξη των τμημάτων CpG νησίδων και των ενδιάμεσων μη-νησιδικών περιοχών. Για να μοντελοποιήσουμε αυτό το σύστημα θα χρειαστούμε έτσι να οργανώσουμε ένα σύνθετο μοντέλο, όπου η κάθε κατάσταση θα αποτελείται από ένα υπο-μοντέλο.


    Αν έχετε ήδη μπερδευτεί προσπαθήστε αρχικά να φανταστείτε μια αλληλουχία που αποτελείται από μια μοναδική νησίδα CpG και η οποία περιγράφεται με μια διαδικασία Markov πρώτης τάξης, όπου κάθε νουκλεοτίδιο εξαρτάται από το αμέσως προηγούμενό του. Στην ουσία δεν έχουμε κάνει τίποτα περισσότερο από το να ορίσουμε με διαφορετικό τρόπο το πρότυπο του Πίνακα 2.2. Επειδή η αλληλουχία μας είναι μια νησίδα CpG έχουμε πιθανότητα P=1 να βρεθούμε μέσα σε μια νησίδα και P=0 να βρεθούμε οπουδήποτε αλλού σε οποιοδήποτε βήμα. Η δε διαδοχή των νουκλεοτιδίων ορίζεται από το αμέσως προηγούμενο, συνεπώς ένας πίνακας συχνοτήτων εμφάνισης δινουκλεοτιδίων είναι απολύτως επαρκής για την περιγραφή της αλληλουχίας. Αν στη θέση i-1 το νουκλεοτίδιο είναι Α τότε έχουμε μια σειρά από τέσσερις πιθανότητες για κάθε νουκλεοτίδιο να είναι το επόμενο i. Αυτές μπορούν να υπολογιστούν με έναν απλό μετασχηματισμό του πίνακα 2.2.


    Tι συμβαίνει όμως όταν θέλουμε να περιγράψουμε πιο σύνθετα προβλήματα όπως η ρεαλιστική περίπτωση που περιγράψαμε νωρίτερα, στην οποία νησίδες CpG και άλλες αλληλουχίες εναλλάσσονται μέσα στη γραμμική αλληλουχία; Αντί για δύο καταστάσεις, το μοντέλο μας τώρα θα περιέχει δύο σύνολα καταστάσεων, ένα που θα αντιστοιχεί στις νησίδες CpG και ένα που θα αντιστοιχεί σε περιοχές που δεν είναι νησίδες. Για καθένα από τα δύο αυτά σύνολα, θα ορίζονται καταστάσεις (CpG/μη-CpG), για τις οποίες θα υπάρχουν 16 πιθανότητες εκπομπής που θα αντιστοιχούν στα 16 δινουκλεοτίδια. Οι πιθανότητες αυτές θα δίνονται από τους αντίστοιχους πίνακες του Πίνακα 2.1. Το μόνο που απομένει είναι οι πιθανότητες μετάβασης και οι αρχικές πιθανότητες. Οι τελευταίες είναι εύκολο να εκτιμηθούν, αν αναλογιστούμε τη σχετική σπανιότητα των νησίδων CpG σε γονιδιωματικές αλληλουχίες. Αν υποθέσουμε πως αυτές καλύπτουν το 5% ενός γονιδιώματος (μια μάλλον γενναιόδωρη εκτίμηση) τότε μπορούμε να πούμε πως οι αρχικές πιθανότητες θα είναι 0.05 και 0.95 για νησίδες και μη-νησίδες αντίστοιχα. Σε ό,τι αφορά τώρα τις πιθανότητες μετάβασης, αυτές θα πρέπει να εκτιμηθούν μέσα από πραγματικά δεδομένα, από αλληλουχίες δηλαδή με γνωστή τη διαδοχή νησίδων και μη-νησίδων, με τρόπο ανάλογο αυτού, με τον οποίο οι παράμετροι πιθανοτήτων εκπομπής (οι συχνότητες εμφάνισης) υπολογίστηκαν από πραγματικές αλληλουχίες. Μια ρεαλιστική προσέγγιση αυτών των τιμών φαίνεται στο μοντέλο της Εικόνας 2.3 , όπου η πιθανότητα παραμονής σε μια νησίδα είναι 0.8 και μετάβασής της σε μη-νησίδα είναι 0.2, με τις αντίστοιχες πιθανότητες για μια μη-νησίδα να είναι 0.9 και 0.1. Tόσο από την Εικόνα 2.3 όσο και από την Εικόνα 2.2 για το παράδειγμα του κυρίου Κ, γίνεται σαφές πως το άθροισμα των πιθανοτήτων μετάβασης τόσο από μία όσο και σε μία οποιαδήποτε κατάσταση θα πρέπει να είναι 1[6].


    Τα Κρυμμένα Μοντέλα Markov (στο εξής ΗΜΜ) είναι ιδιαίτερα χρήσιμα για τη μελέτη, ανάλυση και μοντελοποίηση ενός μεγάλου εύρους πιθανοκρατικών προβλημάτων, καθώς μπορούν να μας βοηθήσουν να απαντήσουμε αρκετά ερωτήματα σχετικά με την εξέλιξη μιας διαδικασίας σε μια διάσταση (στο χώρο ή στο χρόνο). Στη συνέχεια θα εξετάσουμε τα δύο βασικότερα ερωτήματα αυτού του τύπου.
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    Εικόνα 2.3: Αναπαράσταση της διαδοχής CpG νησίδων σ' ένα ευκαρυωτικό γονιδίωμα με ένα σύνθετο μοντέλο Markov που αποτελεί συνδυασμό ενός μοντέλου όπως αυτού της Εικόνας 2.2 και των μοντέλων συνεμφανίσεων δινουκλεοτιδίων του Πίνακα 2.1.



    


    


    


    


    


    ΗΜΜ. Πιθανότητα παρατήρησης μιας σειράς γεγονότων


    


    Ας θυμηθούμε για λίγο το πρόβλημα του κυρίου Κ, που προσπαθεί να προβλέψει την κατεύθυνση του ανέμου εξετάζοντας μόνο την πορεία προσέγγισης των αεροπλάνων. Ο κύριος Κ δε γνωρίζει την κατεύθυνση του ανέμου γι' αυτό λέμε ότι γι' αυτόν αυτή αποτελεί “κρυμμένη κατάσταση”. Πριν προσπαθήσουμε να σκεφτούμε τρόπους για να απαντήσουμε σε αυτό το (ομολογουμένως δύσκολο) ερώτημα, ας αναλογιστούμε ένα αρκετά απλούστερο. Έστω ότι ο κύριος Κ παίρνει από το μετεωρολόγο φίλο του στοιχεία για τον καιρό για μια εβδομάδα και ότι γνωρίζει ακριβώς την κατεύθυνση του ανέμου για 7 συνεχόμενες ημέρες. Έστω επίσης ότι για τις ίδιες 7 ημέρες έχει καταγράψει την πορεία προσέγγισης των αεροπλάνων, έχοντας έτσι δεδομένα τόσο για την κατάσταση του καιρού, όσο και για τη διέλευση των αεροσκαφών. Το ερώτημα που καλείται να απαντήσει είναι:


    Ποια είναι η πιθανότητα να παρατηρηθεί αυτή η σειρά διελεύσεων, δεδομένης της γνωστής διαδοχής των καταστάσεων;


    


    H απάντηση σε αυτήν την ερώτηση είναι σχετικά εύκολο να δοθεί. Για κάθε ημέρα γνωρίζει την κατάσταση από την οποία έχει προκύψει η αντίστοιχη παρατήρηση. Επίσης γνωρίζει τη διαδοχή των καταστάσεων. Ανατρέχοντας στις αντίστοιχες πιθανότητες εκπομπής εντός της κάθε κατάστασης και μετάβασης μεταξύ καταστάσεων μπορεί να υπολογίσει τη συνολική πιθανότητα ως το γινόμενό τους. Για τη διαδοχή καταστάσεων, παρατηρήσεων που φαίνεται στην Εικόνα 2.4, και εφόσον συμβολίσουμε τις καταστάσεις σαν Β, Ν και τα ενδεχόμενα Δ (διέλευση από το σπίτι του Κ), Ο (μη-διέλευση από το σπίτι του Κ), το γινόμενο αυτό έχει ως εξής:
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    αντικαθιστώντας:
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    και τελικά:
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    Εικόνα 2.4: Υπολογισμός της συνολικής πιθανότητας μιας σειράς διελεύσεων, δεδομένης μιας συγκεκριμένης διαδοχής καταστάσεων (Ν,Ν,Β,Β,Ν,Ν,Β).


    


    


    Η ολική πιθανότητα είναι δηλαδή μικρότερη από 1/1000. Παρατηρούμε ότι ακόμα και για μια σχετικά αναμενόμενη διαδοχή γεγονότων, με το πιθανότερο ενδεχόμενο διέλευσης να πραγματοποιείται σε έξι από τις επτά ημέρες και με τα ποσοστά καταστάσεων να είναι ~50%, η συνολική πιθανότητα είναι εξαιρετικά μικρή. Κάτι τέτοιο είναι όμως αναμενόμενο αν αναλογιστούμε ότι ο συνδυασμός των πιθανοτήτων σε γινόμενο θα δίνει όλο και μικρότερες τιμές όσο το μήκος της αλληλουχίας γεγονότων αυξάνεται. Ακόμα και η πιθανότερη σειρά ενδεχομένων θα έχει εξαιρετικά μικρή πιθανότητα αν η σειρά είναι μεγάλη σε μήκος.


    


    Ερώτηση: Αν ο κύριος Κ είχε δεδομένα για ένα μήνα (30 ημέρες) η ολική πιθανότητα θα γινόταν ακόμα μικρότερη και θα χρειαζόμασταν μια σειρά από μηδενικά μετά την υποδιαστολή για να την περιγράψουμε. Μπορείτε να σκεφτείτε έναν εναλλακτικό τρόπο υπολογισμού της ολικής πιθανότητας που να μας επιτρέπει να ξεπεράσουμε προβλήματα ακρίβειας αυτού του τύπου;


    


    


    


    


    


    ΗΜΜ. Αποκωδικοποίηση διαδοχής καταστάσεων


    


    Έχοντας κατανοήσει καλύτερα το χώρο των πιθανοτήτων που μπορούμε να διερευνήσουμε με ΗΜΜ μπορούμε τώρα να γυρίσουμε πίσω στο αρχικό πρόβλημα του κυρίου Κ.


    


    Παρατηρώντας μόνο την πορεία προσγείωσης των αεροπλάνων πάνω από το σπίτι του, θα μπορούσε ο κύριος Κ να συμπεράνει την κατεύθυνση του ανέμου;


    


    Σε αυτό το σημείο θα πρέπει να έχει γίνει προφανής η αναλογία του παραπάνω ερωτήματος με το:


    


    Εξετάζοντας τη σύσταση μιας αλληλουχίας μεγάλου μήκους, μπορούμε να εντοπίσουμε τα όρια νησίδων CpG;


    


    Πράγματι τα δύο ερωτήματα είναι απολύτως ανάλογα. Υπάρχουν δύο καταστάσεις για τις οποίες γνωρίζουμε τις πιθανότητες εκπομπής για όλα τα ενδεχόμενα. Γνωρίζουμε επίσης τις πιθανότητες μετάβασης μεταξύ των καταστάσεων. Αυτό που μας ενδιαφέρει είναι να ανασυστήσουμε την πιθανότερη διαδοχή των καταστάσεων από την οποία μπορεί να έχει προέλθει η αλληλουχία των παρατηρήσεων που έχουμε στη διάθεσή μας. Ονομάζουμε αυτή τη διαδικασία “αποκωδικοποίηση” (decoding), καθώς μοιάζει αρκετά με την προσπάθεια “σπασίματος” ενός κώδικα. Η αποκωδικοποίηση είναι ένα αρκετά σύνθετο πρόβλημα, για την επίλυση του οποίου ευτυχώς έχουμε περισσότερες από μία προσεγγίσεις. Στη συνέχεια θα δούμε δύο από αυτές, την αποκωδικοποίηση Viterbi και την αποκωδικοποίηση μέσω του αλγορίθμου Forward-Backward.


    


    


    Ο αλγόριθμος Viterbi


    


    Η μέθοδος Viterbi είναι η πιο κοινή μέθοδος αποκωδικοποίησης μοντέλων Markov, και βασίζεται σε μια προσέγγιση που προχωρεί μέσω ενός αλγορίθμου δυναμικού προγραμματισμού. Το παράδειγμα του πιο απλού ερωτήματος, αυτού του υπολογισμού της πιθανότητας παρατήρησης μιας αλληλουχίας γεγονότων, δεδομένης μιας διαδοχής καταστάσεων μας βοηθάει να κατανοήσουμε πως υπάρχουν πολλοί πιθανοί συνδυασμοί καταστάσεων που να μπορούν να παραγάγουν μια συγκεκριμένη αλληλουχία παρατηρήσεων. Έτσι η σειρά:


    Κ, Κ, Ο, Ο, Ο, Κ, Ο (όπου Κ=διέλευση πάνω από το σπίτι του Κ και Ο=διέλευση από αλλού)


    θα μπορούσε να έχει πραγματοποιηθεί με έναν πολύ μεγάλο αριθμό διαφορετικών μονοπατιών διαδοχής καταστάσεων. Η πιθανότητα να έχει συμβεί αυτό, ωστόσο, διαφέρει σημαντικά από μονοπάτι σε μονοπάτι. Έτσι μια ακολουθία καταστάσεων:


    Β, Β, Ν, Ν, Ν, Β, Ν (όπου Β=βόρειος άνεμος και Ν=νότιος άνεμος)


    είναι πολύ απίθανη καθώς προϋποθέτει πως σε κάθε στάδιο, η επιλογή του ελεγκτή εναέριας κυκλοφορίας γινόταν με βάση τη μικρότερη δυνατή πιθανότητα. Από την άλλη πλευρά, μια ακολουθία καταστάσεων:


    Ν, Ν, Β, Β, Β, Ν, Β


    έχει σημαντικά μεγαλύτερη πιθανότητα, καθώς σε αυτήν την περίπτωση, για κάθε στάδιο η κατάσταση που επιλέγεται είναι αυτή με τη μεγαλύτερη δυνατή πιθανότητα. Μια πρώτη προσέγγιση για το πρόβλημα της αποκωδικοποίησης θα ήταν αυτή ακριβώς, να προσπαθήσουμε δηλαδή να αποδώσουμε σε κάθε στάδιο, την κατάσταση για την οποία η παρατήρησή μας έχει τη μεγαλύτερη πιθανότητα εκπομπής. Παρόλο που κάτι τέτοιο φαντάζει διαισθητικά σωστό, δεν είναι. Κι αυτό γιατί αγνοούμε μια βασική παράμετρο του μοντέλου που είναι οι πιθανότητες μετάβασης. Στο μοντέλο μας, η εναλλαγή καταστάσεων “κοστίζει” αρκετά σε σχέση με την παραμονή στην ίδια κατάσταση. Ο καιρός είναι άστατος, αλλά είναι αρκετά απίθανο να έχουμε τέσσερις εναλλαγές στην κατεύθυνση των ανέμων μέσα σε διάστημα επτά ημερών. Επειδή μέσα στον υπολογισμό του μονοπατιού διαδοχής καταστάσεων εμπεριέχονται και οι πιθανότητες μετάβασης, μια ακολουθία καταστάσεων με λιγότερες εναλλαγές ενδέχεται να είναι πιθανότερη. Με απολύτως ανάλογο τρόπο θα πρέπει να φανταστούμε μια αλληλουχία DNA που κατακερματίζεται σε πολλές μικρές νησίδες CpG που εναλλάσσονται διαρκώς με την υπόλοιπη αλληλουχία. Κάτι τέτοιο είναι πιο απίθανο από το να παρατηρήσουμε μακρύτερες νησίδες που θα ξεπερνούν σε μήκος τις 200 βάσεις (κάτι τέτοιο συμβαίνει στην πραγματικότητα).


    Πώς όμως θα υπολογίσουμε το καλύτερο μονοπάτι διαδοχής καταστάσεων σε κάθε περίπτωση; Πρόκειται ουσιαστικά για ένα πρόβλημα βελτιστοποίησης (optimization). Θα προσπαθήσουμε να υπολογίσουμε την ακολουθία καταστάσεων, που σε συνδυασμό με την αλληλουχία των παρατηρήσεων που έχουμε στα χέρια μας, έχει τη μέγιστη πιθανότητα. Ένας τρόπος να κάνουμε κάτι τέτοιο είναι με εξαντλητική απαρίθμηση και υπολογισμό της πιθανότητας όλων των δυνατών μονοπατιών διαδοχής καταστάσεων. Κάτι τέτοιο είναι σίγουρο πως θα εντοπίσει το καλύτερο μονοπάτι αλλά είναι εξαιρετικά ασύμφορο υπολογιστικά. Κι αυτό γιατί ο αριθμός των δυνατών μονοπατιών αυξάνει με εκρηκτικό τρόπο ακόμα και για μικρές αλληλουχίες παρατηρήσεων. Δύο καταστάσεις B, N για επτά στάδια στο παράδειγμά μας, μπορούν να συνδυαστούν με 27 = 128 τρόπους. Στην περίπτωση που μιλούσαμε για δύο εβδομάδες ο αριθμός αυτό γίνεται ίσος με 16384 και για 20 ημέρες ξεπερνά το 1000000! Γενικά, για Κ καταστάσεις και Ν στάδια, τα πιθανά μονοπάτια είναι ΚΝ. Γίνεται λοιπόν προφανές πως μια τέτοια εξαντλητική προσέγγιση δεν μπορεί να δουλέψει.


    Η βέλτιστη λύση δίνεται με τον αλγόριθμο Viterbi που βασίζεται σε μια προσέγγιση δυναμικού προγραμματισμού, η οποία συνίσταται στην επίλυση επιμέρους προβλημάτων σε τοπικό επίπεδο και στον τελικό συνδυασμό τους. Η λογική του δυναμικού προγραμματισμού θα μας απασχολήσει και σε επόμενο κεφάλαιο, αξίζει όμως να τη δούμε αναλυτικά και εδώ:


    Aς θεωρήσουμε μια αλληλουχία x1, x2..., xn με n στάδια.


    Ας ορίσουμε επίσης πιθανότητες εκπομπής ek(xi) για κάθε κατάσταση k και πιθανότητες μετάβασης rl,k μεταξύ των καταστάσεων l, k.


    Aς ορίσουμε τέλος ως pk(i) την πιθανότητα του πιο πιθανού μονοπατιού καταστάσεων για τα πρώτα i στάδια, δεδομενου ότι το i-στάδιο βρίσκεται στην κατάσταση k.


    Μπορούμε τώρα να εκκινήσουμε τον αλγόριθμο ορίζοντας:


    [image: ]2.12


    για το πρώτο στάδιο όπου s είναι η κατάσταση έναρξης. Για όλα τα επόμενα βήματα 2 έως n επιλέγουμε να λύσουμε την αναδρομική εξίσωση:
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    δηλαδή επιλέγουμε σε κάθε στάδιο την κατάσταση εκείνη που σε συνδυασμό με την αμέσως προηγούμενη πιθανότητα pstate(i-1), δίνει το μέγιστο γινόμενο στο στάδιο i. Βασικό στοιχείο της διαδικασίας είναι η αποθήκευση “δεικτών” (pointers) που να αντιστοιχούν κάθε στάδιο i με την κατάσταση state για την οποία η pk(i) μεγιστοποιείται. Αναδρομή των δεικτών από το τέλος προς την αρχή μας επιτρέπει να ανασυστήσουμε τη βέλτιστη ακολουθία καταστάσεων, όπως φαίνεται στην Εικόνα 2.5.
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    Εικόνα 2.5: Αποκωδικοποίηση της κατάστασης της κατεύθυνσης του ανέμου (γαλάζιοι κύκλοι) με βάση τις παρατηρήσεις (κόκκινα παραλληλόγραμμα) μέσω του αλγορίθμου Viterbi.


    


    Ο αλγόριθμος Viterbi μπορεί να περιγραφεί περιληπτικά παρακάτω:


    


    Αλγόριθμος :: Viterbi


    Δήλωση Αλληλουχίας Χ(n);


    Δήλωση Πίνακας Καταστάσεων Κ;


    Δήλωση Πίνακας Πιθανοτήτων Εκπομπής Ε(k,n);


    Δήλωση Πίνακας Πιθανοτήτων Μετάβασης R(k2);


    Eκκίνηση: P(state,1)=max(R(s,k)*E(k,1)); (s= κατάσταση έναρξης)


     Απόδωσε σαν k την κατάσταση state k → state;


    Aναδρομή: Για θέση i = 2 έως i = n;


     Για κάθε κατάσταση j;


     Υπολόγισε p(k,i)=p(j,i-1)*R(j,k)*E(j,i);


     Aπόδωσε j για το οποίο max(p(j,i)) σε state


    Τερματισμός


    


    Στην Εικόνα 2.5 φαίνεται η αποκωδικοποίηση της διαδοχής των καταστάσεων για το πρόβλημα της διέλευσης των αεροσκαφών πάνω από το σπίτι του κυρίου Κ. To βέλτιστο μονοπάτι διαδοχής καταστάσεων αντιστοιχεί στη σειρά των καταστάσεων (state). Η λογική πίσω από τον αλγόριθμο του Viterbi είναι ουσιαστικά η εξής: Αν για κάθε σημείο στην αλληλουχία μπορώ να αποφασίσω ποια κατάσταση δίνει την μεγαλύτερη πιθανότητα παρατήρησης μέχρι αυτό το σημείο, τότε πρακτικά κάνοντας το ίδιο για όλα τα σημεία μπορώ να ανασυστήσω το βέλτιστο μονοπάτι με ΚN υπολογισμούς αντί για ΚΝ. Η μείωση της πολυπλοκότητας του προβλήματος μέσω της εφαρμογής αυτής της λογικής, πραγματοποιείται μέσω μιας τεχνική προγραμματισμού που λέγεται δυναμικός προγραμματισμός (dynamic programming) και τον οποίο θα συζητήσουμε αναλυτικά στο Κεφάλαιο 4 στο πλαίσιο ενός διαφορετικού βιολογικού προβλήματος.


    Για τον αλγόριθμο Viterbi αλλά και γενικότερα για τους αλγορίθμους που σχετίζονται με τα μοντέλα Markov και που θα περιγραφούν στη συνέχεια, υπάρχουν κάποια σημεία που θα πρέπει να διευκρινιστούν σε ό,τι αφορά την υλοποίηση τους. Το πιο κρίσιμο πρακτικό πρόβλημα είναι ο πολλαπλασιασμός πολλών τιμών πιθανοτήτων που οδηγεί πάντοτε σε πολύ μικρά γινόμενα και σφάλματα ακρίβειας σε οποιοδήποτε υπολογιστή. Για το λόγο αυτό, ο αλγόριθμος Viterbi θα πρέπει πάντοτε να εκτελείται σε επίπεδο λογαρίθμων πιθανοτήτων και χρησιμοποιώντας αθροίσματα στη θέση των γινομένων. Με αυτόν τον τρόπο οι παραγόμενες τιμές παραμένουν διαχειρίσιμες (βλ. και Ερώτηση παραπάνω).


    


    


    O αλγόριθμος Forward-Backward


    


    Ο αλγόριθμος Viterbi αποδίδει την καλύτερη δυνατή διαδοχή καταστάσεων δεδομένης μιας αλληλουχίας παρατηρήσεων. Τι συμβαίνει όμως αν κάνεις θέλει να προσδιορίσει την πιθανότερη κατάστασης εύρεσης του συστήματος σε μια συγκεκριμένη θέση; Αυτό το ελαφρώς διαφορετικό ερώτημα μπορεί να απαντηθεί με την εφαρμογή της μεθόδου Forward-Backward. Η μέθοδος αυτή μας επιτρέπει να υπολογίσουμε την πιθανότητα pk(i) το σύστημα να βρίσκεται στην κατάσταση k στη θέση i για οποιοδήποτε ζεύγος k, i. Η μέθοδος, ουσιαστικά διαιρείται σε δύο ξεχωριστούς αλγορίθμους. Aρχικά, εφαρμόζεται ο αλγόριθμος Forward που υπολογίζει το άθροισμα:
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    H βασική διαφορά με τον αλγόριθμο Viterbi είναι ότι εδώ υπολογίζονται αθροίσματα αντί για τη λήψη μιας μέγιστης τιμής. Ο αλγόριθμος Forward υπολογίζει έτσι το άθροισμα όλων των πιθανοτήτων μια αλληλουχία να εκκινεί από το 1 και να καταλήγει στο i βρισκόμενη στην κατάσταση k.


    Με τον ίδιο τρόπο ο αλγόριθμος Backward υπολογίζει το άθροισμα όλων των πιθανοτήτων μια αλληλουχία να εκκινεί απο το i+1 και να τερματίζει στο n, με το i βρισκόμενο στην κατάσταση k:
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    Με αυτόν τον τρόπο έχουμε υπολογίσει το άθροισμα των πιθανοτήτων η παρατήρηση i να βρίσκεται στην κατάσταση k τόσο καταλήγοντας στο i, όσο και εκκινώντας από αυτό. H τελική πιθανότητα του i να βρίσκεται στην κατάσταση k δίνεται από την εξίσωση:
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    όπου:
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    η ποσότητα Ltot αντιστοιχεί στο άθροισμα των πιθανοτήτων όλων των μονοπατιών για την αλληλουχία και η σχέση 2.17 δείχνει πώς αυτό μπορεί να υπολογιστεί τόσο από την αρχή προς το τέλος όσο και αντίστροφα. Ο αλγόριθμος Forward-Backward, είναι υπολογιστικά πιο απαιτητικός από τον Viterbi καθώς προϋποθέτει διπλάσιο αριθμό υπολογισμών. Έχει όμως το πλεονέκτημα ότι εκτός από το βέλτιστο μονοπάτι προσδιορίζει και τις ακριβείς πιθανότητες κάθε σημείου της αλληλουχίας παρατηρήσεων να βρίσκεται σε μια συγκεκριμένη κατάσταση. Έτσι το βέλτιστο μονοπάτι μπορεί να ανασυσταθεί απλώς επιλέγοντας την κατάσταση με τη μέγιστη πιθανότητα σε κάθε βήμα όπως φαίνεται στην Εικόνα 2.6.
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    Εικόνα 2.6: Αποκωδικοποίηση της κατάστασης της κατεύθυνσης του ανέμου (γαλάζιοι κύκλοι) με βάση τις παρατηρήσεις (κόκκινα παραλληλόγραμμα) μέσω του αλγορίθμου Forward-Backward. Oι καταστάσεις τώρα περιέχουν την πιθανότητα πραγματοποίησής τους σε κάθε στάδιο.



    


    


    Εκτίμηση καταστάσεων ΗΜΜ


    


    Η περιγραφή των ΗΜΜ μέχρι αυτό το σημείο αφορά μοντέλα στα οποία ο αριθμός των καταστάσεων είναι γνωστός. Ίσως το πιο βασικό σημείο στη διαδικασία της μοντελοποίησης είναι ο προσδιορισμός του αριθμού των καταστάσεων που θα έχει ένα μοντέλο, καθώς και των επιτρεπτών μεταβάσεων μεταξύ τους, αυτό που ορίζουμε ως τοπολογία του μοντέλου. Κάτι τέτοιο επιτυγχάνεται μέσω της “εκμάθησης” ενός μοντέλου από πραγματικά δεδομένα. Το μοντέλο ξεκινά με έναν μέγιστο αριθμό καταστάσεων και επιτρεπτών μεταξύ τους μεταβάσεων, από τις οποίες στο τέλος επιλέγει ένα υποσύνολο που ταιριάζει με τον καλύτερο δυνατό τρόπο στα δεδομένα. Λέμε σε αυτήν την περίπτωση ότι “εκπαιδεύουμε” ένα ΗΜΜ.


    Πώς όμως θα αποφασίσουμε από πόσες καταστάσεις θα ξεκινήσουμε; Πράγματι, το πιο δύσκολο κομμάτι είναι να αποφασίσουμε πόσες καταστάσεις θα επιτρέψουμε στο σύστημά μας και πώς αυτές θα διασυνδέονται. Η διαδικασία αυτή ξεφεύγει από τους σκοπούς αυτού του Κεφαλαίου (και αυτού του βιβλίου γενικότερα) αλλά είναι σημαντικό να γνωρίζουμε πως η επιλογή αυτών των παραμέτρων είναι κρίσιμη για όλα τα περαιτέρω στάδια όπως τα συζητήσαμε ως εδώ. Ο σχεδιασμός του μοντέλου μας θα πρέπει να γίνεται προσεκτικά και προτάσσοντας πάντα την καλύτερη δυνατή περιγραφή του συστήματός μας. Για παράδειγμα, σε όλα τα μοντέλα που εξετάσαμε σε αυτό το Κεφάλαιο υποθέσαμε πως μεταβάσεις είναι δυνατές από οποιαδήποτε κατάσταση σε οποιαδήποτε άλλη. Παρόλο που είναι δελεαστικό να ξεκινήσουμε με ένα πλήρως διασυνδεδεμένο μοντέλο, ένα μοντέλο δηλαδή όπου όλες οι μεταβάσεις επιτρέπονται και να αφήσουμε το ίδιο να “επιλέξει” ποιες από αυτές θα χρησιμοποιήσει, κάτι τέτοιο σχεδόν ποτέ δεν δουλεύει στην πράξη. Για προβλήματα ενός ρεαλιστικού μεγέθους μια τέτοια μαξιμαλιστική προσέγγιση οδηγεί συχνά σε πολύ κακά μοντέλα ακόμα και με επαρκή δεδομένα εκμάθησης. Τα πιο επιτυχημένα μοντέλα ΗΜΜ κατασκευάζονται με προσεκτικό σχεδιασμό μέσω του οποίου αποφασίζεται ποιες μεταβάσεις είναι επιτρεπτές για το μοντέλο και πάντοτε με βάση την καλύτερη δυνατή γνώση του υπό μελέτη προβλήματος.
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    Εικόνα 2.7: Αναπαράσταση ενός σύνθετου μοντέλου Markov με μια σειρά από κρυμμένες καταστάσεις.



    


    


    Συμπεράσματα


    


    Στο κεφάλαιο αυτό είδαμε με ποιον τρόπο η διαδοχή των καταλοίπων σε μια αλληλουχία αντανακλά την εσωτερική οργάνωση της πληροφορίας που αυτή περιέχει και προσπαθήσαμε να αξιολογήσουμε αυτήν την πληροφορία μέσα από πιθανοκρατικά μοντέλα, όπως τα μοντέλα Markov. Σε όλες τις περιπτώσεις περιοριστήκαμε σε απλές συνεμφανίσεις δύο καταλοίπων (εργαστήκαμε σε επίπεδο δινουκλεοτιδίων για τις νησίδες CpG) ωστόσο θα πρέπει να έχουμε υπόψη μας ότι οι συνεμφανίσεις καταλοίπων ανώτερης τάξης είναι συχνά πολύ πιο χρήσιμες (ένα παράδειγμα είναι μοντέλα πρόβλεψης δομής γονιδίων που χρησιμοποιούν έξα-νουκλεοτίδια)(Guigó, Agarwal, Abril, Burset & Fickett, 2000)⁠. Οι προσεγγίσεις αυτού του τύπου είναι χρήσιμες για περιπτώσεις όπου οι αλληλουχίες που μελετούμε έχουν ένα δεδομένο μήκος που να επιτρέπει τον υπολογισμό συχνοτήτων εμφάνισης σειρών καταλοίπων. Σε πολλές περιπτώσεις, ωστόσο η βιολογική πληροφορία περιορίζεται σε μικρού μήκους αλληλουχίες που δεν ξεπερνούν τα 15-20 κατάλοιπα. Οι αλληλουχίες αυτές, που έχουν χαρακτηριστικά σύντομων μηνυμάτων δεν προσφέρονται για επαρκή δειγματοληψία και συνεπώς η εφαρμογή σε αυτές μεθόδων όπως τα μοντέλα Markov είναι προβληματική. Στο επόμενο κεφάλαιο θα εξετάσουμε ακριβώς προβλήματα που σχετίζονται με αυτές τις σύντομες αλλά πολύ σημαντικές αλληλουχίες-μοτίβα.


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Δύο φίλοι σας παίζουν τάβλι και ο ένας από αυτούς είναι βέβαιος ότι ο αντίπαλός του χρησιμοποιεί “πειραγμένα ζάρια” όταν ρίχνει. Βασίζει την εκτίμησή του αυτή στο γεγονός ότι έχει φέρει 5 συνεχόμενες “εξάρες”. Αν δεχτείτε ότι ένα πειραγμένο ζεύγος ζαριών θα έφερνε “εξάρες” με πιθανότητα 1/18 μπορείτε να χρησιμοποιήσετε τον κανόνα του Bayes για να λύσετε τη διένεξη μεταξύ των φίλων σας;


    


    2. Να υπολογίσετε την ολική πιθανότητα της Εικόνας 2.4 σε λογαριθμική κλίμακα.


    


    3. Να σχεδιάσετε ένα HMM με το οποίο θα μοντελοποιούσατε τη διαδοχή στοιχείων δευτεροταγούς διαμόρφωσης σε πρωτεΐνες με δεδομένες τρεις πιθανές διαμορφώσεις (α-έλικα, β-φύλλο, αδιαμόρφωτη περιοχή). Να αναφέρετε αναλυτικά τους πίνακες πιθανοτήτων που απαιτούνται.


    


    


    Διαβάστε περισσότερα


    


    Για τις νησίδες CpG:


    Οι βασικές αρχές μπορούν να βρεθούν σε κλασσικά βιβλία μοριακής βιολογίας όπως τα Molecular Biolgoy of the Cell (Alberts et al., 2014)⁠ και Genes (Lewin, Krebs, Kilpatrick & Goldstein, 2011)⁠.


    Eξαιρετική εισαγωγή για τη σχέση τους με τη γονιδιακή ρύθμιση είναι τα άρθρα επισκόπησης από τους (Illingworth & Bird, 2009)⁠ και (Deaton & Bird, 2011)


    


    Για τη Δεσμευμένη Πιθανότητα και τον Κανόνα του Bayes:


    Μπορείτε να ανατρέξετε σε οποιοδήποτε βασικό βιβλίο θεωρίας Πιθανοτήτων. Μια καλή εισαγωγή είναι το Κεφάλαιο 1 από το Θεωρία Πιθανοτήτων Ι. Κλασική Πιθανότητα, Μονοδιάστατες Κατανομές. Κουνιάς και Μωυσιάδης. Στο Κεφάλαιο 3 του A first Course in Probability, Sheldon Ross (Ross, 2014a)⁠Για τον κανόνα του Bayes, το παράδειγμα του διαγνωστικού τεστ προέρχεται από το Bayesian Statistics. An Introduction Peter M. Lee, (Lee, 2012)⁠ η τέταρτη έκδοση του οποίου περιέχει μερικά ακόμα πιο ενδιαφέροντα παραδείγματα.


    


    Για τις γονιδιωματικές υπογραφές:


    Οι βασικές εργασίες του Samuel Karlin και των συνεργατών του είναι η καλύτερη εισαγωγή στο θέμα. Ενδεικτικά μπορείτε να ανατρέξετε στις (S. Karlin & Burge, 1995)⁠ και (Burge, Campbell & Karlin, 1992)⁠.


    


    Για τα Μοντέλα Markov:


    Yπάρχει εκτενής βιβλιογραφία δεδομένης της σημασίας τους σε ένα μεγάλο αριθμό εφαρμογών.


    H γενικότερη θεωρία για τις διαδικασίες Markov μπορεί να βρεθεί σε εξειδικευμένα βιβλία όπως το A First Course in Stochastic Processes (Samuel Karlin, 2014)⁠ και το Introduction to Probability Models (Ross, 2014b) καθώς και τα πιο τεχνικό (Norris, 1997)⁠⁠ και τη συλλογή πρωτότυπων μονογραφιών (Norman, 1973)⁠⁠.


    Το Κεφάλαιο 3 του Biological sequence analysis. (Durbin, Eddy, Krogh & Mitchison, 1998)⁠ περιέχει όλα όσα θα ήθελε να ξέρει κανείς γι' αυτά (και δεν τολμούσε ποτέ να ρωτήσει). Πιο συνοπτικές παρουσιάσεις μπορεί κανείς να βρει στο Κεφάλαιο 10 του Bioinformatics and Molecular Evolution, Higgs P. and Atwood T. (Higgs & Attwood, 2013)⁠ όπου και παρουσιάζονται με μάλλον κομψότερο τρόπο οι αλγόριθμοι αποκωδικοποίησης Viterbi και Forward-Backward.


    


    



    Βιβλιογραφία


    Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Morgan, D., Raff, M., Roberts, K. & Walter, P. (2014). Molecular Biology of the Cell (Vol. 18). Taylor & Francis.


    Burge, C., Campbell, A. M. & Karlin, S. (1992). Over- and under-representation of short oligonucleotides in DNA sequences. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 89(4), 1358–1362.


    Deaton, A. M. & Bird, A. (2011). CpG islands and the regulation of transcription. Genes & Development, 25(10), 1010–1022. doi:10.1101/gad.2037511


    Durbin, R., Eddy, S. R., Krogh, A. & Mitchison, G. (1998). Biological Sequence Analysis: Probabilistic Models of Proteins and Nucleic Acids. Cambridge University Press.


    Eddy, S. R. (1998). Profile hidden Markov models. Bioinformatics, 14(9), 755–763. doi:10.1093/bioinformatics/14.9.755


    Gardiner-Garden, M. & Frommer, M. (1987). CpG islands in vertebrate genomes. J Mol Biol, 196(2), 261–82.


    Gentles, A. J. J. & Karlin, S. (2001). Genome-scale compositional comparisons in Eukaryotes. Genome Research, 11(4), 540–546.


    Guigó, R., Agarwal, P., Abril, J. F. F., Burset, M. & Fickett, J. W. W. (2000). An assessment of gene prediction accuracy in large DNA sequences. Genome Research, 10(10), 1631–1642.


    Higgs, P. G. & Attwood, T. K. (2013). Bioinformatics and Molecular Evolution. John Wiley & Sons.


    Illingworth, R. S. & Bird, A. P. (2009). CpG islands--’a rough guide'. FEBS Letters, 583(11), 1713–20. doi:10.1016/j.febslet.2009.04.012


    Karlin, S. (2014). A First Course in Stochastic Processes. Elsevier Science.


    Karlin, S. & Burge, C. (1995). Dinucleotide relative abundance extremes: A genomic signature. Trends in Genetics, 11(7), 283–290.


    Karlin, S., Ladunga, I. & Blaisdell, B. E. E. (1994). Heterogeneity of genomes: Measures and values. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 91(26), 12837–12841.


    Karlin, S. & Mrázek, J. (1997). Compositional differences within and between eukaryotic genomes. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 94(19), 10227–10232.


    Lee, P. M. (2012). Bayesian Statistics: An Introduction. John Wiley & Sons.


    Lewin, B., Krebs, J., Kilpatrick, S. T. & Goldstein, E. S. (2011). Lewin’s GENES X, Volume 10. Jones & Bartlett Learning.


    Lukashin, A. V. V. & Borodovsky, M. (1998). GeneMark.hmm: New solutions for gene finding. Nucleic Acids Research, 26(4), 1107–1115.


    Norman, J. M. (1973). Dynamic Probabilistic Systems: Vol. 1: Markov Models; Vol. II: Semi-Markov and Decision Processes. Journal of the Operational Research Society, 24(2), 327–329. doi:10.1057/jors.1973.63


    Norris, J. R. (1997). Markov Chains. Cambridge University Press.


    Plotkin, J. B. & Kudla, G. (2011). Synonymous but not the same: the causes and consequences of codon bias. Nature Reviews. Genetics, 12(1), 32–42. doi:10.1038/nrg2899


    Roider, H., Lenhard, B., Kanhere, A., Haas, S. & Vingron, M. (2009). CpG-depleted promoters harbor tissue-specific transcription factor binding signals--implications for motif overrepresentation analyses. Nucleic Acids Research, 37(19).


    Ross, S. M. (2014a). A First Course in Probability. Pearson Education.


    Ross, S. M. (2014b). Introduction to Probability Models. Academic Press.


    Seaborg, D. M. (2010). Was Wright Right?: The Canonical Genetic Code is an Empirical Example of an Adaptive Peak in Nature; Deviant Genetic Codes Evolved Using Adaptive Bridges. Journal of Molecular Evolution, 71(2), 87–99.


    Takai, D. & Jones, P. A. (2002). Comprehensive analysis of CpG islands in human chromosomes 21 and 22. Proc Natl Acad Sci U S A, 99(6), 3740–5.

  


  



  
    Κεφάλαιο 3:Μοτίβα σε βιολογικές αλληλουχίες


    


    Σύνοψη


    


    Στα προηγούμενα κεφάλαια συζητήσαμε προβλήματα που σχετίζονται με τη σύσταση και την πρωτοταγή οργάνωση βιολογικών αλληλουχιών. Αντιμετωπίσαμε τους συνδυασμούς καταλοίπων ως “λέξεις” σε βιολογικά κείμενα και εξετάσαμε τρόπους για την ανάλυσή τους και τη χρήση τους ως δεικτών προέλευσης και λειτουργικότητας σε γονιδιωματικό επίπεδο. Στο Κεφάλαιο αυτό θα επικεντρωθούμε στη μελέτη ακριβώς αυτών των λέξεων, που στη βιολογία ονομάζουμε “μοτίβα αλληλουχίας” από πλευράς λειτουργίας. Σημείο εκκίνησης του κεφαλαίου είναι η περιγραφή της λειτουργίας των σημείων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, μικρών αλληλουχιών που κωδικοποιούν πολύ συγκεκριμένα μηνύματα σε γονιδιωματικές αλληλουχίες και ο ορισμός της έννοιας του “μοτίβου”. Στη συνέχεια θα διατυπωθούν μια σειρά από προβλήματα που σχετίζονται με αυτές τις αλληλουχίες και αφορούν την περιγραφή τους, τον εντοπισμό τους μέσα σε μεγαλύτερες αλληλουχίες, και την εκτίμηση της σημασίας τους. Στο πρώτο μέρος του κεφαλαίου συζητιούνται τρόποι περιγραφής των μοτίβων, όπως είναι οι συναινετικές αλληλουχίες και οι πίνακες βαρών και αναλύεται το “εύκολο” πρόβλημα του εντοπισμού ενός γνωστού μοτίβου σε μεγαλύτερες αλληλουχίες. Στη συνέχεια, και στο επίπεδο των μαθηματικών θα γίνει μια εισαγωγή στη Θεωρία Πληροφορίας και θα δούμε πώς έννοιες όπως η Εντροπία Shannon και το Πληροφοριακό Περιεχόμενο μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να αξιολογήσουν τη σημασία ενός μοτίβου αλληλουχίας. Έχοντας καλύψει τα “εύκολα” προβλήματα θα περάσουμε στο “δύσκολο” πρόβλημα της de novo ανακάλυψης ενός άγνωστου μοτίβου και θα εξετάσουμε διαφορετικούς αλγορίθμους για την επίλυσή του, με έμφαση τυχαιοκρατικές προσεγγίσεις τύπου Monte Carlo όπως η δειγματοληψία Gibbs.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να διακρίνετε μεταξύ συναινετικών αλληλουχιών και μοτίβων αλληλουχίας και να αναγνωρίζετε τις μεταξύ τους διαφορές.


    · Να δημιουργήσετε πίνακες μοτίβων αλληλουχιών από σύνολα ολιγονουκλεοτιδίων και να περιγράφετε μοτίβα αλληλουχιών μέσω αυτών.


    · Να αξιολογήσετε το πληροφοριακό περιεχόμενο μοτίβων με βάση την Εντροπία Shannon.


    · Να εντοπίσετε σημεία πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων σε μια γονιδιωματική αλληλουχία με βάση ένα γνωστό μοτίβο.


    

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στα προηγούμενα Κεφάλαια είδαμε με ποιον τρόπο η πληροφορία που υπάρχει στις βιολογικές αλληλουχίες αντανακλάται σε χαρακτηριστικά όπως είναι η συνολική σύσταση και η διαδοχή των δομικών τους καταλοίπων. Είδαμε επίσης ότι η οργάνωση της πληροφορίας στα επίπεδα της σύστασης και της πρωτοταγούς διάταξης αντιστοιχεί σε κάποιο βαθμό με τον τρόπο με τον οποίο τα κείμενα σε οποιαδήποτε γλώσσα με νόημα χρησιμοποιούν χαρακτήρες και τους συνδυασμούς τους με συγκεκριμένους κανόνες και περιορισμούς. Μια φυσική γλώσσα ωστόσο είναι πολύ πιο πολύπλοκη από το σύνολο των κανόνων που διέπουν τη χρήση των φθόγγων και των φωνημάτων της. Με ανάλογο τρόπο, υπάρχει μια ιεραρχία στην κωδικοποιήση των μηνυμάτων των βιολογικών αλληλουχιών που ξεπερνά τους απλούς περιορισμούς σύστασης και τις συνεμφανίσεις τους. Τα βιολογικά μηνύματα διαρθρώνονται σε συνδυασμούς “λέξεων” ανώτερης τάξης που οργανώνονται σε “φράσεις”, οι οποίες με τη σειρά τους συχνά επαναλαμβάνονται με σκοπό την απόδοση έμφασης και ενίοτε επανεμφανίζονται περιοδικά με την μορφή λογοτεχνικών μοτίβων.


    Σε αυτό το κεφάλαιο θα δούμε πώς αναγνωρίζουμε, αξιολογούμε, αναπαριστούμε και μοντελοποιούμε τέτοια, ανώτερης τάξης, μηνύματα σε βιολογικές αλληλουχίες. Πιο συγκεκριμένα, το αντικείμενο αυτού του κεφαλαίου θα είναι τα μοριακά “σινιάλα” σε γονιδιωματικές αλληλουχίες, τα πρότυπα δηλαδή DNA ή RNA που “αναγνωρίζονται” από πρωτεΐνες ή άλλους παράγοντες που επιδρούν με διάφορους τρόπους πάνω στο γονιδίωμα επιφέροντας μεταβολές στη λειτουργία του. Τα “σινιάλα” αυτά προσομοιάζουν σε πολλά επίπεδα τα λογοτεχνικά ή σχεδιαστικά μοτίβα ή τα μουσικά leitmotiv.


    Τόσο στη λογοτεχνία, όσο και στη μουσική ένα μοτίβο αποτελεί ένα αυτόνομο στοιχείο με βαρύνουσα συμβολική αξία που επαναλαμβάνεται μέσα σε ένα έργο με σκοπό να διαμορφώσει γενικότερα χαρακτηριστικά ρυθμού και διάθεσης, να δημιουργήσει αναφορές σε άλλα σημεία του έργου καθώς και για να συνδέσει μέρη της πλοκής με συγκεκριμένα στοιχεία ή χαρακτήρες του. Έτσι η Βιρτζίνια Γουλφ στο μυθιστόρημά της “Στο Φάρο” (1927) χρησιμοποιεί αναφορές στο φάρο ως επαναλαμβανόμενα μοτίβα που σκοπό έχουν να επαναφέρουν τo βασικό θέμα του έργου που είναι η αδυναμία επίτευξης ακόμα κι εκείνων των στόχων που φαντάζουν προσιτοί (ένα ταξίδι στον κοντικό φάρο π.χ.). Ο Γκαμπριέλ Γκαρσία Μάρκες, στο “Εκατό Χρόνια Μοναξιά” (1967) χρησιμοποιεί την περιοδική επανεμφάνιση μιας ομάδας Tσιγγάνων πλανόδιων εμπόρων για να συνδέσει τις ιστορίες των ηρώων του. Οι Τσιγγάνοι φαινομενικά δεν γερνούν και γνωρίζοντας προσωπικά διαδοχικές γενιές των Μπουενδία αποτελούν το σκελετό πάνω στον οποίο υφαίνεται η βιογραφία της οικογένειας. Η χρήση μουσικών μοτίβων εξυπηρετεί κυρίως σκοπούς υπόμνησης και εμφανίζεται κυρίως σε μεγάλα έργα με συγκεκριμένη πλοκή, όπως όπερες ή μπαλέτα. Χαρακτηριστικά είναι τα leitmotiv, τα εισαγωγικά δηλαδή θέματα, που χρησιμοποιεί ο Wagner σε όπερες όπως η “Τριστάνος και Ιζόλδη”. Στο “Μαγικό Αυλό” του Μότσαρτ μπορούμε να αντιληφθούμε αν στη σκηνή που ξεκινά, θα εμφανιστεί ο Tαμίνο, η Παμίνα ή ο Παπαγκένο, καθώς καθένας τους έχει το δικό του μελωδικό μοτιβό που ουσιαστικά αναγγέλει την εμφάνισή του (Tarasti 2012)⁠.


    Στις επόμενες ενότητες θα δούμε πώς οι βιολογικές αλληλουχίες χρησιμοποιούν μοτίβα-μηνύματα για να πραγματοποιήσουν ανάλογες διαδικασίες. Συγκεκριμένα θα δούμε πως επαναλαμβανόμενα μοτίβα μέσα σε αλληλουχίες γονιδίων συνδέουν τα δομικά στοιχεία τους (τα εξόνια) και καθορίζουν τη δομή του τελικού μεταγράφου μέσω της συρραφής τους (ή αλλιώς του “ματίσματός” τους). Ή πώς η επανεμφάνιση μοτίβων πρόσδεσης πρωτεϊνών μεταγραφικών παραγόντων στους υποκινητές γονιδίων που συμμετέχουν σε μια κοινή λειτουργία, οργανώνει ένα ολόκληρο λειτουργικό πρόγραμμα σε κυτταρικό επίπεδο. Στο μαθηματικό και υπολογιστικό επίπεδο, θα δούμε πώς μπορούμε να εντοπίσουμε τέτοια μοτίβα σε αλληλουχίες με μια σχετική ακρίβεια, πώς θα αξιολογήσουμε το λειτουργικό τους δυναμικό και πώς θα ανακαλύψουμε de novo άγνωστα μοτίβα. Πρίν από όλα αυτά όμως ας ξεκινήσουμε με ένα (όχι και τόσο απλό) βιολογικό πρόβλημα.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα. Πώς οι πρωτεΐνες προσδένονται στο DNA


    


    Στο εργαστήριο του Καθηγητή Κ. μελετούν την ανοσολογική απόκριση σε διάφορα ερεθίσματα. Ο τρόπος με τον οποίον δουλεύουν είναι μέσω της έκθεσης πειραματοζώων (συνήθως ποντικιών) σε μολυσματικούς παράγοντες όπως βακτήρια ή τμήματα των κυτταρικών τοιχωμάτων των βακτηρίων. Στη συνέχεια παρακολουθούν με όσο δυνατόν μεγαλύτερη λεπτομέρεια την αντίδραση των ζώων. Η ερευνήτρια Ν. ενδιαφέρεται για ένα συγκεκριμένο βιολογικό μονοπάτι που περιλαμβάνει την ενεργοποίηση συγκεκριμένων πρωτεϊνών-υποδοχέων στην εξωτερική μεμβράνη των κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος. Από τη στιγμή που αυτοί οι υποδοχείς αντιληφθούν την ύπαρξη κάποιου μολυσματικού παράγοντα ξεκινούν μια σειρά από αντιδράσεις που έχουν σαν αποτέλεσμα μια άλλη πρωτεΐνη να μεταφερθεί από το κυτταρόπλασμα μέσα στον πυρήνα του κυττάρου. Η όλη διαδικασία φαίνεται στην Εικόνα 3.1, όπου η αρχική αντίδραση ενεργοποίησης των υποδοχέων καταλήγει με την εισαγωγή μιας διμερούς πρωτεΐνης μέσα στον πυρήνα.


    


    [image: ]


    


    Εικόνα 3.1: Μονοπάτι ενεργοποίησης του ΝF-κΒ. (Εικόνα από Boghog2: CC0 2.5, από Wikimedia Commons).



    


    Η πρωτεΐνη αυτή έχει το περίεργο όνομα NF-κΒ (στους μοριακούς βιολόγους αρέσουν πολύ τα ακρωνύμια) και λειτουργεί ως μεταγραφικός παράγοντας (Lenardo and Baltimore 1989)⁠. Οι μεταγραφικοί παράγοντες είναι πρωτεΐνες που προσδένονται στο γονιδιωματικό DNA και επιφέρουν αλλαγές πρώτα στη δομή του και έπειτα στη λειτουργία του. Η κύρια λειτουργία τους είναι η ενεργοποίηση της μεταγραφής γονιδίων, της εκκίνησης δηλαδή της διαδικασίας που θα παραγάγει ένα mRNA αντίγραφο ενός γονιδίου με σκοπό την παραγωγή μιας άλλης πρωτεΐνης[7]. Η πρόσδεση του NF-κΒ συμβαίνει σε πολλά, διαφορετικά σημεία του γονιδιώματος του ποντικιού με αποτέλεσμα να ενεργοποιείται η μεταγραφή όχι ενός αλλά μιας σειράς από γονίδια, που με τη σειρά τους θα μεταφραστούν σε πρωτεΐνες που θα συμμετέχουν στην οργάνωση της ανοσολογικης απόκρισης. Τα γονίδια-στόχοι, όπως τα λέμε, του NF-κΒ ξεπερνούν τα 500, κάνοντας τον ΝF-κΒ έναν από τους πιο σημαντικούς (και σίγουρα έναν από τους πιο καλά μελετημένους) μεταγραφικούς παράγοντες και περιλαμβάνουν εκτός από γονίδια του ανοσοποιητικού συστήματος, μεταβολικά ένζυμα, αυξητικούς παράγοντες ακόμα και άλλους μεταγραφικούς παράγοντες, που με τη σειρά τους θα ενεργοποιήσουν τη μεταγραφή άλλων γονιδίων διευρύνοντας έτσι τον “καταρράχτη” αντιδράσεων που συνιστούν την αντίδραση ενός οργανισμού στην επίθεση από έναν μολυσματικό παράγοντα. Μια λίστα από τα γονίδια τα οποία ενεργοποιούνται από τον ΝF-κΒ έχει δημιουργηθεί από το εργαστήριο του Thomas Gilmore στο Πανεπιστήμιο της Βοστώνης (Gilmore 2006)⁠ και μπορεί να βρεθεί εδώ: http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/.


    Πώς όμως ακριβώς συμβαίνει η ενεργοποίηση της μεταγραφής γονιδίων από τον NF-κΒ (ή γενικότερα από μεταγραφικούς παράγοντες); Η διαδικασία περιλαμβάνει, όπως είδαμε παραπάνω, την πρόσδεση της πρωτεΐνης σε ένα συγκεκριμένο σημείο του γονιδιώματος. Το σημείο αυτό είναι συχνά πολύ κοντά στη θέση έναρξης της κωδικοποίησης ενός γονίδιού, σε μια περιοχή που ονομάζεται υποκινητής (promoter) και που ο ρόλος της είναι ακριβώς να παρέχει το χώρο και τις συνθήκες για την πρόσδεση πρωτεϊνών όπως οι μεταγραφικοί παράγοντες. Η ίδια η διαδικασία της πρόσδεσης δημιουργεί αρχικά μια τοπική παραμόρφωση στη δομή του DNA στον υποκινητή και συχνά ακολουθείται από την προσέλκυση άλλων πρωτεϊνών στη συγκεκριμένη θέση ή σε κοντινές περιοχές (Fiedler and Marc Timmers 2000)⁠. Η συσσώρευση πρωτεϊνών καταλήγει στην οργάνωση συμπλόκων που περιλαμβάνουν το ένζυμο της RNA πολυμεράσης ΙΙ που είναι υπεύθυνο για τη μεταγραφή των τμημάτων του DNA που κωδικοποιούν πρωτεϊνές σε mRNA. Λέμε τότε ότι η μεταγραφή έχει ενεργοποιηθεί ή ότι το γονίδιο “επάγεται” από την αρχική πρόσδεση του μεταγραφικού παράγοντα. Διαφορετικοί παράγοντες προσδένονται σε διαφορετικά σημεία του γονιδιώματος και ως αποτέλεσμα επάγουν διαφορετικά γονίδια. Κάποιοι από τους μεταγραφικούς παράγοντες δεν μπορούν να δράσουν παρά μόνο σε συνεργασία με άλλους (λέμε τότε πως είναι συν-ενεργοποιητές) και κάποιοι δε δρουν καν ενεργοποιητικά παρά κατασταλτικά, παρεμποδίζοντας ή και διακόπτοντας τη μεταγραφή γονιδίων-στόχων (λέμε τότε πως πρόκειται για καταστολείς). Η μελέτη της λειτουργίας των μεταγραφικών παραγόντων, ονομάζεται “γονιδιακή ρύθμιση” και αποτελεί έναν από τους πιο σημαντικούς κλάδους της μοριακής βιολογίας, καθώς βρίσκεται στη βάση ενός μεγάλου αριθμού κυτταρικών διεργασιών, από την επαγωγή ενός απλού γονιδίου σε ένα βακτήριο και την απόκριση στην έλλειψη κάποιου θρεπτικού συστατικού ως την ανοσολογική απόκριση ενός θηλαστικού σε μια μόλυνση. Τις περισσότερες φορές, όλα ξεκινούν από την πρόσδεση ενός μεταγραφικού παράγοντα στο DNA. Πώς όμως ακριβώς γίνεται αυτή η πρόσδεση;


    


    


    Oι πρωτεΐνες δε διαβάζουν λατινικά.


    


    Οι μεταγραφικοί παράγοντες προσδένονται στο DNA σε συγκεκριμένες θέσεις που ονομάζονται εύλογα “σημεία πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων” (transcription factor binding sites ή για συντομία TFBS). Οι θέσεις αυτές αποτελούν τμήματα DNA μήκους λίγων ζευγών βάσεων, συνήθως 4-12, τα οποία έχουν χαρακτηριστικές αλληλουχίες, ειδικές για κάθε παράγοντα, που εμφανίζονται στα σημεία πρόσδεσης υπακούοντας σε συγκεκριμένους κανόνες συντήρησης, έχουν δηλαδή χαρακτηριστικά μοτίβου. Για τον NF-κΒ μια χαρακτηριστική αλληλουχία πρόσδεσης είναι η παρακάτω:
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    Πρόκειται για ένα 10-νουκλεοτίδιο με χαρακτηριστικά συμμετρική αλληλουχία που είναι αλληλο-συμπληρωματική γύρω από έναν άξονα συμμετρίας. Αυτό συμβαίνει γιατί ο NF-κΒ προσδένεται στο DNA με τη μορφή διμερούς πρωτεΐνης η οποία “αναγνωρίζει” την ίδια υπο-αλληλουχία GGGAA/TTCCC (Ghosh et al. 1995)⁠. Τι εννοούμε όμως όταν λέμε ότι η πρωτεΐνη “αναγνωρίζει” μια αλληλουχία; Προφανώς και ένα πρωτεϊνικό μόριο δεν μπορεί να “διαβάσει” λατινικά. Αυτό που “αναγνωρίζεται” από τον κάθε μεταγραφικό παράγοντα είναι η στερεοχημική διαμόρφωση του DNA στο χώρο των τριών διαστάσεων και κυρίως την ύπαρξη συγκεκριμένων καταλοίπων στο DNA του σημείου πρόσδεσης, τα οποία εμφανίζουν μεγάλη χημική συγγένεια με συγκεκριμένα αμινοξέα του μεταγραφικού παράγοντα. Η συγγένεια αυτή, που μπορεί να είναι ηλεκτροστατική ή υδροφοβική αλληλεπίδραση ή να βασίζεται σε δεσμούς υδρογόνου ή δυνάμεις Van der Waals, οδηγεί τελικά στην πρόσδεση της πρωτεΐνης πάνω στο DNA στο σημείο που η συνολική ισχύς των αλληλεπιδράσεων είναι αρκετή για να ξεπεράσει την τάση όλων των μορίων για ελεύθερη διάχυση. Στην Εικόνα 3.2 φαίνεται σχηματικά η δομή του διμερούς πρωτεϊνικού παράγοντα (με τα στοιχεία της δομής του χρωματισμένα ως γαλάζιες β-πτυχωτές επιφάνειες και πορτοκαλί α-έλικες) καθώς βρίσκεται προσδεδεμένος σε μια περιοχή δίκλωνου DNA (με βιολετί) (Huang et al. 2001)⁠.
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    Εικόνα 3.2: Αναπαράσταση του διμερούς του NF-κΒ (p65) σε αλληλεπίδραση με ένα στοιχείο DNA από το γονίδιο της ιντερλευκίνης 2 (IL-2). (Εικόνα από DonabelSDSU.bot: CC0 2.5, από Wikimedia Commons).



    


    Η “αναγνώριση” λοιπόν των σημείων πρόσδεσης βασίζεται σε χημική και δομική συγγένεια μεταξύ της πρωτεΐνης και του DNA. Πόση όμως πρέπει να είναι η συγγένεια για να έχουμε επιτυχή πρόσδεση; Σε ποιο βαθμό θα πρέπει να υπάρχει “ταίριασμα” μεταξύ των αμινοξικών καταλοίπων του μεταγραφικού παράγοντα και του DNA; Σε ποιο βαθμό η DNA αλληλουχία του σημείου πρόσδεσης είναι περιορισμένη σε ό,τι αφορά τη διαδοχή των νουκλεοτιδίων; Γυρνώντας στο παράδειγμά μας, θα μπορούσε ο NF-κΒ να προσδεθεί στην παρακάτω αλληλουχία;
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    Η συγκεκριμένη αλληλουχία διαφέρει από αυτήν που είδαμε παραπάνω στο 8ο κατάλοιπο (που τώρα είναι Τ αντί για C). H απάντηση είναι πως ο NF-κΒ “αναγνωρίζει”, και συνεπώς προσδένεται, και σ' αυτήν την αλληλουχία με την ίδια ευκολία (για την ακρίβεια, ο NF-κΒ φαίνεται να προτιμά ελαφρώς αυτήν τη λιγότερο συμμετρική εκδοχή του σημείου πρόσδεσης). Οι δύο αυτές αλληλουχίες αποτελούν δύο χαρακτηριστικά παραδείγματα σημείων πρόσδεσης του NF-κΒ αλλά στην πραγματικότητα, ο μεταγραφικός παράγοντας που εξετάζουμε μπορεί να προσδεθεί σε οποιαδήποτε από τις παρακάτω αλληλουχίες:


    


    G G G A A T T C C C


    G G G A A T T T C C


    G G G G A T T C C C


    G G G G A T T T C C


    G G G A C T T C C C


    G G G A C T T T C C


    G G G G C T T C C C


    G G G G C T T T C C


    


    οι οποίες διαφέρουν σε ένα ή μερικά νουκλεοτίδια μόνο χωρίς όμως να είναι πανομοιότυπες. Ο NF-κΒ μπορεί να προσδεθεί σε οποιαδήποτε από αυτές, κάτι που σημαίνει πως το γονιδίωμα μπορεί να χρησιμοποιήσει οποιαδήποτε από τις παραπάνω παραλλαγές για να κωδικοποιήσει την πρόσδεση του μεταγραφικού παράγοντα και τη συνεπακόλουθη ενεργοποίηση των γονιδίων-στόχων του. Οι παραπάνω αλληλουχίες συνθέτουν το “μοτίβο” πρόσδεσης (binding motif) του NF-κΒ και έχουν τα χαρακτηριστικά των μοτίβων που συζητήσαμε στην Εισαγωγή. Εμφανίζονται σε συγκεκριμένες θέσεις του γονιδιωματικού μηνύματος για να συνθέσουν ένα γενικότερο θέμα, το οποίο στο επίπεδο της μοριακής βιολογίας είναι το “γονιδιακό πρόγραμμα έκφρασης” των γονιδίων-στόχων του NF-κΒ. Ερχόμαστε σε αυτό το σημείο, στο βασικό πρόβλημα που θα μας απασχολήσει σε αυτο το κεφάλαιο. Κι αυτό είναι:


    


    Πώς μπορούμε να εντοπίσουμε μοτίβα σε γονιδιωματικές αλληλουχίες;


    


    


    Μοτίβα σε βιολογικές αλληλουχίες. Τέσσερα προβλήματα


    


    Ορισμός μοτίβου και αναζήτηση σημείων πρόσδεσης


    


    Ανάλογα με το επίπεδο της πληροφορίας που διαθέτουμε για ένα συγκεκριμένο φαινόμενο, το βασικό αυτό πρόβλημα μπορεί να διαιρεθεί σε επιμέρους προβλήματα. Aρχικά μπορούμε να υποθέσουμε ότι γνωρίζουμε κάποια από τα σημεία πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα. Κάτι τέτοιο μπορεί να έχει προκύψει από μια πειραματική διαδικασία που θα στοχεύει στο να εντοπίσει το αποτύπωμα μιας πρωτεΐνης στο DNA. Υπάρχουν πολλές διαφορετικές πειραματικές προσεγγίσεις για κάτι τέτοιο, από την πιο παραδοσιακή ανάλυση “αποτύπωσης DNA” (DNA footprinting), σε πιο σύγχρονες μεθοδολογίες που συνδυαζουν την ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης με αλληλούχιση DNA (π.x. ChiPSeq) (Park 2009)⁠. Με δεδομένο έναν αριθμό αλληλουχιών σημείων πρόσδεσης τα βασικά ερωτήματα είναι:


    


    Δεδομένου ενός συνόλου σημείων πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα, πώς θα ορίσουμε το μοτίβο πρόσδεσης που μπορεί να τα παραγάγει;


    


    Πώς θα χρησιμοποιήσουμε το μοτίβο αυτό για να εντοπίσουμε σημεία πρόσδεσης σε μια άγνωστη αλληλουχία;


    


    Το πρώτο από τα δύο ερωτήματα σχετίζεται με τη δυνατότητα αναγνώρισης από ένα μεταγραφικό παράγοντα περισσότερων του ενός συνδυασμούς νουκλεοτιδίων. Πράγματι υπάρχουν παράγοντες που είναι αυστηρά “επιλεκτικοί” και μπορούν να προσδεθούν μόνο σε πολύ καλά ορισμένα μοτίβα, που ουσιαστικά περιγράφονται με μια μοναδική αλληλουχία. Για παράδειγμα η πρωτεΐνη TBP (ΤΑΤΑ-binding protein) αναγνωρίζει πρακτικά μόνο το πεντανουκλεοτίδιο ΤΑΤΑΑ (από το οποίο παίρνει το όνομά της). Ο NF-κΒ εμφανίζει λιγότερους περιορισμούς, όπως είδαμε, κι έτσι μπορεί να προσδεθεί σε παραλλαγές ενός 10-νουκλεοτιδίου στο οποίο ένα ποσοστό μόνο από τις βάσεις χρειάζεται να παραμένουν πάντα οι ίδιες. Άλλες πρωτεΐνες εμφανίζουν ακόμα μεγαλύτερη “ανεκτικότητα”, με αποτέλεσμα οι αλληλουχίες όπου μπορούν να προσδεθούν να είναι ακόμα περισσότερες.


    


    Ερώτηση: Πώς εξηγούνται οι διαφορές μεταξύ των μεταγραφικών παραγόντων που έχουν ένα μοναδικό σημείο πρόσδεσης (όπως η TBP) και άλλων που έχουν περισσότερες παραλλαγές ενός σημείου πρόσδεσης (όπως ο NF-κΒ);


    


    Το πρόβλημα που ανακύπτει είναι πώς θα δημιουργήσουμε ένα σύνολο από κανόνες που να τις συμπεριλαμβάνει όλες τις εναλλακτικές αλληλουχίες που μπορούν να λειτουργήσουν ως σημεία πρόσδεσης σε ένα μοτίβο. Από τη στιγμή που έχουμε ορίσει ένα μοτίβο, το δεύτερο από τα παραπάνω ερωτήματα προκύπτει σχεδόν αυτόματα. Πώς μπορούμε, γνωρίζοντας το σύνολο των κανόνων που ορίζουν τη σχέση συγγένειας μιας πρωτεΐνης με το DNA να εντοπίσουμε σημεία πρόσδεσης αυτής της πρωτεΐνης σε γονιδιωματικές αλληλουχίες; Το πρόβλημα αυτό έχει ιδιαίτερη σημασία, μιας και ο εντοπισμός θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων είναι συνήθως το πρώτο βήμα για τη διατύπωση πολύ χρήσιμων ερευνητικών υποθέσεων σχετικά με τη γονιδιακή ρύθμιση, τη σχέση μεταγραφικών παραγόντων και γονιδίων στόχων κλπ. Από τη στιγμή που ένα μοτίβο αποτελεί ουσιαστικά μια “γενίκευση” για μια συγκεκριμένη λειτουργία, η χρήση του για την αναζήτηση νέων, μέχρι πρότινος άγνωστων σημείων πρόσδεσης αποτελεί το επόμενο λογικό βήμα.


    


    


    Πληροφοριακό περιεχόμενο μοτίβου


    


    Η αναζήτηση σημείων πρόσδεσης ενέχει έναν αριθμό από κινδύνους, ο κυριότερος από τους οποίους είναι ότι συχνά ένα μοτίβο είναι τόσο “ανεκτικό” από πλευράς περιορισμών στη σύσταση και τη διαδοχή των βάσεών του, που οι αλληλουχίες που το ικανοποιούν είναι εξαιρετικά μεγάλες σε αριθμό. Ένα “χαλαρό” μοτίβο που επιτρέπει πολλές αντικαταστάσεις σε πολλές από τις θέσεις, μπορεί πρακτικά να παραγάγει έναν τρομακτικό αριθμό αλληλουχιών και από αυτήν την άποψη δεν μας είναι ιδιαίτερα χρήσιμο. Αναζήτηση σημείων πρόσδεσης με ένα τέτοιο πρότυπο εντοπίζει πιθανούς στόχους τόσο συχνά και με τέτοια πυκνότητα στο γονιδίωμα που είναι πρακτικά αδύνατο να αξιολογηθούν. Λέμε τότε ότι το μοτίβο αυτό έχει μικρό πληροφοριακό περιεχόμενο, καθώς δεν μας βοηθάει παρά ελάχιστα να διακρίνουμε μεταξύ σημείων πρόσδεσης και της γενικότερης αλληλουχίας. Από την άλλη πλευρά ένα μοτίβο με πολύ καλά ορισμένη σύσταση και σχέση διαδοχής βάσεων μπορεί να παραγάγει έναν περιορισμένο αριθμό αλληλουχιών οι οποίες αναμένεται να εντοπίζονται μέσα σε μια αλληλουχία με μια σχετική σπανιότητα. Η σπανιότητα αυτή αντανακλά τη δυνατότητα εξειδίκευσης του μοτίβου, το οποίο λέμε τώρα πως έχει υψηλό πληροφοριακό περιεχόμενο ή χαμηλή αβεβαιότητα. Είναι απαραίτητο να γνωρίζουμε το βαθμό της αβεβαιότητας που εμπεριέχει κάθε μοτίβο που δημιουργούμε από τα αρχικά μας δεδομένα. Το ερώτημα που καλούμαστε έτσι να απαντήσουμε είναι:


    


    Δεδομένου ενός μοτίβου που προκύπτει από ένα σύνολο σημείων πρόσδεσης, πόσο καλά ορισμένο είναι το μοτίβο αυτό;


    


    Στη συνέχεια θα δούμε με ποιον τρόπο μπορούμε να ποσοτικοποιήσουμε το βαθμό της αβεβαιότητας και τη σχέση της με το πληροφοριακό περιεχόμενο ενός μοτίβου.


    


    


    Εύρεση άγνωστων μοτίβων


    


    Μέχρι στιγμής έχουμε συζητήσει προβλήματα που προκύπτουν όταν γνωρίζουμε τις αλληλουχίες που αντιστοιχούν στα σημεία πρόσδεσης μιας πρωτεΐνης. Στις περισσότερες όμως περιπτώσεις δεν είμαστε τόσο τυχεροί. Ακόμα και αν διαθέτουμε πειραματικά δεδομένα footprinting ή ChIPSeq που είναι πολύ καλής ποιότητας, είναι εξαιρετικά δύσκολο να προσδιορίσουμε αλληλουχίες, όπως αυτές που είδαμε παραπάνω για τον NF-κB, κι αυτό γιατί ο βαθμός της διακριτικής ικανότητας ακόμα και των πιο εκλεπτυσμένων πειραματικών τεχνικών δεν είναι αρκετά μεγάλος. Πολύ συχνά διαθέτουμε ένα μεγάλο αριθμό αλληλουχιών, μήκους 500 βάσεων ή και περισσότερο μέσα στις οποίες καλούμαστε να εντοπίσουμε σημεία πρόσδεσης με μήκος μερικά νουκλεοτίδια. Η αναζήτηση αυτή συνιστά ένα πολύ δυσκολότερο πρόβλημα από αυτά που συζητήσαμε παραπάνω, το οποίο μπορεί να διατυπωθεί ως εξής:


    


    Δεδομένου ενός συνόλου αλληλουχιών που περιέχουν σημεία πρόσδεσης του ίδιου μεταγραφικού παράγοντα, πώς μπορούμε να προσδιορίσουμε το μοτίβο πρόσδεσής του;


    


    Το ερώτημα διαφέρει ουσιαστικά από αυτό που διατυπώθηκε νωρίτερα σε επίπεδο κλίμακας. Γνωρίζοντας τα σημεία πρόσδεσης έχουμε λύσει το μεγαλύτερο μέρος του προβλήματος και ο μετέπειτα προσδιορισμός του μοτίβου εξαρτάται από τη μεθοδολογία που θα επιστρατεύσουμε. Στην περίπτωση που συζητάμε όμως δεν γνωρίζουμε τίποτα για τα σημεία πρόσδεσης πέρα από το γεγονός ότι περιέχονται μέσα στις αλληλουχίες που έχουμε στα χέρια μας. Ανάλογα με το μέγεθος και το πλήθος αυτών των αλληλουχιών μπορούμε να πούμε πως ψάχνουμε για “βελόνες στα άχυρα”. Στο τέλος του κεφαλαίου θα δούμε με ποιον τρόπο τεχνικές εμπνευσμένες τόσο από τη θεωρία των πιθανοτήτων όσο και από τη βιολογία μπορούν να μας βοηθήσουν σε μια τέτοια δύσκολη αναζήτηση.


    


    


    Το πρώτο πρόβλημα: Ορισμός ενός βιολογικού μοτίβου.


    


    Ας ξεκινήσουμε να εξετάζουμε το πρώτο από τα προβλήματα που θέσαμε νωρίτερα:


    


    Δεδομένου ενός συνόλου σημείων πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα, πώς θα ορίσουμε το μοτίβο πρόσδεσης που μπορεί να τα παραγάγει;


    


    Aς εξετάσουμε το παράδειγμα των σημείων πρόσδεσης του NF-κΒ που είδαμε παραπάνω. Οι αλληλουχίες αυτές ήταν:


    


    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10


    


    G G G A A T T C C C


    G G G A A T T T C C


    G G G G A T T C C C


    G G G G A T T T C C


    G G G A C T T C C C


    G G G A C T T T C C


    G G G G C T T C C C


    G G G G C T T T C C


    


    Ξέρουμε ότι το μοτίβο πρόσδεσης του ΝF-κΒ θα πρέπει να ικανοποιεί καθεμία από αυτές. Παρατηρούμε ότι για κάποιες θέσεις μέσα σε κάθε αλληλουχία, όπως οι 3 πρώτες, οι 2 τελευταίες, η 6η και η 7η, δεν αλλάζουν καθόλου. Για κάποιες άλλες αντίθετα, την 4η, την 5η και την 8η υπάρχουν παραλλαγές όπου περισσότερα από ένα νουκλεοτίδια μπορούν να συμπληρώσουν το σημείο πρόσδεσης. Αυτό που αναζητούμε, είναι το σύνολο των λογικών κανόνων που μπορούν να περιγράψουν όλες τις παραπάνω αλληλουχίες ταυτόχρονα. Ένας τρόπος για να το κάνουμε αυτό είναι να περιγράψουμε όλες τις αλληλουχίες εισάγοντας έναν ειδικό συμβολισμό για τις περιπτώσεις αμφισημίας. Μπορούμε π.χ. να ορίσουμε ότι:


    · Στις θέσεις που δεν υπάρχει αβεβαιότητα και καλύπτονται από ένα μοναδικό κατάλοιπο θα αποδίδουμε αυτό το κατάλοιπο στο μοτίβο.


    · Στις θέσεις όπου απαντώνται περισσότερα από ένα κατάλοιπα θα συμπεριλαμβάνονται όλες οι πιθανές παραλλαγές μέσα σε ένα ζεύγος αγκυλών [].


    Ο πιο πάνω πίνακας των 8 αλληλουχιών μετατρέπεται έτσι στην παρακάτω έκφραση:


    


    GGG[AG][AC]TT[TC]CC


    


    H απόδοση του μοτίβου με αυτόν τον τρόπο χρησιμοποιεί απλούς κανόνες με τη μορφή κανονικών εκφράσεων. Οι κανονικές εκφράσεις, είναι τυπικά πρότυπα που στηρίζονται σε μια σειρά από δεδομένους κανόνες και σκοπό έχουν να ομαδοποιήσουν σειρές χαρακτήρων με βάση τα κοινά δομικά τους στοιχεία. Εξαιτίας της κατασκευής τους οι κανονικές εκφράσεις μπορούν να παραγάγουν μια ομάδα από σειρές χαρακτήρων και για το λόγο αυτό είναι εξαιρετικά χρήσιμες σε λεξικογραφικές αναζητήσεις σειρών χαρακτήρων με αμφισημίες. Στο παράδειγμά μας, αν μεταφράσουμε νοερά τα περιεχόμενα των αγκυλών ως “χρησιμοποίησε έναν από τους χαρακτήρες που περιέχονται” τότε η παραπάνω έκφραση μπορεί να παραγάγει όλες τις αλληλουχίες του πίνακα των σημείων πρόσδεσης. Έχουμε καταφέρει έτσι σε κάποιο βαθμό να περιγράψουμε τις ιδιότητες αυτού του μοτίβου. Πώς όμως θα μπορούσαμε να το κάνουμε καλύτερα;


    


    


    Συναινετικές αλληλουχίες


    


    Οι αλληλουχίες που εξετάσαμε προκειμένου να περιγράψουμε το μοτίβο ως κανονική έκφραση ήταν μόλις 8 και οι μεταξύ τους αμφισημίες εύκολα παρατηρήσιμες. Έτσι μπορέσαμε εύκολα να τις καταγράψουμε και να τις κωδικοποιήσουμε σε μια κανονική έκφραση. Τι συμβαίνει όμως στην περίπτωση που είμαστε αρκετά τυχεροί ώστε να διαθέτουμε ένα μεγάλο αριθμό από σημεία πρόσδεσης; Στον πίνακα που βλέπουμε παρακάτω έχουμε συγκεντρώσει 104 σημεία πρόσδεσης (TFBS) του NF-κΒ όπως προέκυψαν από ένα πείραμα μεγάλης κλίμακας. Aν προσπαθήσουμε να περιγράψουμε με μια κανονική έκφραση το σύνολο αυτών των αλληλουχιών αυτή θα είναι:


    GG[AG][AG][AG][AGCT][AGCT][AGCT][ACT][ACT][CT]


    


    Bλέπετε ότι μεγαλύτερος αριθμός διαθέσιμων σημείων πρόσδεσης δημιουργεί προβλήματα σε αυτήν την προσέγγιση. Προσπαθώντας να συμπεριλάβουμε όλες τις πιθανές παραλλαγές καταλήγουμε σε μια πολύ γενική έκφραση με μικρό πληροφοριακό περιεχόμενο. Ωστόσο, μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε αυτόν τον όγκο των δεδομένων με καλύτερο τρόπο χρησιμοποιώντας προσεγγίσεις που έχουμε συναντήσει στα προηγούμενα κεφάλαια και σχετίζονται με τις συχνότητες εμφάνισης νουκλεοτιδίων. Η έκτη θέση π.χ. μπορεί να περιέχει και τις τέσσερις πιθανές βάσεις αλλά αυτό δε συμβαίνει με την ίδια συχνότητα εμφάνισης. Ας δούμε πώς μπορούμε να περιγράψουμε το μοτίβο με μεγαλύτερη ακρίβεια απ' ότι με μια απλή κανονική έκφραση χρησιμοποιώντας αυτές τις συχνότητες εμφάνισης.
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    Πίνακας 3.1: 104 σημεία πρόσδεσης του NF-κΒ από το γονιδίωμα του ποντικιού (Mus musculus)


    


    Πιο συγκεκριμένα, μπορούμε να προσπαθήσουμε να απαντήσουμε στα εξής ερωτήματα:


    Ποιο νουκλεοτίδιο είναι το πιθανότερο σε κάθε θέση του μοτίβου;


    Ποια είναι συνολικά η πιο πιθανή αλληλουχία πρόσδεσης;


    Πόσο μεγάλη είναι η αμφισημία του μοτίβου;


    Ας ξεκινήσουμε με το πρώτο από αυτά. Η απάντηση μπορεί να δωθεί με μια απλή καταμέτρηση των νουκλεοτιδίων σε κάθε θέση ξεχωριστά, τη μετατροπή τους σε συχνότητα εμφάνισης και την εξαγωγή του νουκλεοτιδίου με τη μέγιστη τιμή συχνότητας εμφάνισης. Αν τώρα επιλέξουμε την αλληλουχία που θα ορίζεται από το πιθανότερο νουκλεοτίδιο για κάθε θέση του μοτίβου, θα έχουμε απαντήσει και στη δεύτερη από τις πιο πάνω ερωτήσεις. Συχνά αναφερόμαστε σε αυτήν την “πιο πιθανή” αλληλουχία ως συναινετική αλληλουχία (consensus sequence), καθώς είναι η αλληλουχία με την οποία συμφωνούν περισσότερο τα ΤFBS που έχουν χρησιμοποιηθεί για την εξαγωγή της. Ένας απλός αλγόριθμος για την εξαγωγή της συναινετικής αλληλουχίας από έναν πίνακα σημείων πρόσδεσης δίνεται παρακάτω:


    


    Αλγόριθμος :: Εξαγωγή Consensus


    Δήλωση Πίνακα n Σημείων Πρόσδεσης μήκους l, TFBS[n,l];


    Δήλωση Πίνακα Ν τεσσάρων νουκλεοτιδίων (A,G,C,T);


    Δήλωση Πίνακα P Πιθανοτήτων νουκλεοτιδίων (A,G,C,T);


    Δήλωση Πίνακα Μ Μέγιστων Τιμών Πιθανοτήτων Μ[l];


    Απαρίθμηση 1: Για θέση i = 1 έως i = l ανά 1;


     Δημιούργησε τη σειρά C=TFBS[1:n,i]; # όλα τα στοιχεία κάθε στήλης


     Απαρίθμηση 2: Για θέση j=1 έως j=n ανά 1;


     Διάβασε s=C[j];


     Aύξησε το πλήθος πίνακα νουκλεοτιδίων N[s]++;


     Τέλος: Απαρίθμηση 2


     #


     Συχνότητα: Για κάθε νουκλεοτίδιο s;


     Υπολογισε τη συχνότητα P[s]=Ν[s]/n; # διαίρεση με πλήθος σημείων


     Tέλος: Συχνότητα


     #


     Μέγιστο: max=0;


     Για κάθε νουκλεοτίδιο s;


     Έλεγξε: Αν P[s]>max


     Τότε:


     max=P[s];


     argmax=s; # argmax είναι το νουκλεοτίδιο με τη μέγιστη τιμή  Tέλος Μέγιστο


     M[i]=argmax; # το νουκλεοτίδιο με τη μέγιστη τιμή για τη θέση i αποδίδεται στο μ


     Ν=0; P=0; # αρχικοποίηση πινάκων πλήθους συχνοτήτων


    Τέλος Απαρίθμηση 1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Πίνακας Μ


    Τερματισμός


    


    H σειρά των πιο πάνω εντολών, αν και φαινομενικά περίπλοκη κάνει μια σειρά από απλούς υπολογισμούς που έχουμε ήδη δει. Διαβάζει έναν πίνακα σημείων πρόσδεσης ανα στήλη, καθώς ενδιαφερόμαστε να συγκρίνουμε τα κατάλοιπα για κάθε θέση μέσα στο μοτίβο ξεχωριστά και αφού υπολογίσει τη συχνότητα εμφάνισης του κάθε νουκλεοτιδίου εντός της στήλης, εξάγει αυτό με τη μεγαλύτερη συχνότητα και το αποδίδει σε έναν πίνακα Μ. Ο Μ με μήκος ίσο με αυτό των αλληλουχιών πρόσδεσης καταλήγει έτσι να περιέχει τη συναινετική αλληλουχία, η οποία τα περιγράφει καλύτερα. Για το παράδειγμά μας των 104 TFBS που είδαμε παραπάνω αυτή είναι η:


    


    G G G A A T T T C C


    


    Την αλληλουχία που αντιστοιχεί στη συναινετική αλληλουχία συναντήσαμε ήδη πιο πάνω και μάλιστα είχαμε ήδη από τότε αναφέρει πως είναι αυτή με την οποία ο NF-κΒ έχει τη μεγαλύτερη συγγένεια πρόσδεσης. Τι ακριβώς αναπαριστά η συναινετική αλληλουχία; Αρχικά είναι η αλληλουχία που αναμένεται να είναι και η πιο συχνά απαντώμενη ανάμεσα σε όλα τα σημεία πρόσδεσης. Πράγματι η GGGAATTTCC εμφανίζεται 14 φορές μέσα στο δείγμα μας (ένα ποσοστό 13%). Κατά κύριο λόγο όμως η συναινετική αλληλουχία είναι αυτή έναντι της οποίας το σύνολο των σημείων πρόσδεσης εμφανίζει τις λιγότερες διαφορές. Αν μπορούσαμε να ορίσουμε ένα μέτρο απόστασης μεταξύ αλληλουχιών και να το υπολογίσουμε για το σύνολο των αλληλουχιών θα μπορούσαμε να έχουμε ένα μέτρο της συμφωνίας με τη συναινετική αλληλουχία. Ένα τέτοιο μέτρο είναι η απόσταση Hamming. Ως απόσταση Hamming δύο σειρών χαρακτήρων ίδιου μήκους ορίζουμε το άθροισμα των χαρακτήρων στους οποίους διαφέρουν (Forney 1966)⁠. Έτσι οι:


    G G G A A T T T C C


    | | | | | | | | |


    G G C A A T T T C C


    Έχουν απόσταση Hamming d=1 ενώ οι:


    G G G A A T T T C C


    | | | | | | |


    G G C A A T A A C C


    Έχουν απόσταση Hamming d=3.


    


    Υπολογισμός των αποστάσεων Hamming για τα 104 σημεία πρόσδεσης του NF-κΒ του Πίνακα 3.1 από τη συναινετική αλληλουχία τους, δίνει αποστάσεις Hamming μεταξυ 0 και 1, καμία δηλαδή αλληλουχία δεν διαφέρει από τη συναινετική περισσότερο από 1 κατάλοιπο. Tο άθροισμα των αποστάσεων Hamming για όλες τις αλληλουχίες είναι 86 και η μέση τιμή τους είναι 86/104=0.82. Αν αναλογιστούμε ότι η μέγιστη δυνατή απόσταση Hamming δύο σειρών μήκους Ν είναι ίση με Ν, τότε το 0.82 σε σχέση με το 10 είναι ένας αρκετά μικρός αριθμός. Μπορούμε από αυτό να εκτιμήσουμε ότι ο βαθμός αμφισημίας του μοτίβου είναι αρκετά μικρός, έχοντας έτσι απαντήσει και στο τρίτο ερώτημα.
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    Εικόνα 3.3: Αναπαράσταση της πρόσδεσης στο DNA ενός μεταγραφικού παράγοντα με δομή “δακτύλων Ψευδαργύρου” (zinc finger). H πρωτεΐνη προσδένεται στο DNA σε δύο περιοχές που απέχουν μεταξύ τους περίπου 10 νουκλεοτίδια. (Εικόνα από DonabelSDSU.bot: CC0 2.5, από Wikimedia Commons)..



    


    Στο σημείο αυτό θα πρέπει να σκεφτούμε μια άλλη διάσταση του προβλήματος εξαγωγής της συναινετικής αλληλουχίας και υπολογισμού της αβεβαιότητας που σχετίζεται με τη θέση του μοτίβου. Όπως είδαμε και πιο πάνω, υπάρχουν θέσεις μέσα στο μοτίβο (π.χ. οι πρώτες 2) όπου η αβεβαιότητα είναι μηδενική, ενώ άλλες όπου η αβεβαιότητα εξαιρετικά μεγάλη. Τόσο η προσέγγιση της συναινετικής αλληλουχίας όσο και ο υπολογισμός αποστάσεων Hamming αντιμετωπίζει όλες τις θέσεις με την ίδια βαρύτητα. Κάτι τέτοιο όμως είναι προβληματικό, μεταξύ άλλων και από βιολογική άποψη. Φανταστείτε ένα μεταγραφικό παράγοντα όπως αυτός που φαίνεται στην Εικόνα 3.3, ο οποίος αλληλεπιδρά με δύο διακριτές περιοχές του DNA μεταξύ των οποίων υπάρχει μια μικρή αλληλουχία με την οποία δεν υπάρχει καμία επαφή. Είναι λογικό να περιμένουμε πως τα νουκλεοτίδια που θα έχουν σημασία για το μοτίβο θα βρίσκονται στην αρχή και στο τέλος αλλά τα ενδιάμεσα θα μπορούν να μεταβάλλονται με λιγότερους περιορισμούς.


    Στην επόμενη ενότητα θα δούμε πώς μπορούμε να μελετήσουμε μια σειρά από σημεία πρόσδεσης με σκοπό να αναπαραστήσουμε ένα μοτίβο, στο οποίο οι διαφορές μεταξύ των θέσεων θα περιγράφονται πιο αναλυτικά.


    


    


    


    Πίνακες Βαρών ανά θέση. (Positional Weight Matrices, PWM)


    


    Aς προσπαθήσουμε να σκεφτούμε έναν τρόπο για να αναπαραστήσουμε καλύτερα την πληροφορία που χρησιμοποιήσαμε για την εξαγωγή της συναινετικής αλληλουχίας στην προηγούμενη ενότητα. Θυμηθείτε ότι κατά την εφαρμογή του αλγορίθμου Εξαγωγή Consensus υπολογίζαμε τη συχνότητα εμφάνισης κάθε νουκλεοτιδίου ξεχωριστά για κάθε θέση του μοτίβου. Πώς θα μπορούσαμε να ενσωματώσουμε αυτήν την πληροφορία σε μία δομή δεδομένων; Αν αναλογιστούμε ότι για κάθε θέση n εντός του μοτίβου υπάρχουν 4 ενδεχόμενα (τα τέσσερα νουκλεοτίδια) για τα οποία μπορούμε να υπολογίσουμε συχνότητες εμφάνισης, τότε μπορούμε να φανταστούμε έναν πίνακα n x 4, o οποίος θα περιέχει τις τέσσερις συχνότητες εμφάνισης για κάθε θέση. Ονομάζουμε τέτοιους πίνακες, Πίνακες Βαρών ανά θέση (Positional Weight Matrices ή για συντομία PWM) καθώς περιέχουν πληροφορία ξεχωριστά για κάθε θέση του μοτίβου. Ο υπολογισμός ενός PWM μπορεί να γίνει με μια απλοποιημένη εκδοχή του αλγορίθμου των συναινετικών αλληλουχιών, ως εξής:


    


    Αλγόριθμος :: PWM


    Δήλωση Πίνακα n Σημείων Πρόσδεσης μήκους l, TFBS[n,l];


    Δήλωση Πίνακα Ν τεσσάρων νουκλεοτιδίων (A,G,C,T);


    Δήλωση Πίνακα P Πιθανοτήτων νουκλεοτιδίων (A,G,C,T);


    Δήλωση Πίνακα PWΜ[4, l];


    Απαρίθμηση 1: Για θέση i = 1 έως i = l ανά 1;


     Δημιούργησε τη σειρά C=TFBS[1:n,i]; # όλα τα στοιχεία κάθε στήλης


     Απαρίθμηση 2: Για θέση j=1 έως j=n ανά 1;


     Διάβασε s=C[j];


     Aύξησε το πλήθος πίνακα νουκλεοτιδίων N[s]++;


     Τέλος: Απαρίθμηση 2


     #


     Συχνότητα: Για κάθε νουκλεοτίδιο s;


     Υπολογισε τη συχνότητα P[s]=Ν[s]/n; # διαίρεση με πλήθος σημείων


     Aπόδοση στον PWM[i,s]=P[s]


     Ν=0; P=0; # αρχικοποίηση πινάκων πλήθους συχνοτήτων


    Τέλος Απαρίθμηση 1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Πίνακας PWΜ


    Τερματισμός


    


    H διαφορά του PWM με τον Consensus είναι ουσιαστικά ότι αντί να κρατάμε μόνο τη μέγιστη από τις τέσσερις συχνότητες εμφάνισης για κάθε θέση, τις ενσωματώνουμε όλες σε ένα πίνακα 2 διαστάσεων. Ο PWM που προκύπτει για τα 104 μοτίβα του Πίνακα 3.1 είναι ο παρακάτω:
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    Πίνακας 3.2: Πίνακας Βαρών ανα θέση για τα σημεία πρόσδεσης του NF-κΒ του Πίνακα 3.1


    


    Στον Πίνακα 3.2 είναι σημειωμένα με κίτρινο τα βάρη που αντιστοιχούν στις μέγιστες τιμές συχνότητας ανά θέση. Ακολουθώντας τα για καθεμία από τις 10 θέσεις του μοτίβου μπορούμε να εξάγουμε εύκολα τη συναινετική αλληλουχία. Ωστόσο ο Πίνακας 3.2 πλεονεκτεί ως αναπαράσταση του μοτίβου καθώς περιέχει επιπλέον πληροφορία για όλα τα νουκλεοτίδια. Έτσι μπορούμε τώρα να εκτιμήσουμε ποσοτικά το βαθμό αβεβαιότητας της κάθε θέσης. Τόσο για τη θέση 4 όσο και για την 5 το πιθανότερο νουκλεοτίδιο είναι το Α, ωστόσο για τη μεν 4 η πιθανότητα είναι 0.76 ενώ για την 5 μόλις 0.49. Ο PWM μας επιτρέπει έτσι να εκτιμήσουμε την αβεβαιότητα που εμπεριέχει το μοτίβο λαμβάνοντας υπόψη την κάθε θέση ξεχωριστά. Στη συνέχεια θα δούμε πώς μπορούμε να εκμεταλλευτούμε αυτό το γεγονός για να απαντήσουμε στο δεύτερο από τα αρχικά ερωτήματα, αυτό του εντοπισμού σημείων πρόσδεσης σε μια άγνωστη αλληλουχία.


    


    


    Το δεύτερο πρόβλημα: Εντοπισμός θέσεων πρόσδεσης σε άγνωστη αλληλουχία


    


    Μέχρι στιγμής έχουμε δει πώς μπορούμε να ενσωματώσουμε την πληροφορία από πολλαπλά γνωστά σημεία πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα σε μοτίβα, που περιγράφουν συνολικά τα χαρακτηριστικά των θέσεων πρόσδεσης αλλά και που αποτυπώνουν τη σχετική αβεβαιότητα σε κάθε θέση. Πώς όμως θα μπορούσαμε να χρησιμοποιήσουμε το μοτίβο για να αναζητήσουμε νέα σημεία πρόσδεσης σε μια αλληλουχία;


    Ας φανταστούμε μια αλληλουχία μεγάλου μήκους μέσα στην οποία αναζητούμε το μοτίβο. Ένας τρόπος να το κάνουμε είναι να τη διαβάζουμε σε υπο-αλληλουχίες μήκους ίσου με το μήκος του μοτίβου και να τις συγκρίνουμε με αυτό. Μπορούμε να φανταστούμε ένα “κυλιόμενο πλαίσιο” όπως αυτό που επιστρατεύσαμε στο Κεφάλαιο 2 και το οποίο θα έχει μήκος 10 νουκλεοτίδια. Στη συνέχεια μπορούμε να συγκρίνουμε κάθε υπο-αλληλουχία μήκους 10 με το μοτίβο. Πώς θα το κάνουμε αυτό; Μια προσέγγιση θα ήταν να υπολογίσουμε την απόσταση Hamming της κάθε υπο-αλληλουχίας από τη συναινετική αλληλουχία. Κάτι τέτοιο είναι προβληματικό για δύο λόγους. Πρώτο γιατί θα πρέπει να ορίσουμε κάτω από ποιο όριο απόστασης θα θεωρήσουμε ότι δεχόμαστε ότι η σύγκριση είναι επιτυχής. Θα είναι 1/10, 2/10 ή 3/10; Δεύτερο και κυριότερο, γιατί όπως είπαμε η απόσταση Hamming αντιμετωπίζει όλες τις θέσεις ως ισότιμες. Έτσι η υπο-αλληλουχία:
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    Έχει απόσταση Hamming από τη συναινετική ίση με d=1, ωστόσο δεν θα μπορούσε να είναι σημείο πρόσδεσης καθώς από τον Πίνακα 3.2 προκύπτει ότι η πρώτη θέση θα πρέπει να περιέχει πάντοτε το νουκλεοτίδιο G (με πιθανότητα P=1.0). Μια αναζήτηση με βάση την απόσταση Hamming αναμένεται να εντοπίσει όλα τα σωστά σημεία πρόσδεσης αλλά θα εντοπίσει παράλληλα και πολλές θέσεις στις οποίες η αλληλουχία θα διαφέρει λίγο αλλά σε καίρια σημεία από το μοτίβο. Λέμε σε αυτήν την περίπτωση πως η μέθοδός μας έχει χαμηλή εξειδίκευση αφού εντοπίζει πολλά λανθασμένα σημεία πρόσδεσης.


    Πώς μπορούμε να ξεπεράσουμε το πρόβλημα των προτιμήσεων ανά θέση; Είδαμε ότι ο Πίνακας 3.2 περιέχει τις συχνότητες εμφάνισης κάθε νουκλεοτιδίου ανά θέση στο μοτίβο. Θα μπορούσαμε να χρησιμοποιήσουμε τις τιμές του Πίνακα για να βαθμολογήσουμε την ομοιότητα κάθε υπο-αλληλουχίας με το μοτίβο; Κάτι τέτοιο θα μπορούσε να γίνει με την παρακάτω διαδικασία:


    


    Αλγόριθμος :: PWM Αναζήτηση


    Δήλωση Αλληλουχίας S μήκους n;


    Δήλωση Πίνακα PWΜ[4, l];


    Δήλωση Πίνακα Score[n-l+1]


    Απαρίθμηση 1: Για θέση i = 1 έως i = n-l+1 ανά 1;


     Δημιούργησε την υποαλληλουχία s<-S[i:i+l-1]; # μήκους=l


     Απαρίθμηση 2: Για κάθε θέση j=1 έως j=l ανά 1;


     Score[i]=Score[i]+PWM[s[j],j]


      Τέλος: Απαρίθμηση 2


    Τέλος Απαρίθμηση 1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Πίνακας Score


    Τερματισμός


    


    O αλγόριθμος PWM Αναζήτηση σαρώνει την αλληλουχία S σε επικαλυπτόμενα ανά 1 νουκλεοτίδιο, πλαίσια μήκους ίσου με το μήκος του μοτίβου l, δημιουργώντας σε κάθε επανάληψη μια υπο-αλληλουχία μήκους l. Στη συνέχεια υπολογίζει για κάθε μία από αυτές τις υποαλληλουχίες s, μια τιμή (score) ομοιότητας η οποία ισούται με το άθροισμα των συχνοτήτων εμφάνισης των νουκλεοτιδίων της s, όπως προκύπτει από τον Πίνακα 3.2. Έτσι π.χ. η υποαλληλουχία GAGTTACCCT θα έχει score
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    Τι σημαίνει όμως η τιμή 3.66; Είναι υψηλή ή χαμηλή; Τι πληροφορία μπορούμε να πάρουμε από αυτήν; Θα μπορούσαμε να τη συγκρίνουμε με την τιμή που προκύπτει από τη συναινετική αλληλουχία (που είναι ίση με 8.25) αλλά και σε αυτήν την περίπτωση θα είχαμε το ίδιο πρόβλημα με τις αποστάσεις Hamming, θα μπορούσαμε δηλαδή να έχουμε ένα υψηλό score που θα προέκυπτε όμως από “απαγορευμένες” αλληλουχίες. Υπάρχει ωστόσο, ένα ακόμα πρόβλημα σε αυτήν την προσέγγιση. Λόγω των αυστηρών περιορισμών των τριών πρώτων και των τελευταίων δύο θέσεων, το μοτίβο μας συνολικά είναι εμπλουτισμένο σε βάσεις G και C. Υπάρχει μια σαφής προτίμηση για βάσεις Α και Τ στις μεσαίες θέσεις όμως αυτή δεν είναι τόσο ισχυρή όσο στα άκρα. Αυτό οδηγεί σε μια υπερεκπροσώπηση των βάσεων G+C μέσα στο μοτίβο και πράγματι, το GC περιεχόμενο των 104 σημείων πρόσδεσης του Πίνακα 3.1 είναι ίσο με GC=60.1%. Μια τέτοια τάση σημαίνει ότι αλληλουχίες που είναι πλούσιες σε βάσεις G και C θα τείνουν πιο εύκολα να δίνουν υψηλά PWM-score απλώς και μόνο τυχαία, χωρίς να σημαίνει πως περιέχουν πραγματικά σημεία πρόσδεσης. Αντίθετα, πραγματικά σημεία πρόσδεσης από περιοχές με χαμηλό GC περιεχόμενο θα έχουν μειωμένη πιθανότητα να σημειώσουν υψηλό score απλώς και μόνο λόγω της σύστασής τους.


    Πώς μπορούμε να ξεπεράσουμε αυτό το πρόβλημα; Στη συνέχεια θα δούμε πως μπορούμε να βελτιώσουμε τη στρατηγική των Πινάκων PWM λαμβάνοντα υπόψη γενικότερα χαρακτηριστικά νουκλεοτιδικής σύστασης υποβάθρου.


    


    


    Πίνακες Bαθμονόμησης ανά θέση. (Position-specific Scoring Matrices, PSSM)


    


    Στο σημείο αυτό θα ήταν καλό να θυμηθούμε κάποιες έννοιες από προηγούμενα κεφάλαια. Αν φανταστούμε πως αναζητούμε ένα ολιγονουκλεοτίδιο (για την ακρίβεια μια οικογένεια ολιγονουκλεοτιδίων που αντιστοιχεί στο μοτίβο) είναι λογικό να περιμένουμε πως αυτό θα συμβεί πιο εύκολα σε περιοχές του γονιδιώματος όπου η νουκλεοτιδική σύσταση είναι παρόμοια με τη σύσταση του μοτίβου, απ' ό,τι σε άλλες.
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    Εικόνα 3.4: Δημιουργία Πίνακα Βαθμονόμησης ανα Θέση (PSSM).


    


    Θυμηθείτε ότι στο παράδειγμα των νησίδων CpG από το Κεφάλαιο 2, ήταν πολύ πιο πιθανό να εντοπίσουμε μια αλληλουχία που να μοιάζει με νησίδα CpG σε περιοχές με υψηλό απ' ότι σε περιοχές με χαμηλό GC περιεχόμενο, χωρίς αυτό να σημαίνει ότι πρόκειται για μια πραγματική νησίδα. Σε εκείνη την περίπτωση είχαμε χρησιμοποιήσει τις συχνότητες εμφάνισης δινουκλεοτιδίων των νησίδων CpG και είχαμε εκμεταλλευτεί το γεγονός ότι το δινουκλεοτίδιο CpG εμφανίζεται πιο συχνά σε αυτές απ' ότι σε αλληλουχίες με ανάλογα υψηλό περιεχόμενο GC που όμως δεν είναι νησίδες. Με ανάλογο τρόπο θα πρέπει να σκεφτούμε για την αναζήτηση ενός μοτίβου. Εδώ οι περιορισμοί είναι ακόμα πιο ισχυροί και μπορούμε να τους χρησιμοποιήσουμε προς όφελός μας. Στην περίπτωση ενός μοτίβου δεν έχουμε μόνο προτιμήσεις στις συχνότητες εμφάνισης δι-, τρι- ή ν-νουκλεοτιδίων αλλά έναν πίνακα πιθανοτήτων ανά θέση που περιγράφει πλήρως τις πιθανότητες διαδοχής βάσεων μέσα σε ένα 10-νουκλεοτίδιο (στο παράδειγμα του NF-κΒ). Αυτό δε σημαίνει πως πρέπει να παραβλέψουμε χαρακτηριστικά που σχετίζονται με τη σύσταση της άγνωστης αλληλουχίας.
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    Εικόνα 3.5: Αναζήτηση σημείων πρόσδεσης του NF-κΒ μέσω PWM(γκρι) κaι PSSM(κόκκινο). Η αναζήτηση με το PSSM εντοπίζει σημεία πρόσδεσης με μεγαλύτερη εξειδικεύση, ενώ η αναζήτηση μέσω PWM φαίνεται να σχετίζεται σε μεγάλο βαθμό με το GC περιεχόμενο της αλληλουχίας (πράσινο).



    


    


    Για να πετύχουμε κάτι τέτοιο θα εργαστούμε με τρόπο ανάλογο με αυτόν με τον οποίο διακρίναμε μεταξύ CpG νησίδων και περιβάλλουσας αλληλουχίας στο Κεφάλαιο 2. Γνωρίζουμε ότι το μοτίβο πρόσδεσης του NF-κΒ εμπεριέχεται στον Πίνακα 3.2. Θα ονομάσουμε αυτόν τον πίνακα, Πίνακα Μοτίβου P. Αυτό που πρέπει να κάνουμε είναι να δημιουργήσουμε έναν αντίστοιχο πίνακα PWM που θα αντιστοιχεί σε τυχαίες αλληλουχίες. Για την ακριβεία είναι καλύτερο να δημιουργήσουμε έναν PWM που θα αντιστοιχεί σε τυχαίες αλληλουχίες που όμως θα έχουν συνολικά την ίδια νουκλεοτιδική σύσταση με το μοτίβο του NF-κΒ. Ο PWM αυτός, που θα τον ονομάσουμε Πίνακα Υποβάθρου Q, είναι ένας Πίνακας ίδιων διαστάσεων με αυτόν του μοτίβου, στον οποίον οι συχνότητες εμφάνισης σε κάθε θέση είναι ίσες με τις συνολικές συχνότητες εμφάνισης νουκλεοτιδίων στο μοτίβο. Ο πίνακας υποβάθρου διατηρεί έτσι μόνο την πληροφορία της συνολικής σύστασης χωρίς να κρατά κανένα από τα χαρακτηριστικά προτίμησης θέσεων του μοτίβου. Τα “βάρη” για κάθε θέση είναι τα ίδια[8]. Στη συνέχεια θα συγκρίνουμε τους δύο πίνακες P, Q με τον τρόπο που φαίνεται στην Εικόνα 3.4, διαιρώντας κάθε στοιχείο του P με το αντίστοιχο του Q και παίρνοντας το δυαδικό λογάριθμο του λόγου Pi,j/Qi,j. H διαδικασία αυτή δημιουργεί έναν νέο πίνακα που ονομάζουμε Πίνακα Βαθμονόμησης ανα Θέση (Position-specific scoring Matrix, ή για συντομία PSSM).


    Ο πίνακας PSSM έχει κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά. Το βασικότερο από αυτά είναι ότι ενσωματώνει την πληροφορία για τη σύσταση του μοτίβου με έναν τρόπο που είναι ειδικός ανά θέση (από την ιδιότητά του αυτή παίρνει και το όνομά του). Στον PSSM οι διαφορές μεταξύ των συχνοτήτων εμφάνισης του PWM μεγεθύνονται ή συρρικνώνονται ανάλογα με τη συνολική σύσταση της αλληλουχίας του υποβάθρου. Έτσι ένας PSSM πίνακας μπορεί να διακρίνει καλύτερα τα σημεία πρόσδεσης ανεξάρτητα από τη σύσταση της υποκείμενης αλληλουχίας. Ας δούμε πώς με ένα παράδειγμα.


    Στην Εικόνα 3.5 βλέπουμε τα αποτελέσματα μιας αναζήτησης του μοτίβου του NF-κΒ με τη χρήση του αλγορίθμου PWM Αναζήτηση που έχουμε εφαρμόσει αρχικά με τον PWM (Πίνακα 3.2) και στη συνέχεια με τον PSSM (από την Εικόνα 3.4), μέσα σε μια αλληλουχία 50000 βάσεων από το γονιδίωμα του ποντικιού. Είναι προφανές ότι η αναζήτηση μέσω του PWM δεν είναι αποτελεσματική, καθώς τα score ομοιότητας (με γκρι) που προκύπτουν είναι πολύ παρόμοια μεταξύ τους. Επιπλέον, η διακύμανση των score του PWM σχετίζεται σε μεγάλο βαθμό με το συνολικό περιεχόμενο GC όπως αυτό φαίνεται από την πράσινη καμπύλη της Εικόνας 3.5. Αντίθετα η αναζήτηση με τη χρήση του PSSM αποδίδει πολύ λιγότερα σημεία πρόσδεσης τα οποία εμφανώς διακρίνονται (κόκκινες κορυφές) από το σύνολο της αλληλουχίας. Βλέπουμε λοιπόν, πως η διερεύνηση με βάση τη σύσταση του υποβάθρου βελτιώνει σημαντικά τη δυνατότητά μας. H χρήση των PSSM βελτιώνει τόσο την ευαισθησία, όσο και την εξειδίκευση της αναζήτησής μας.


    


    


    Το τρίτο πρόβλημα: Πληροφοριακό περιεχόμενο μοτίβου


    


    Η παρατήρηση της Εικόνας 3.5 είναι μια ισχυρή ένδειξη ότι η αναζήτηση μέσω PSSM είναι πιο αποτελεσματική. Xρειαζόμαστε όμως έναν αντικειμενικό τρόπο για να αξιολογήσουμε τα αποτελέσματα της αναζήτησής μας. Στη συγκεκριμένη ενότητα θα δούμε πώς μπορούμε να υπολογίσουμε μια ποσότητα που ονομάζεται πληροφοριακό περιεχόμενο (information content) ενός μοτίβου και στη συνέχεια θα εφαρμόσουμε μια μέθοδο υπολογισμού αυτής της ποσότητας στα σημεία πρόσδεσης που προκύπτουν τόσο από την αναζήτηση με τον PWM όσο και με τον PSSM πίνακα. Πριν περιγράψουμε τη μέθοδο αυτή, όμως θα πρέπει να ορίσουμε μαθηματικά την έννοια της πληροφορίας γενικά και την πληροφορία μιας αλληλουχίας ειδικότερα.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Εντροπία Shannon και Πληροφοριακό Περιεχόμενο.


    


    Η ερευνήτρια Ν είναι στη μέση ενός επίπονου πειράματος. Το ίδιο και ο συναδελφός της Β. Οι δυο τους ξέρουν πως θα βρίσκονται στο θάλαμο μικροσκοπίας για τις επόμενες ώρες παρατηρώντας τομές από ιστούς ποντικιών. Αποφασίζουν να πολεμήσουν τη βαρεμάρα τους με ένα απλό παιχνίδι. Ο Β σκέφτεται έναν ακέραιο αριθμό x από το 1 έως το 1000 και η Ν προσπαθεί να το μαντέψει κάνοντας τις λιγότερες δυνατές ερωτήσεις στον Β. Μετά από μερικά παιχνίδια η Ν καταλήγει σε μια έξυπνη στρατηγική που βασίζεται στην απλή διαδικασία: Κάθε φορά ρωτάει τον Β αν ο αριθμός είναι μεγαλύτερος από το 500. Αν ο Β της απαντήσει “ναι” τότε υπογίζει το μέσο της απόστασης μεταξύ 500 και 1000 και ρωτάει τον Β αν ο αριθμός είναι μεγαλύτερος από το 750, ενώ αν της απαντήσει “όχι” μοιράζει στη μέση την απόσταση μεταξύ 1 και 500 και ρωτάει τον Β αν ο αριθμός x είναι μεγαλύτερος από το 250. Συνεχίζει με αυτόν τον τρόπο διαιρώντας διαρκώς δια δύο το διάστημα μέσα στο οποίο βρίσκεται ο αριθμός. Η στρατηγική της μπορεί να περιγραφεί με τον παρακάτω αναδρομικό αλγόριθμο:


    Αλγόριθμος :: Μάντεψε Χ


    Δήλωση Πλήθους αριθμών Ν;


    Μυστικός αριθμός X;


    Yπολογισμός g=1/2*N;


    Επανάληψη Α:


     Έλεγξε: Αν X > g;


     Τότε g=g+1/2*g; Επιστροφή στο Α


     Έλεγξε: Αν X < g;


     Τότε g=g-1/2*g; Επιστροφή στο Α


     Έλεγξε: Αν X = g;


     Τότε “Το βρήκες”; Πήγαινε στον Τερματισμό


    Τερματισμός


    


    Μπορείτε να σκεφτείτε γιατί η λογική που ακολουθεί η Ν είναι πολύ καλύτερη από το να προσπαθεί να μαντέψει συνεχώς στην τύχη; Ας αναλογιστούμε αρχικά τι πιθανότητα έχει η Ν να βρει τον αριθμό κάνοντας τυχαίες προβλέψεις, του τύπου “Είναι ο αριθμός σου ο 671;” Δεδομένου ότι ο αριθμός είναι μεταξύ 1 και 1000, η πιθανότητα να το μαντέψει με την πρώτη είναι 1/1000. Αν δεν το βρει με την πρώτη, τότε στη δεύτερη επιλογή της έχει να διαλέξει μεταξύ 999 αριθμών και συνεπώς η πιθανότητα είναι τώρα 1/999. Με τον ίδιο ρυθμό, αν προσπαθήσει να συνεχίσει μαντεύοντας θα πρέπει να κάνει 900 ερωτήσεις για να φτάσει να έχει 1/100 πιθανότητες για να βρει τον αριθμό. Πραγματικά μοιάζει σαν να ψάχνει βελόνα στα άχυρα! Αυτό που συμβαίνει είναι ότι ουσιαστικά με κάθε ερώτηση που κάνει δεν αποκλείει παρά μόνο έναν αριθμό από το σύνολο των 1000. Η πληροφορία δηλαδή που αποκομίζει από κάθε απάντηση του B. σε αυτές τις ερωτήσεις είναι ελάχιστη. Αντίθετα, με τη στρατηγική της διαίρεσης του διαστήματος μεταξύ 1 και 1000 σε ολοένα μικρότερα, η πληροφορία που έχει κάθε απάντηση του Β είναι πολύ μεγαλύτερη. Μετά την πρώτη κιόλας ερώτηση έχει πιθανότητα 1/500 να βρει τον αριθμό, μετά τη δεύτερη έχει 1/250 κ.ο.κ.


    Πώς συνδέεται η πληροφορία που παίρνει η Ν. σε κάθε ερώτηση με την πιθανότητα να μαντέψει σωστά; Με κάθε ερώτηση η Ν μπορεί πρακτικά να χωρίσει το σύνολο των αριθμών από το 1 έως το 1000 σε δύο υποσύνολα. Αυτό που περιέχει τον x και αυτό που δεν τον περιέχει. Γιατί όμως είναι προτιμότερο για την Ν. να κάνει ερωτήσεις που χωρίζουν το διάστημα σε δύο ίσα μέρη; Αν υποθέσουμε ότι η Ν ρωτήσει τον Β αν ο αριθμός είναι μεγαλύτερος από το 250, χωρίζοντας έτσι το διάστημα σε ¼ και ¾, τότε υπάρχουν τα εξής ενδεχόμενα. Αν ο Β της πει πως δεν είναι, έχει αυξήσει την αρχική πιθανότητα απο 1/1000 σε 1/250, αν όμως της πει πως είναι τότε η πιθανότητα έχει αυξηθεί μόνο από 1/1000 στο 1/750. Την ίδια στιγμή, η πιθανότητα της δεύτερης περίπτωσης (να της απαντήσει δηλαδή ο Β “ναι”) είναι 3 φορές μεγαλύτερη από το να της απαντήσει “όχι”. Συνεχίζοντας με αυτόν τον τρόπο (διαιρώντας το διάστημα σε λόγο 3/1) θα χρειαστεί στατιστικά μεγαλύτερο αριθμό ερωτήσεων για να βρει τον αριθμό x. Δεδομένου ότι η αρχική επιλογή του x είναι εντελώς τυχαία, ο καλύτερος τρόπος είναι η διαρκής διαίρεση του διαστήματος σε δύο υποσύνολα ίσου μεγέθους κι αυτό γιατί η μέγιστη πληροφορία αποκομίζεται όταν τα δύο υποσύνολα που θα δημιουργήσει η κάθε ερώτηση έχουν την ίδια πιθανότητα, καθώς η συνολική αβεβαιότητα μειώνεται περισσότερο.


    Το 1948, ο μαθηματικός και μηχανικός Claude Shannon, αναλογιζόμενος ένα ανάλογο πρόβλημα όρισε μαθηματικά αυτήν την αβεβαιότητα με μια ποσότητα που ονομάστηκε προς τιμή του Εντροπία Shannon (H) (C. E. Shannon 1948)⁠. Ορίζουμε Εντροπία Shannon ενός συστήματος με Ν ενδεχόμενα καθένα από τα οποία έχει πιθανότητα p την εξής ποσότητα:


    [image: ]3.1


    



    



    Γιατί “Εντροπία”; Γιατί με τον ίδιο τρόπο που η θερμοδυναμική εντροπία αποτελεί ένα μέτρο της αταξίας ενός φυσικού συστήματος, η Εντροπία Shannon αποτελεί ένα μέτρο της αβεβαιότητας που υπάρχει σε ένα σύστημα μετάδοσης μηνύματος δεδομένων των πιθανοτήτων παρατήρησης του συνόλου των ενδεχομένων του. Ας δούμε ποια είναι η Εντροπία Shannon για το πρόβλημα της Ν. Αν η Ν δοκιμάσει να χωρίζει το διάστημα σε ίσα τμήματα, τότε με κάθε ερώτηση η πιθανότητα του x να βρίσκεται σε κάθε ένα από αυτά είναι p=½. Ισχύει ότι:
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    αν αντίθετα χωρίσει το διάστημα σε μήκη με σχέση ¼ και ¾ τότε η 3.1 δίνει:
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    Bλέπουμε δηλαδή ότι η εντροπία μιας επιλογής με ίσες πιθανότητες είναι μεγαλύτερη από αυτήν που προκύπτει όταν για ίδιο αριθμό ενδεχομένων υπάρχουν διαφορετικές πιθανότητες για το καθένα.


    Ισχύει γενικότερα ότι:


    


    Ένα σύστημα με Ν ενδεχόμενα επιτυγχάνει τη μέγιστη Εντροπία όταν η πιθανότητα κάθε ενδεχομένου είναι ίση με 1/Ν και αυτή είναι ίση με -Νlog(N-1)


    


    Τι σημαίνει όμως για ένα οποιοδήποτε σύστημα ή μέγιστη Εντροπία και ποια είναι η σχέση της με το πληροφοριακό περιεχόμενο; Ισχύει ότι στην κατάσταση μέγιστης εντροπίας το σύστημα έχει τη μέγιστη δυνατότητα μετάδοσης ενός μηνύματος. Φανταστείτε το εξής νοητικό πείραμα. Έστω ότι έχετε στα χέρια σας ένα νόμισμα το οποίο μπορείτε να στρίψετε 5 φορές καταγράφοντας το αποτέλεσμα κάθε ρίψης. Αν το νόμισμα είναι κανονικό και οι πιθανότητες κορώνα(Κ)-γράμματα(Γ) ίσες με 0.5, τότε τα δυνατά αποτελέσματα πέντε ρίψεων μπορούν να είναι πρακτικά οποιαδήποτε αλληλουχία ΚΓ (π.χ. ΚΚΓΓΚ, ΚΓΚΓΚ, ΓΚΓΓΚ κλπ). Αν όμως το νόμισμα είναι κάλπικο και η πιθανότητα Κ είναι π.χ. ίση με 0.9 τότε ακόμα και για ένα μεγάλο αριθμό ρίψεων κάποια αποτελέσματα (αυτά που θα περιέχουν πολλά Γ) είναι πολύ απίθανα. Το πρώτο νόμισμα έχει δυνατότητα μετάδοσης μεγαλύτερου όγκου πληροφορίας απ' ότι το δεύτερο. Λέμε σε αυτήν την περίπτωση πως το πληροφοριακό περιεχόμενο (information content) του πρώτου είναι μεγαλύτερο. Πόσο μεγαλύτερο; η θεωρία του Shannon ορίζει ως πληροφοριακό περιεχόμενο, Ι τη μεταβολή της Εντροπίας Η ενός συστήματος:
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    Όσο μεγαλύτερη είναι δηλαδή η μεταβολή της Εντροπίας, τόσο μεγαλύτερη η πληροφορία που αποκομίζουμε. Στο παράδειγμά μας η Ν ξεκινούσε με Εντροπία = 0 και συνεπώς με κάθε ερώτηση 50-50 η αβεβαιότητά της μειωνόταν κατά ~0.7 ενώ με κάθε ερώτηση 75-25 η αντίστοιχη μείωση ήταν της τάξης του ~0.56. H επιλογή της να χωρίζει το διάστημα στη μέση ήταν η καλύτερη δυνατή.


    


    Ερώτηση: Διαλέγοντας πάντα τη χειρότερη περίπτωση μπορείτε να σκεφτείτε ποιος είναι ο μεγαλύτερος δυνατός αριθμός ερωτήσεων που πρέπει να κάνει η Ν. στο β., αν θέλει να μαντέψει τον αριθμό x α) χωρίζοντας το διάστημα σε τμήματα με σχέση μήκους 1/2-1/2 και β) χωρίζοντάς το σε τμήματα 1/5-4/5;


    


    Θυμηθείτε από το Κεφάλαιο 1 ότι το παράδειγμα των ρίψεων ενός κέρματος μοντελοποιείται με τη διωνυμική κατανομή όπου τα πιθανά ενδεχόμενα είναι δύο με πιθανότητες p και 1-p. Όπως είδαμε παραπάνω έτσι και για τη διωνυμική κατανομή ισχύει ότι η μέγιστη εντροπία επιτυγχάνεται για p=1-p=0.5. Σε ό,τι αφορά άλλα είδη κατανομών αξίζει να σημειώσουμε εδώ ότι απ' όλες τις κατανομές με γνωστή μέση τιμή και διασπορά, η κανονική είναι αυτή που μεγιστοποιεί την εντροπία.


    Τι σχέση όμως έχουν όλα αυτά με τα μοτίβα πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων; Ας δούμε πώς μπορούμε να χρησιμοποίησουμε τη θεωρία Shannon για να αξιολογήσουμε το πληροφοριακό τους περιεχόμενο.


    


    


    Εντροπία Μοτίβων. Logo Αλληλουχιών


    


    Καθώς η ώρα στο θάλαμο μικροσκοπίας περνάει, η Ν και ο Β αποφασίζουν να κάνουν το παιχνίδι τους λίγο πιο πολύπλοκο. Έτσι ο Β προσκαλεί τώρα την Ν να μαντέψει όχι έναν αριθμό από το 1 έως το 1000 αλλά ένα δεκανουκλεοτίδιο (τα μεγάλα σε διάρκεια πειράματα έχουν συχνά παρενέργειες!) Η Ν. είναι αρκετά συνετή ώστε να μην μπει καν στον κόπο να προσπαθήσει να μαντέψει ένα από τα 410 πιθανά ενδεχόμενα, ωστόσο αναλογίζεται ποια θα ήταν η ανάλογη στρατηγική για ένα τόσο δύσκολο πρόβλημα. Σκέφτεται πως θα ήταν καλύτερο να προσπαθήσει να μαντέψει το κάθε νουκλεοτίδιο χωριστά. Υποθέτοντας πως ο Β έχει επιλέξει τελείως τυχαία, κάθε νουκλεοτίδιο έχει πιθανότητα 0.25 να καταλάβει καθεμία από τις 10 θέσεις. Η αβεβαιότητα για κάθε θέση δίνεται από την Εντροπία Shannon της εξίσωσης 3.1 και είναι ίση με:
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    Στην προκειμένη περίπτωση χρησιμοποιήσαμε το δυαδικό λογάριθμο αντί για το φυσικό, για λόγους συμμετρίας του προβλήματος. Μπορούμε να φανταστούμε την Ν. να κάνει ερωτήσεις στο β. για να μαντέψει καθένα από τα νουκλεοτίδια. Επειδή αρκούν δύο ερωτήσεις για να βρει το σωστό διαλέγουμε τη βάση του λογαρίθμου έτσι ώστε η Εντροπία να ταυτίζεται με τον αριθμό των ερωτήσεων που απαιτούνται (κάτι που είναι πολύ κοντά στο φυσικό νόημά της). Η συνολική αβεβαιότητα είναι ίση με 10x2=20 κάτι που σημαίνει πως στην Ν. αρκούν 20 ερωτήσεις για να βρει το σωστό δεκανουκλεοτίδιο!


    


    Ερώτηση: Ποιες είναι οι δύο ερωτήσεις που επαρκούν στην Ν. για να μαντέψει ένα από τα τέσσερα νουκλεοτίδια;


    


    Ας αναλογιστούμε τι σημαίνει αυτό για το παράδειγμά μας. Είδαμε πως η αρχική αβεβαιότητα για κάθε θέση σε ένα ολιγονουκλεοτίδιο είναι 2. Με αντίστοιχο τρόπο η αρχική τιμή αβεβαιότητας για ένα σύστημα όπου υπάρχουν Ν ενδεχόμενα είναι η μέγιστη τιμή της Εντροπίας Shannon που δίνεται από την εξίσωση 3.3:


    [image: ]3.3


    Η τιμή Hmax αντιστοιχεί στη περίπτωση που όλα τα ενδεχόμενα είναι ισοπίθανα. Ωστόσο στην περίπτωση ενός μοτίβου αλληλουχίας, αυτό δε συμβαίνει. Κάποια ενδεχόμενα (κατάλοιπα) είναι πολύ πιο πιθανά από καποια άλλα σε συγκεκριμένες θέσεις. Μπορούμε λοιπόν να πούμε ότι σε κάθε θέση υπάρχει ένα συγκεκριμένο πληροφοριακό περιεχόμενο που μπορεί να υπολογιστεί ως:
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    Σημειώστε ότι, η διαφορά στη σειρά της αρχικής και της τελικής εντροπίας εδώ σε σχέση με την 3.2 είναι αποτέλεσμα του αρνητικού προσήμου που έχουν και οι δύο τιμές. Για την περίπτωση τώρα ενός μοτίβου νουκλεοτιδίων η 3.4 γίνεται:
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    Που σημαίνει πώς με την εξίσωση 3.5 μπορούμε να αξιολογήσουμε το πληροφοριακό περιεχόμενο ενός μοτίβου δεδομένου ενός πίνακα PWM. Έτσι στον PWM Πίνακα 3.2 η πρώτη θέση έχει πληροφοριακό περιεχόμενο ίσο με:
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    Στον υπολογισμό αυτό θεωρούμε ότι η τιμή 0log2(0) είναι ίση με 0. Βλέπουμε ότι για τη συγκεκριμένη θέση το πληροφοριακό περιεχόμενο είναι ίσο με 2, που είναι και η μέγιστη τιμή που μπορεί να πάρει δεδομένων τεσσάρων πιθανών ενδεχομένων. Πράγματι, για τη θέση 1, η πιθανότητα εμφάνισης του G είναι 1.0 που σημαίνει ότι η αβεβαιότητα αυτής της θέσης είναι μηδενική. Αντίστοιχα, το πληροφοριακό περιεχόμενο της θέσης 5 θα είναι ίσο με:
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    τιμή που είναι σημαντικά μικρότερη από αυτήν της θέσης 1 και που αντανακλά το μεγαλύτερο βαθμό αβεβαιότητάς της.


    Πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε αυτήν την προσέγγιση για να αξιολογήσουμε το πληροφοριακό περιεχόμενο του μοτίβου όπως αυτό ορίζεται από έναν πίνακα PWM; Κάτι τέτοιο μπορεί να γίνει αναλυτικά με την εξής διαδικασία:


    


    Αλγόριθμος :: Πληροφοριακό Περιεχόμενο PWM


    Δήλωση PWM διαστάσεων ΝxM; Ν=έκταση PWM, M=αριθμός ενδεχομένων


    Yπολογισμός Ηmax=-M*(1/M*log2(1/M));


    Επανάληψη 1 : Για i=1 έως i=N ανά 1:


     Επανάληψη 2: για j=1 έως j=M ανά 1:


     H[i,j]=-PWM[i,j]*log2(PWM[i,j]);


     I[i]=Hmax-H[i,j];


     Τέλος Επανάληψης 2


     Tέλος Επανάληψης 1


    Eπανάληψη 3: Για k=1 έως k=N ανά 1: 


     Επανάληψη 4: για j=1 έως j=M ανά 1:


     P[i,j]=PWM[i,j]*I[i];


     Τέλος Επανάληψης 4


     Tέλος Επανάληψης 3


     Eκτύπωσε P[i,j]


    Τερματισμός


    


    O παραπάνω αλγόριθμος υπολογίζει την τιμή του πληροφοριακού περιεχομένου ανά θέση (Ι[i]), κρατώντας σε έναν πίνακα H[i,j] τη συνεισφορά εντροπίας σε κάθε ενδεχομένου j στην κάθε θέση i του μοτίβου. Το πληροφοριακό περιεχόμενο μπορεί έτσι να αξιολογηθεί ανά θέση, όπως είδαμε και πιο πάνω στα παραδείγματα για τις θέσεις 1 και 5. Ο αλγόριθμος πληροφοριακό Περιεχόμενο PWM κάνει και κάτι ακόμα κι αυτό είναι ότι για κάθε νουκλεοτίδιο j σε κάθε θέση i υπολογίζει μια ποσότητα P που αντιστοιχεί στη σταθμισμένη Εντροπία του i,j με βάση τη συχνότητα εμφάνισης PWM[i,j]. Ο πίνακας P[i,j] που επιστρέφει ο αλγόριθμος ως αποτέλεσμα είναι ο παρακάτω:
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    Πίνακας 3.3: Σταθμισμένες Εντροπίες μοτίβου NF-κΒ και πληροφοριακό περιεχόμενο ανά θέση



    


    Ένας τέτοιος πίνακας μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε μια πολύ διαδεδομένη μορφή αναπαράστασης μοτίβων που ονομάζεται logo αλληλουχιών (sequence logo) (Schneider and Stephens 1990)⁠. Tα logo αλληλουχιών αναπαριστούν το σύμβολο κάθε καταλοίπου σε κάθε θέση με ύψος ανάλογο της σταθμισμένης του Εντροπίας, ενώ ταυτόχρονα αποδίδουν το πληροφοριακό περιεχόμενο σε κάθε θέση στο συνολικό ύψος όλων των συμβόλων. Tα logo μπορούν έτσι παράλληλα να οπτικοποιήσουν ένα μοτίβο αλλά και να αξιολογήσουν την πληροφορία που αυτό έχει. Στην Εικόνα 3.6 βλέπουμε τα logo αλληλουχιών που προκύπτουν από τα σημεία πρόσδεσης με τα 100 καλύτερα score της αναζήτησης μέσω PSSM και PWM αντίστοιχα όπως αυτή παρουσιάστηκε παραπάνω (βλ. Εικόνα 3.5). Είναι προφανές πως τα σημεία πρόσδεσης που προκύπτουν από την αναζήτηση μέσω PSSM αποδίδουν ένα μοτίβο με μεγαλύτερο πληροφοριακό περιεχόμενο (Ι=13.7 έναντι μόλις 8.6 για την περίπτωση των PWM). Η ίδια η εικόνα του logo που προκύπτει μέσω PSSM-αναζήτησης δείχνει πιο έντονες “κορυφές” για τις περισσότερες θέσεις του μοτίβου, κάτι που είναι ενδεικτικό μεγαλύτερου πληροφοριακού περιεχομένου. Μια σειρά από άλλα χαρακτηριστικά των μοτίβων αποδίδονται παραστατικά από τα logo όπως είναι σε ποιες θέσεις υπάρχει αυξημένη αβεβαιότητα, ποια είναι τα πιθανότερα κατάλοιπα σε κάθε θέση και ποια είναι η συνεισφορά τους στο πληροφοριακό της περιεχόμενο κλπ. Έτσι, το ύψος του κάθε καταλοίπου στην κάθε θέση του logo είναι συνάρτηση του πόσο συχνά εμφανίζεται το συγκεκριμένο κατάλοιπο σε αυτή τη θέση, ενώ το συνολικό υψος των καταλοίπων σε κάθε θέση ισούται με το πληροφοριακό περιεχόμενο σε δυαδικές μονάδες εντροπίας (bits).


    Συνοψίζοντας, μπορούμε να πούμε πως η χρήση της μαθηματικής έννοιας της Εντροπίας Shannon αποτελεί έναν πολύ καλό τρόπο αξιολόγησης του πληροφοριακού περιεχομένου και κατ' επέκταση της σημασίας ενός μοτίβου.


    


    


    Το τέταρτο πρόβλημα: Εύρεση άγνωστων μοτίβων


    


    Θα περάσουμε τώρα στο τέταρτο και τελευταίο ερώτημα που θέσαμε στην αρχή αυτού του κεφαλαίου το οποίο ήταν:


    


    Δεδομένου ενός συνόλου αλληλουχιών που περιέχουν σημεία πρόσδεσης του ίδιου μεταγραφικού παράγοντα, πώς μπορούμε να προσδιορίσουμε το μοτίβο πρόσδεσής του;
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    Εικόνα 3.6: Logo αλληλουχιών για τα 100 καλύτερα σημεία πρόσδεσης όπως προβλέφθηκαν α) μέσω του PSSM της Εικόνας 3.4 και β) μέσω του PWM του Πίνακα 3.2. Τα logo δημιουργήθηκαν μέσω της διαδικτυακής υπηρεσίας του Πανεπιστημίου του Berkeley: http://weblogo.berkeley.edu/.


    


    


    


    Το συγκεκριμένο πρόβλημα είναι αρκετά δυσκολότερο από τα τρία προηγούμενα για το βασικό λόγο ότι δεν προϋποθέτει καμία γνώση των περιορισμών των σημείων πρόσδεσης. Σε αντίθεση δηλαδή με τα ερωτήματα που αντιμετωπίσαμε ως τώρα δεν έχουμε καμία προηγούμενη γνώση για το μοτίβο, πέρα από το ότι το σύνολο των αλληλουχιών που διαθέτουμε περιέχει τουλάχιστο μια θέση πρόσδεσης ανά αλληλουχία. Η κατάσταση αυτή είναι αρκετά ρεαλιστική για μια μεγάλη κατηγορία πειραμάτων στα οποία αναζητούμε τα σημεία πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων που δεν έχουν μελετηθεί αρκετά ώστε να γνωρίζουμε το μοτίβο πρόσδεσής τους. Πώς θα προσεγγίσουμε ένα τόσο πολύπλοκο πρόβλημα; Αρχικά μπορούμε να το διατυπώσουμε πιο αναλυτικά ως εξής:


    


    Δεδομένου ενός συνόλου Τ αλληλουχιών που περιέχουν ένα τουλάχιστο σημείο πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα, να βρεθεί μια συλλογή ολιγονουκλεοτιδίων μήκους n που να αποτελεί το μοτίβο m για το οποίο το πληροφοριακό περιεχόμενο είναι το μέγιστο.


    


    Στην πιο πάνω διατύπωση έχουμε περιγράψει το πρόβλημα αρκετά πιο αναλυτικά ώστε να αρχίσουμε να σκεφτόμαστε τρόπους για την επίλυσή του. Προσέξτε ότι έχουμε κάνει μια παραδοχή για το μήκος του μοτίβου (n) το οποίο είναι μέρος του προβλήματος καθώς, όταν δε γνωρίζουμε τίποτα για τα σημεία πρόσδεσης, δεν μπορούμε να γνωρίζουμε a priori ούτε την έκτασή του. Για λόγους απλότητας ωστόσο θα θεωρήσουμε στη συνέχεια ότι αναζητούμε μοτίβα με συγκεκριμένο μήκος. Η διαφορά στην περίπτωση που τα μήκη δεν είναι συγκεκριμένα είναι ότι κανείς απλώς θα πρέπει να δοκιμάσει την ίδια προσέγγιση για όλα τα διαφορετικά μήκη μέσα σε ένα εύρος. Ας δούμε τώρα πώς θα μπορούσαμε να εντοπίσουμε αυτό το μοτίβο διαβάζοντας τις αλληλουχίες. Αν ορίσουμε b[T] το σύνολο των πραγματικών σημείων πρόσδεσης και PWMb[t] τον πίνακα βαρών που προκύπτει από αυτά τότε ισχύει ότι για οποιαδήποτε συλλογή r[T] ολιγονουκλεοτιδίων μήκους n από το σύνoλο των αλληλουχιών θα ισχύει ότι:
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    Το πρόβλημα ουσιαστικά συνίσταται στο να εντοπίσουμε ένα σύνολο ολιγονουκλεοτιδίων b για το οποίο να ισχύει η ανισότητα 3.6. Ας υποθέσουμε ότι προσπαθούμε να αντιμετωπίσουμε αυτό το πρόβλημα με εξαντλητικό τρόπο, μέσω μιας προσέγγισης brute force (βλ. Εισαγωγικό Κεφάλαιο). Αυτό σημαίνει ότι θα πρέπει να υπολογίσουμε όλους τους πιθανους PWMb[t] για το σύνολο των Τ αλληλουχιών. Τι σημαίνει αυτό από πλευράς υπολογισμών; Για μήκος ολιγονουκλεοτιδίου n και μήκος της κάθε αλληλουχίας l τα πιθανά ολιγονουκλεοτίδια είναι l-n+1 για κάθε αλληλουχια. Οι συνδυασμοί τους για Τ αλληλουχίες είναι (l-n+1)T, για καθέναν από τους οποίους θα χρειαστεί να κάνουμε nT πράξεις για να εξάγουμε τον αντίστοιχο PWM. Συνολικά θα απαιτηθούν nT(l-n+1)T υπολογισμοί, ένας αριθμός που ακόμα και για μικρά n, l, T είναι τόσο μεγάλος που καθιστά την προσέγγιση αυτή απαγορευτική. Πώς μπορούμε να επιταχύνουμε τη διαδικασία;


    


    


    Eύρεση Νέων μοτίβων. Δειγματοληψία Gibbs (Gibbs sampling)


    


    H λύση δίνεται αν βασιστούμε στη μοναδική πληροφορία που έχουμε, που είναι ότι ένα σημείο πρόσδεσης b υπάρχει σε καθεμία από τις Τ αλληλουχίες και προσπαθήσουμε να λύσουμε ένα πρόβλημα βελτιστοποίησης που σκοπό θα έχει τη μεγιστοποίηση της τιμής Ι(PWMb[T]). Μια πολύ αποτελεσματική λύση είναι η χρήση ενός τυχαιοποιημένου αλγόριθμου που ξεκινά με ένα τυχαίο PWM και προχωράει επιλέγοντας τυχαία σύνολα r[T] για τα οποία αξιολογεί την ποσότητα Ι(PWMb[T]) προσπαθώντας να αυξήσει την τιμή της σε κάθε βήμα. Ένας αλγόριθμος που υλοποιεί αυτήν την προσέγγιση είναι ο εξής:


    


    Αλγόριθμος :: Τυχαία Εύρεση Μοτίβου


    Δήλωση Σύνολο από S[Τ] αλληλουχίες;


    Δήλωση ενούς τυχαίου PWM;


    Δήλωση ορίου Ι(max);


    Επανάληψη 1: Όσο I<I(max);


     Επανάληψη 2 : Για i=1 έως i=T ανά 1:


     r[i]=(PWM Αναζήτηση->(PWM,sequence[i]);


     Tέλος Επανάληψης 2


     Υπολόγισε PWM(r[T])


     I=Πληροφοριακό Περιεχόμενο PWM->PWM[4,n]


     Έλεγξε αν: Ι<Ι(max): Τότε:


     Επιστροφή στην Επανάληψη 1


     Αλλιώς:


     Tέλος Επανάληψης 1


     Eκτύπωσε PWM, r[T]


    Τερματισμός


    


    Η διαδικασία ξεκινά με τον τυχαίο ορισμό ενός μοτίβου και τη χρήση του για μια σειρά επαναλήψεων κατά την οποία το μοτίβο σταδιακά βελτιώνεται μέσα από το συνδυασμό α) της εξαγωγής του καλύτερου ολιγονουκλεοτιδίου για κάθε αλληλουχία με βάση το μοτίβο και β) της σύγκρισης του πληροφοριακού περιεχομένου του νέου μοτίβου με ένα δεδομένο όριο που τίθεται εξαρχής. Η συνθήκη τερματισμού είναι το νέο μοτίβο που θα δημιουργηθεί σε κάποιο στάδιο να έχει πληροφοριακό περιεχόμενο Ι μεγαλύτερο από το δεδομένο όριο. Ο αλγόριθμος Τυχαία Εύρεση Μοτίβου χρησιμοποιεί τις εντολές που είδαμε και νωρίτερα στους αντίστοιχους αλγορίθμους PWM Aναζήτηση και Πληροφοριακό Περιεχόμενο.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να υπολογίσετε το μέσο αριθμό υπολογισμών που απαιτεί ο αλγόριθμος της Τυχαίας Εύρεσης για δεδομένα n, l, T;


    


    O παραπάνω αλγόριθμος αποτελεί τη βάση για μια ομάδα τυχαιοποιημένων προσεγγίσεων που με διάφορες παραλλαγές ακολουθούν τη στρατηγική της δειγματοληψίας Gibbs (Schug and Overton 1997)⁠, που με τη σειρά της ανήκει στην ομάδα των αλγορίθμων Monte-Carlo (που παίρνουν το όνομά τους από το διάσημο Καζίνο). Η βασική ιδέα πίσω από τις τυχαιοποιημένες προσεγγίσεις είναι ότι αποτελούν έναν γρήγορο τρόπο για να αναδειχτούν προτιμήσεις που είναι εγγενείς σ' ένα συγκεκριμένο σύστημα. Στην προκειμένη περίπτωση ακούγεται διαισθητικά δύσκολο να εντοπιστεί το σωστό μοτίβο μέσω τυχαίων δειγματοληψιών ολιγονουκλεοτιδίων. Στην πραγματικότητα όμως αυτό είναι πολύ πιθανό να συμβεί επειδή ακριβώς κάθε αλληλουχία περιέχει εξ ορισμού τουλάχιστον ένα σημείο πρόσδεσης κι έτσι η τυχαία επιλογή έχει μεγάλη πιθανότητα να “πέσει” πάνω του πολύ πιο γρήγορα από μια εξαντλητική αναζήτηση. Λόγω του βήματος της βελτιστοποίησης, ακόμα και ένα μοτίβο που δεν έχει μεγάλη ομοιότητα με το πραγματικό θα συγκλίνει γρήγορα προς αυτό. Όμως ακόμα και αν χρειαστεί έναν μεγάλο αριθμό επαναλήψεων για να συγκλίνει είναι πολύ απίθανο αυτός να είναι μεγαλύτερος από (l-n+1)T που είναι ο αριθμός που απαιτείται για την εξαντλητική αναζήτηση. Στην πράξη ο αριθμός των υπολογισμών είναι ανάλογος του αριθμού των αλληλουχιών και συνεπώς η πολυπλοκότητα του αλγορίθμου της τάξης του nT2.


    Οι τυχαιοποιημένοι αλγόριθμοι έχουν το πλεονέκτημα της ταχύτητας αλλά θα πρέπει να είμαστε προσεκτικοί στη χρήση τους σε ό,τι αφορά δύο βασικά χαρακτηριστικά τους. Πρώτον, είναι κατά βάση τυχαίοι και δεν δίνουν το ίδιο αποτέλεσμα. Κάθε νέα εκτέλεση του ίδιου αλγορίθμου στα ίδια δεδομένα ενδέχεται να αποφέρει ελαφρώς διαφορετικά αποτελέσματα. Δεύτερον, ως προσεγγίσεις είναι μάλλον “άπληστες” (greedy) με την έννοια ότι συγκλίνουν μεν γρήγορα σε μια λύση, αλλά δεν εξασφαλίζουν ότι η λύση αυτή θα είναι η καλύτερη δυνατή. Πολύ συχνά αποδίδουν υπο-βέλτιστες (suboptimal) λύσεις, λύσεις δηλαδή που είναι ικανοποιητικές με βάση τις αρχικές απαιτήσεις αλλά που δεν αποτελούν την καλύτερη δυνατή λύση όπως θα προέκυπτε από μια εξαντλητική αναζήτηση. Όπως θα δούμε και σε επόμενα κεφάλαια, υπάρχει μια ισορροπία κόστους-ταχύτητας που θα πρέπει να έχουμε υπόψη μας κατά την εφαρμογή πολλών αλγορίθμων.


    


    


    Κάθε μοτίβο είναι σημείο πρόσδεσης; Συγκριτική γονιδιωματική


    Με την περιγραφή του αλγορίθμου της Δειγματοληψίας Gibbs έχουμε απαντήσει σε όλα τα αρχικά ερωτήματα. Στην προηγούμενη ενότητα είδαμε πώς ακόμα και το ιδιαίτερα πολύπλοκο πρόβλημα της εύρεσης ενός άγνωστου μοτίβου μπορεί να απαντηθεί με τη χρήση ενός τυχαιοποιημένου αλγόριθμου. Είναι όμως τα πράγματα τόσο απλά; Μια αναζήτηση μοτίβων με της χρήση της δειγματοληψίας Gibbs σε ένα σύνολο T αλληλουχιών μπορεί συχνά να αποφέρει ένα μεγάλο αριθμό πιθανών σημείων πρόσδεσης, αυτό δε σημαίνει όμως σε καμία περίπτωση ότι αυτά είναι και πραγματικά, φυσικά σημεία αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης με το DNA. Αν υποθέσουμε ότι τα σημεία πρόσδεσης του NF-κΒ αντιστοιχούν σε ένα απόλυτα συντηρημένο 10-νουκλεοτίδιο που δίνεται από τη συναινετική αλληλουχία GGGAATTTCC, μπορούμε με έναν σχετικά απλό υπολογισμό και θεωρώντας όλα τα δεκανουκλεοτίδια ισοπίθανα, να προβλέψουμε ότι το ανθρώπινο γονιδίωμα περιέχει 2765 σημεία πρόσδεσης του συγκεκριμένου παράγοντα, τα οποία γίνονται ακόμα περισσότερα αν αναλογιστούμε ότι ο ΝF-κΒ μπορεί άνετα να προσδεθεί και σε παραλλαγές αυτής της συναινετικής αλληλουχίας. Προφανώς και ο ΝF-κΒ δεν προσδένεται σε όλα τα σημεία. Για την ακρίβεια το μεγαλύτερο μέρος των πιθανών σημείων πρόσδεσης δεν λειτουργούν ως τέτοια. Πρόκειται για πλασματικά σημεία πρόσδεσης που αντιστοιχούν σε τυχαίες συνεμφανίσεις της σωστής αλληλουχίας αλλά που δεν αναγνωρίζονται από το μεταγραφικό παράγοντα. Όπως σημείωνει ο Μπόρχες στην “Βιβλιοθήκη της Βαβέλ” (που τώρα πια θα πρέπει να έχετε διαβάσει) υπάρχουν περιπτώσεις που:


    


    “...η αξία των MCV του τρίτου στίχου της σελίδας 71 δεν είναι ίση με την αξία της ίδιας ομάδας σε μιαν άλλη θέση μιας άλλης σελίδας”


    


    Πώς μπορούμε να διακρίνουμε ανάμεσα στα πραγματικά και τα πλασματικά σημεία πρόσδεσης; Θα αναζητήσουμε το πραγματικό αποτύπωμα της λειτουργίας μιας αλληλουχίας που δεν είναι η συχνότητα εμφάνισής της, ή το πληροφοριακό της περιεχόμενο, (ποσότητες που μπορούν να λειτουργήσουν μόνο ως ενδείξεις), αλλά ο βαθμός στον οποίον η δεδομένη αλληλουχία είναι συντηρημένη ανάμεσα σε συγγενικά είδη, έχει δηλαδή παραμείνει ως έχει στον εξελικτικό χρόνο, ακριβώς επειδή είναι σημαντική.


    Στην Εικόνα 3.7 βλέπουμε σε διαδοχικά επίπεδα εστίασης μια περιοχή από το γονιδίωμα του S. cerevisiae που αποτελεί σημείο πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα Xbp1, ενός γονιδίου που ελέγχει την ανάπτυξη των κυττάρων και τη μετάβαση τους από τη φάση της αύξησης σε αυτήν της κυτταρικής διαίρεσης (Mai and Breeden 2000)⁠. Το μοτίβο πρόσδεσης του Xbp1 αν και αρκετά συντηρημένο είναι αρκετά συχνό στο γονιδίωμα του S. cerevisiae. Ωστόσο στο συγκεκριμένο παράδειγμα, το μοτίβο πρόσδεσης του Xbp1 βρίσκεται ανοδικά ενός γονιδίου σε περιοχή που πληροί τα χαρακτηριστικά υποκινητή και -κυριότερα- εντοπίζεται σε μια νησίδα συντηρημένης αλληλουχίας μεταξύ πέντε διαφορετικών ειδών σακχαρομύκητα (Kellis et al. 2003)⁠. Ο συνδυασμός αυτός είναι ισχυρότατη ένδειξη ότι πρόκειται για λειτουργικό σημείο πρόσδεσης. Προσεγγίσεις αυτού του τύπου, που ονομάζονται, εξαιτίας της φύσης τους, προσεγγίσεις Συγκριτικής Γονιδιωματικής αποτελούν το τελικό στάδιο στην πορεία προσδιορισμού πραγματικών μοτίβων πριν την πειραματική επιβεβαίωση. Η σύγκριση των αλληλουχιών από διαφορετικά γονιδιώματα αποτελεί ένα βασικό εργαλείο χωρίς το οποίο οι αναλύσεις αυτές δεν θα μπορούσαν να διεξαχθούν. Όμως αυτό θα είναι το αντικείμενο του επόμενου κεφαλαίου.


    [image: ]


    


    Εικόνα 3.7. Ένα σημείο πρόσδεσης του μεταγραφικού καταστολέα Χbp1 στο γονιδίωμα του S. cerevisiae σε δύο διαφορετικούς βαθμούς εστίασης που δείχνουν πάνω: τη θέση του στην περιοχή του υποκινητή ενός γονιδίου και κάτω: τη συντήρηση της αλληλουχίας του μεταξύ πέντε διαφορετικών ειδών Saccharomyces. O βαθμός συντήρησης σε μια μη γονιδιακή περιοχή υποδηλώνει λειτουργικότητα ακόμα και αν οι αλληλουχίες δεν συμφωνούν απόλυτα με το χαρακτηριστικό μοτίβο πρόσδεσης. Η Εικόνα δημιουργήθηκε με τη χρήση του UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) και το μοτίβο πάρθηκε από τη βάση δεδομένων του S. cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/).


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Ένα μεγάλο μέρος από τις προσεγγίσεις που εξετάσαμε σε αυτό το κεφάλαιο σχετίζεται με συγκρίσεις μεταξύ δύο αλληλουχιών στο επίπεδο της πρωτοταγούς δομής. Τόσο η απόσταση Hamming όσο και η σύγκριση μέσω PWM και PSSM αποτελούν τρόπους αξιολόγησης της ομοιότητας μεταξύ δύο αλληλουχιών, μιας ιδιότητας που έχει εξαιρετική σημασία για πολλούς λόγους. Λόγω της σχέσης που έχει η πρωτοταγής αλληλουχία με τη διαμόρφωση στον τριδιάστατο χώρο (και που θα συζητήσουμε σε επόμενο κεφάλαιο) δύο αλληλουχίες με παρόμοια διαδοχή καταλοίπων είναι πολύ πιθανό να έχουν την ίδια λειτουργία. Σε αυτό το κεφάλαιο χρησιμοποιήσαμε αυτήν την ιδιότητα για να αναζητήσουμε σημεία πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, ενώ επιπλέον είδαμε πως η ταυτόχρονη μελέτη της ομοιότητας αλληλουχιών μεταξύ ειδών μπορεί να βελτιώσει ακόμα περισσότερο τη δυνατότητα εντοπισμού τους. Μπορούμε εύλογα να αναλογιστούμε ότι η στρατηγική της σύγκρισης της πρωτοταγούς δομής θα μπορούσε να επεκταθεί και σε αλληλουχίες μεγαλύτερου μήκους με σκοπό την εξαγωγή συμπερασμάτων τόσο για τη λειτουργία τους, όσο και για την εξελικτική τους προέλευση. Ωστόσο, το πρόβλημα της σύγκρισης δύο αλληλουχιών μήκους εκατοντάδων νουκλεοτιδίων διαφέρει από αυτό της σύγκρισης μοτίβων όχι μονο ποσοτικά αλλά και ποιοτικά. Στο επόμενο κεφάλαιο θα διατυπώσουμε αυτό ακριβώς το πρόβλημα και θα δούμε πώς οι τρόποι για την επίλυσή αποτελούν τη βάση για μερικούς από τους πιο δημοφιλείς αλγορίθμους της Υπολογιστικής Βιολογίας.


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Nα υπολογίσετε την απόσταση Hamming για τις δύο παρακάτω αλληλουχίες (GCGTTTA, GGCATTA).


    


    2. Nα εξάγετε έναν πίνακα PWM από τις παρακάτω αλληλουχίες:


    A G G A A T T C C C


    A G G A A T T T C C


    T G G G A A T C C G


    T G G G A T T T C C


    A C G A C G T C G G


    A G G A C G T T C C


    A G G G C T T C C C


    A C G G C T T T C C


    


    3. Στη συνέχεια να υπολογίσετε έναν πίνακα PSSM από αυτόν με δεδομένες συχνότητες εμφάνισης μονονουκλεοτιδίων υποβάθρου (Α:0.31, G:0.15, C:0.18, T:0.36)


    


    4. Ποια είναι η εντροπία ενός πρωτεϊνικού μοτίβου που αποτελείται από 5 αμινοξέα;


    


    5. Στην τελευταία ενότητα αναφέραμε ότι υποθέτοντας ίσες πιθανότητες εμφάνισης όλων των νουκλεοτιδίων στο ανθρώπινο γονιδίωμα ο αριθμός των αλληλουχιών GGGAATTTCC αναμένεται να είναι ~2700. Να κάνετε τους υπολογισμούς που οδηγούν σε αυτό το συμπέρασμα.


    Διαβάστε περισσότερα


    


    Για τη γονιδιακή ρύθμιση και τις θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων:


    Mία από τις πρώτες εργασίες μελέτης σε μεγάλη κλίμακα είναι αυτή των (Wei et al. 2006)⁠ για το μεταγραφικό ρυθμιστή p53.


    Βάσεις δεδομένων μεταγραφικών παραγόντων με δεδομένα για μεγάλο αριθμό μοτίβων είναι η TRANSFAC (http://www.gene-regulation.com/pub/databases.html) και η JASPAR (http://jaspar.genereg.net/).


    


    Για τον υπολογισμό PWM και PSSM:


    Το κεφάλαιο 9 του (Deonier, Tavaré, and Waterman 2007)⁠ περιέχει αναλυτική περιγραφή του υπολογισμού τους που συνοδεύεται με τμήματα κώδικα στην R.


    


    Για την απόσταση Hamming:


    Tο Κεφάλαιο 4 του (Jones and Pevzner 2004)⁠ που αναφέρεται στα μοτίβα αφιερώνει μια ενότητα στην απόσταση Hamming.


    


    Για τη θεωρία Πληροφορίας:


    H ιστορική εργασία του Claude Shannon (C. E. Shannon 1948)⁠είναι προσπελάσιμη σε μεγάλο βαθμό ακόμα και από μη ειδικούς. Το ίδιο το ιστορικό αυτό άρθρο, ένα από τα πιο επιδραστικά του 20ου αιώνα, είναι διαθέσιμο και σε επίτομη μορφή (Claude E Shannon and Weaver 2015)⁠⁠. Για όσους επιθυμούν να διευρύνουν το θεωρητικό υπόβαθρο στη Θεωρία Πληροφορίας ένα εξαιρετικό εισαγωγικό βιβλίου είναι το Elements of Information Theory (Cover and Thomas 2012)⁠ ενώ μια πιο πρακτική εισαγωγή που εστιάζει σε αλγοριθμικές εφαρμογές είναι το Information Theory, Inference and Learning Algorithms (MacKay 2003)⁠.


    


    Για τα Sequence Logo:


    Πολλές χρήσιμες πληροφορίες περιέχονται στο δικτυακό εξυπηρετητή Weblogo (http://weblogo.berkeley.edu/) καθώς και στα άρθρα που περιγράφουν τη διαδικασία δημιουργία τους. Αρχικά το (Schneider and Stephens 1990)⁠ και στη συνέχεια το (Crooks et al. 2004)⁠.


    


    Για τους τυχαιοκρατικούς αλγορίθμους και τη δειγματοληψία Gibbs:


    Το Κεφάλαιο 3 του Bioinformatics Algorithms. An active learning approach (Compeau and Pevzner 2014)⁠ περιέχει μια πολύ αναλυτική περιγραφή της διαφοράς μεταξύ της εξαντλητικής (brute force) προσέγγισης και των τυχαίοκρατικών Monte Carlo αλγορίθμων.


    


    Για τις προσεγγίσεις συγκριτικής γονιδιωματικής:


    Μια πολύ ενδιαφέρουσα εργασία είναι η εργασία των (Kellis et al. 2003)⁠ για τον προσδιορισμό νέων σημείων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων στο γονιδίωμα του S. cerevisiae.
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    Κεφάλαιο 4:Σύγκριση Αλληλουχιών. Στοιχίσεις και Ταχείες Αναζητήσεις


    


    Σύνοψη


    


    Έχοντας εξετάσει ακροθιγώς το πρόβλημα της αναζήτησης ομοιοτήτων μεταξύ αλληλουχιών στο επίπεδο των ολιγονουκλεοτιδικών μοτίβων, στο συγκεκριμένο κεφάλαιο περνάμε στη σύγκριση εκτεταμένων σε μήκος αλληλουχιών μέσω της διαδικασίας στοίχισης καταλοίπων. στο πλαίσιο του κεφαλαίου αυτού θα συζητηθούν οι έννοιες της ομοιότητας και της ομολογίας αλληλουχιών, παράλληλα με απλές μαθηματικές έννοιες όπως η απόσταση Levenshtein. Με επίκεντρο το πραγματικό βιολογικό πρόβλημα της σύγκρισης δύο αλληλουχιών μέσω στοίχισης και μετά από μια εισαγωγή στην αρχή του δυναμικού προγραμματισμού, θα αναλυθούν οι αλγόριθμοι των Needlemann-Wunsch για την τοπική και των Smith-Waterman για την ολική στοίχιση δύο αλληλουχιών. Σε ένα δεύτερο επίπεδο, θα συζητηθούν τεχνικές ταχείας σύγκρισης αλληλουχιών μέσω αλγορίθμων όπως ο BLAST και οι διάφορες παραλλαγές του.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να καταλάβετε την έννοια της στοίχισης αλληλουχιών και να διακρίνετε ανάμεσα στα διάφορα είδη.


    · Να στοιχίσετε δύο αλληλουχίες με τη χρήση πινάκων αντικατάστασης και δυναμικού προγραμματισμού.


    · Να αξιολογήσετε τις διαφορές σε στοιχίσεις αλληλουχιών ανάλογα με τον πίνακα αντικατάστασης που χρησιμοποιείτε.


    · Να αναζητήσετε αλληλουχίες σε βάσεις δεδομένων με κριτήριο την ομοιότητά τους και να αξιολογήσετε στατιστικά τα αποτελέσματα.


    

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στο τέλος του προηγούμενου Κεφαλαίου είδαμε με ποιον τρόπο ο βαθμός στον οποίο δύο αλληλουχίες είναι συντηρημένες μπορεί να μας βοηθήσει να επιβεβαιώσουμε μια πρόβλεψή μας για τη λειτουργία τους. Η έννοια της συντήρησης των γονιδιωματικών αλληλουχίων βρίσκεται στον πυρήνα κάθε προσέγγισής μας, καθώς αντανακλά συγκεκριμένους περιορισμούς στην αέναη διαδικασία της εξέλιξης των γονιδιωμάτων μέσω τυχαίων μεταλλαγών. Δύο αλληλουχίες λοιπόν (ή και περισσότερες) που μοιάζουν είναι πολύ πιθανό να μοιάζουν επειδή:


    α) Προέρχονται από μια κοινή προγονική αλληλουχία.


    β) Τόσο η προγονική αλληλουχία, όσο και οι θυγατρικές έχουν μια συγκεκριμένη λειτουργικότητα που διατηρήθηκε μέσω της φυσικής επιλογής.


    (τα δύο παραπάνω δεν είναι προφανώς αμοιβαία αποκλειόμενα).


    Η σύγκριση έτσι δύο ή περισσότερων αλληλουχιών αποτελεί το πρώτο στάδιο για τη μελέτη των μεταξύ τους εξελικτικών σχέσεων και για την αναζήτηση αλληλουχιών με ομοιότητα στη λειτουργία καθώς η αλληλουχία σχετίζεται με τη δομή τους και η δομή με τη λειτουργία τους. Τα δύο αυτά ερωτήματα θα μας απασχολήσουν στο Κεφάλαιο 6. Στο συγκεκριμένο θα δούμε τρόπους για να κάνουμε αυτή τη σύγκριση μεταξύ πρωτοταγών αλληλουχιών. Θα μελετήσουμε δηλαδή μεθόδους ποσοτικοποιήσης της “ομοιότητας” (similarity) βιολογικών αλληλουχιών.


    Τι εννοούμε όμως όταν λέμε “δύο αλληλουχίες μοιάζουν”; Στα προηγούμενα κεφάλαια συγκρίναμε αλληλουχίες στο επίπεδο του βαθμού που χρησιμοποιούν συνολικά κάποια κατάλοιπα περισσότερο από κάποια άλλα (Κεφάλαιο 1) ή στο επίπεδο που τα κατάλοιπα αυτά τείνουν να συνεμφανίζονται (Κεφάλαιο 2). Πόσο επαρκείς όμως είναι αυτές οι προσεγγίσεις όταν θέλουμε να αξιολογήσουμε το βαθμό ομοιότητας δύο αλληλουχιών; Οι δύο αλληλουχίες π.χ.


    C G G A T A G G T A


     T T C G G A T A G G


    Έχουν ακριβώς το ίδιο περιεχόμενο GC (=50%) και πολύ παρόμοια σύσταση σε επίπεδο δινουκλεοτιδίων (για την ακρίβεια χρησιμοποιούν ακριβώς τα ίδια δινουκλεοτίδια εκτός από 1). Σε καμία περίπτωση όμως δε θα μπορούσαμε να πούμε ότι οι αλληλουχίες μοιάζουν μεταξύ τους. Ποιος θα ήταν ένας αντικειμενικός τρόπος να ποσοτικοποιήσουμε το βαθμό ομοιότητας δύο αλληλουχιών;


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα.


    


    To βιολογικό πρόβλημα στο επίκεντρο αυτού του κεφαλαίου είναι:


    


    Δεδομένων δύο βιολογικών αλληλουχιών, ποιος είναι ο πιο αντικειμενικός, ταχύτερος και αποτελεσματικότερος τρόπος να τις συγκρίνουμε προκειμένου να πάρουμε πληροφορίες για το βαθμό ομοιότητάς τους;


    


    Σε όλη την έκταση του κεφαλαίου θα συζητήσουμε προβλήματα σύγκρισης δύο αλληλουχιών. Η σύγκριση περισσότερων από δύο αλληλουχιών, παρόλο που είναι αρκετά πιο πολύπλοκο πρόβλημα από αλγοριθμικής πλευράς, βασίζεται λίγο-πολύ στις ίδιες βασικές αρχές και για το λόγο αυτό επιλέγουμε να επικεντρωθούμε στο απλούστερο πρόβλημα της “ζευγαρωτής” (pairwise) σύγκρισης.


    Tο βιολογικό ερώτημα έτσι οπως διατυπώθηκε παραπάνω, έχει περισσότερες από μία πτυχές. Αρχικά, τι σημαίνει “αντικειμενικός” τρόπος σύγκρισης; Με τον όρο αυτό αναφερόμαστε σε μια επαναλήψιμη διαδικασία για τον υπολογισμό της ομοιότητας που δεν επιδέχεται διαφορετικές ερμηνείες ανάλογα με την προσέγγιση. Σε επόμενο κεφάλαιο θα δούμε ότι άλλες έννοιες στο επίπεδο της σύγκρισης αλληλουχιών όπως αυτή της “ομολογίας” (homology) δεν είναι απολύτως αντικειμενικές αλλά εξαρτώνται από τις αρχικές μας υποθέσεις. Η έννοια της “ομοιότητας”, όπως θα την ορίσουμε στο εξής είναι μια ποσότητα που δεδομένων κάποιων παραμέτρων δεν αλλάζει και περιγράφει αριθμητικά το αποτέλεσμα της σύγκρισης δύο αλληλουχιών. Aς δούμε πώς μπορούμε να δώσουμε έναν τέτοιο ορισμό.


    


    


    Ομοιότητα αλληλουχιών. Ζευγαρωτή Ολική Στοίχιση.


    


    Στο προηγούμενο κεφάλαιο είδαμε πώς μπορούμε να υπολογίσουμε τη διαφορά στη διαδοχή των καταλοίπων μεταξύ δύο μικρών αλληλουχιών με μια ποσότητα που ονομάσαμε απόσταση Hamming. Θυμηθείτε ότι ως απόσταση Hamming δύο σειρών χαρακτήρων ορίζουμε:


    dH τον αριθμό των αντικαταστάσεων που πρέπει να συμβούν σε μια αλληλουχία για να ταυτιστεί με μια άλλη.


    Στο παράδειγμα που είδαμε στην εισαγωγή, η απόσταση Hamming θα είναι ίση με:


    C G G A T A G G T A


     |
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    Hamming dH=9 καθώς οι δύο αλληλουχίες μήκους 10 νουκλεοτιδίων έχουν ένα μόνο κοινό κατάλοιπο στην ίδια θέση και συνεπώς θα χρειαστεί να γίνουν 9 αντικαταστάσεις στη μία για να ταυτιστεί με την άλλη. Σε συνάρτηση με την απόσταση Hamming και λαμβάνοντας υπόψη και το μήκος των αλληλουχιών l, μπορούμε να ορίσουμε ένα μέτρο ομοιότητας που θα ισούται με l-dH . Η ομοιότητα (κατά Hamming) των δύο αλληλουχιών θα είναι τότε ίση με 10-9=1 και αν θέλουμε να τη σταθμίσουμε στο σύνολο του μήκους μπορούμε να πούμε πως οι δύο αλληλουχίες έχουν ομοιότητα ίση με (l-dH)/l=0.1.


    Είναι όμως πράγματι τόσο μικρή η ομοιότητα των δύο αυτών αλληλουχιών; Αν τις παρατηρήσουμε λίγο καλύτερα θα δούμε ότι “γλιστρώντας” την πρώτη προς τα αριστερά κατά δύο θέσεις προκύπτει μια αρκετά καλύτερη εικόνα:
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     | | | | | | | |
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    Αν υπολογίσουμε την ομοιότητα κατά Hamming σε αυτό το ζεύγος έχουμε (l-2)/l=0.8, δηλαδή οχτώ φορές μεγαλύτερη ομοιότητα απ' ότι με την προσέγγιση χωρίς το “γλίστρημα”. Στην περίπτωση αυτή, ωστόσο θα πρέπει να αναλογιστούμε ότι οι τελικές αλληλουχίες που συγκρίνουμε δεν έχουν το ίδιο μήκος. Κατά τη διαδικασία του “γλιστρήματος” αναγκαστήκαμε να προεκτείνουμε την πρώτη προς τα δεξιά σε σχέση με τη δεύτερη, κι έτσι το συνολικό μήκος για το οποίο εξετάζουμε την ομοιότητα είναι τώρα μεγαλύτερο κατά δύο. Αυτό συμβολίζεται με τους δύο “κενούς” χαρακτήρες στην αρχή της πρώτης και στο τέλος της δεύτερης. Ουσιαστικά για να πετύχουμε την παραπάνω εικόνα, η διαδικασία που κάναμε σχηματικά μπορεί να περιγραφεί ως:


    1. Εισαγωγή δύο κενών χαρακτήρων στην αρχή της πρώτης αλληλουχίας.


    2. Εισαγωγή δύο κενών χαρακτήρων στο τέλος της δεύτερης αλληλουχίας.


    Την πράξη αυτή θα πρέπει να την ποσοτικοποιήσουμε ως μεταβολή. Έστω ότι κάθε πράξη εισαγωγής κενού χαρακτήρα αντιστοιχεί σε αύξηση της απόστασης κατά 1. Τότε η συνολική απόσταση των δύο αλληλουχιών είναι dL=4. Συμβολίζουμε με L αυτή την απόσταση προς τιμή του Vladimir Levenshtein που όρισε αυτή την απόσταση (αλλιώς γνωστή και ως “απόσταση επεξεργασίας”, edit distance) ως :


    dL το συνολικό ελάχιστο αριθμό αντικαταστάσεων (substitutions), εισδοχών (insertions) και απαλοιφών(deletions) που χρειάζεται να υποστεί μια αλληλουχία για να ταυτιστεί με μια άλλη.


    Ο ορισμός της απόστασης Levenshtein (Levenshtein 1966)⁠ είναι γενικότερος της απόστασης Hamming και μας επιτρέπει να εφαρμόσουμε εκτός από αντικαταστάσεις, τις πράξεις της εισδοχής και της απαλοιφής. Στο παράδειγμα που είδαμε παραπάνω μπορούμε να ορίσουμε ως εισδοχή την εισαγωγή κενών στην πρώτη αλληλουχία και ως απαλοιφή την εισαγωγή κενών στη δεύτερη, καθώς αυτό ισοδυναμεί ουσιαστικά με την απαλοιφή των καταλοίπων ΤΑ από την πρώτη. Με βάση την απόσταση Levenshtein μπορούμε να υπολογίσουμε την ομοιότητα των δύο αλληλουχιών ως (l-dL)/l=0.6 που και πάλι είναι έξι φορές μεγαλύτερη από την αντίστοιχη ομοιότητα κατά Hamming. Οι αποστάσεις Hamming και Levenshtein είναι δύο παραδείγματα αντικειμενικού υπολογισμού της διαφοράς (ή συμμετρικά της ομοιότητας) δύο αλληλουχιών. Υπάρχουν κι άλλα τέτοια μέτρα μεταξύ των οποίων μπορούμε να αναφέρουμε την απόσταση LCS (longest common subsequence) που επιτρέπει μόνο εισδοχές/απαλοιφές αλλά όχι αντικαταστάσεις και την Jaro-Winkler που δεν επιτρέπει ούτε αντικαταστάσεις, ούτε εισδοχές/απαλοιφές αλλά μόνο μεταθέσεις τμημάτων της αλληλουχίας (Navarro 2001)⁠.


    


    Ερώτηση: Ποια θα ήταν η τιμή της απόστασης των παραπάνω αλληλουχιών με βάση το μέτρο LCS και την απόσταση Jaro-Winkler;


    


    Ποια από όλες τις ποσότητες είναι η καλύτερη για τις ανάγκες μας; Θα χρειαστεί να αναλογιστούμε το είδος των βιολογικών μηχανισμών που διαμορφώνουν τις αλληλουχίες στο επίπεδο του γονιδιώματος. Οι πιο συχνές από αυτές είναι οι σημειακές μεταλλαγές που αντιστοιχούν σε αντικαταστάσεις καταλοίπων και οι εισδοχές και οι απαλοιφές μικρών (ή μεγαλύτερων) τμημάτων τους. Παρόλο που μεταθέσεις τμημάτων συμβαίνουν και σε γονιδιωματικό επίπεδο, αυτές είναι σπανιότερες αλλά ακόμα και όταν συμβαίνουν, αυτό γίνεται σε μεγαλύτερη κλίμακα και όχι στην τάξη μεγέθους που εξετάζει μια σύγκριση αλληλουχιών. Μια μετάθεση δηλαδή είναι ακόμα σπανιότερο να γίνει μέσα σε απόσταση μερικών εκατοντάδων βάσεων που είναι το μέσο μήκος των αλληλουχιών που θα θελήσουμε να συγκρίνουμε.


    Με βάση τα παραπάνω καταλήγουμε ότι ο πιο αποτελεσματικός τρόπος να συγκρίνουμε δύο αλληλουχίες είναι μέσω της τακτικής του “γλιστρήματος” της μίας σε σχέση με την άλλη και της ποσοτικοποίησης της ομοιότητάς τους με ένα μέτρο που θα βασίζεται στην απόσταση Levenshtein. Θα ονομάσουμε αυτήν την τακτική “στοίχιση” δύο αλληλουχιών μιας και αυτό που αναζητούμε είναι μια επαναδιάταξή της μεταξύ τους αντιστοιχίας με τρόπο τέτοιο, που να επιτρέπει να αναδειχτεί η μέγιστη δυνατή ομοιότητα χωρίς να διαταραχτεί η διαδοχή των επιμέρους καταλοίπων τους. Σε αυτή τη βάση μπορούμε να αναδιατυπώσουμε το αρχικό μας ερώτημα ως εξής:


    


    Δεδομένων δύο βιολογικών αλληλουχιών, ποια είναι η μεταξύ τους στοίχιση, σε όλο το μήκος τους, που αποδίδει το μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητας λαμβάνοντας υπόψη γεγονότα αντικατάστασης, εισδοχής και απαλοιφής;


    


    Το πιο πάνω ερώτημα δεν είναι απλό, ιδίως αν σκεφτούμε αλληλουχίες μεγαλύτερες σε μήκος από αυτές του (απλοϊκού) παραδείγματός μας. Ακόμα και για μικρό μήκος, μπορούμε να δούμε γιατί παρακάτω. Έστω ότι θέλουμε να στοιχίσουμε τις δύο αλληλουχίες του σχήματος:
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    Μια στοίχιση είναι η παρακάτω:


    - - C G T T A A G G T A - -


    | | | | |
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    ενώ μια άλλη είναι η:
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     | | | | |
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    Τόσο η πρώτη όσο και η δεύτερη έχουν τον ίδιο αριθμό κοινών καταλοίπων (5) ωστόσο η δεύτερη προϋποθέτει μόνο τέσσερις κενούς χαρακτήρες εισδοχών/απαλοιφών σε σχέση με οχτώ κενούς χαρακτήρες για την πρώτη (στο εξής θα αναφερόμαστε συνολικά σε αυτούς σαν “κενά” της στοίχισης ή εναλλακτικά σαν indels, που είναι συντομογραφία του insertions/deletions). Αν υπολογίσουμε την τιμή ομοιότητας για την πρώτη στοίχιση θα δούμε ότι δεδομένης της απόστασης 13 (5 αντικαταστάσεις + 8 κενά) είναι (l-dL)/l=(10-13)/10=-0.3 ενώ για τη δεύτερη είναι 0.1. Βλέπουμε δηλαδή ότι ανάλογα με τον τρόπο που στοιχίζουμε δύο αλληλουχίες η τιμή ομοιότητας που προκύπτει είναι διαφορετική[9]. Είναι προφανές ότι η στοίχιση που μας ενδιαφέρει είναι αυτή που μεγιστοποιεί το βαθμό ομοιότητας. Καθώς το μήκος των συγκρινόμενων αλληλουχιών μεγαλώνει το πρόβλημα του καθορισμού της στοίχισης με τη μεγαλύτερη δυνατή ομοιότητα γίνεται αρκετά περίπλοκο. Πώς θα στοιχίζαμε για παράδειγμα τις πρωτεϊνικές αλληλουχίες της Εικόνας 4.1;
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    Εικόνα 4.1: Tμήματα της αμινοξικής αλληλουχίας της ιστόνης H1 για τον άνθρωπο (H. sapiens) και τη μύγα των φρούτων (D. melanogaster)



    


    


    Oι αλληλουχίες αυτές αντιστοιχούν στα αρχικά κατάλοιπα μιας εξαιρετικά συντηρημένης πρωτεΐνης, της ιστόνης Η1, της οποίας η βασική λειτουργία είναι η πρόσδεση στο DNA με σκοπό τη συμπύκνωσή του σε χρωματίνη (Allan et al. 1980)⁠ (θα συζητήσουμε περισσότερα για τις ιστόνες στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο). Η Η1 (όπως και οι υπόλοιπες πρωτεΐνες της οικογένειας των ιστονών) απαντάται σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς (από τους μονοκύτταρους ζυμομήκυτες ως τα θηλαστικά) με πολύ παρόμοια μήκη και δομή στον τριδιάστατο χώρο. Με βάση τα παραπάνω θα περιμέναμε πως οι αλληλουχίες της Εικόνας 4.1 θα είναι αρκετά παρόμοιες ώστε να αντανακλούν αυτή τη δομική και λειτουργική συγγένεια. Πόσο όμως παρόμοιες; Ποιο θα ήταν ένα καλό μέτρο ποσοτικοποίησης της ομοιότητάς τους;


    Πριν προσπαθήσουμε να δούμε πώς θα λύσουμε ένα τέτοιο πρόβλημα θα δούμε πώς ένα, όχι και τόσο βιολογικό, πρόβλημα μπορεί να μας βοηθήσει να κατανοήσουμε καλύτερα την ερώτηση και να αναλογιστούμε τρόπους επίλυσης του προβλήματος της στοίχισης.


    


    


    Ένα όχι και τόσο βιολογικό πρόβλημα. Ο ταξιδιώτης στο Αιγαίο


    


    Ο Β. είναι μοριακός βιολόγος που αποφασίζει πως χρειάζεται διακοπές και σχεδιάζει ένα ταξίδι στο Αιγαίο με ιστιοπλοϊκό σκάφος (εκτός από εξαίρετος πειραματιστής έχει και τις αναγκαίες γνώσεις ιστιοπλοϊας που του το επιτρέπουν). Στο μεγάλο τραπέζι του σπιτιού του, ανοίγει ενα χάρτη του κεντρικού Αιγαίου και σημειώνει με κόκκινο όλα τα νησιά που θα τον ενδιέφερε να επισκεφτεί.


    Η διάρκεια της άδειάς του όμως δεν είναι πολύ μεγάλη ώστε να του επιτρέπει να χαράξει μια μεγάλη διαδρομή και επιπλέον το μετεωρολογικό δελτίο προβλέπει μια σχετικά σταθερή κατεύθυνση ανέμου για όλες τις ημέρες που θα του επιτρέψει να ταξιδέψει με κατεύθυνση μόνο προς νότια, ανατολικά και νότιο-ανατολικά. Με βάση αυτούς τους περιορισμούς αποφασίζει πως η διαδρομή που θα χαράξει θα πρέπει υποχρεωτικά να διέρχεται από τα τμήματα του χάρτη που είναι χωρισμένα σε παραλληλόγραμμα και πως θα πρέπει ξεκινώντας από τη Ραφήνα, να φτάσει στην Αστυπάλαια μετακινούμενος πάντα είτε από βορρά προς νότο, είτε από ανατολικά προς δυτικά, είτε προς νοτιοδυτικά, όπως φαίνεται με τα γκρίζα βέλη. Με βάση αυτούς τους περιορισμούς ο Β. αρχίζει να σκέφτεται ποια είναι η καλύτερη διαδρομή. Καταλαβαίνει αμέσως ότι κάποιες διαδρομές θα πρέπει να τις αποκλείσει. Για παράδειγμα είναι αδύνατον να περάσει και από την Αμοργό αλλά και από τη Σαντορίνη καθώς αυτό θα προϋποθέτει μια μη επιτρεπτή πορεία προς τα δυτικά ή τα βόρεια. Από τις επιτρεπτές πορείες όμως η επιλογή είναι εξίσου δύσκολη. Θα περάσει από την Ανάφη που δεν έχει ξαναδεί, ή θα επισκεφτεί τους συγγενείς του στην Ικαρία; Θα προτιμήσει την πολύβουη Μύκονο από τις παραλίες της Μήλου; Καταλαβαίνει πως θα πρέπει με κάποιο τρόπο να ιεραρχήσει τις επιλογές του κι έτσι αποφασίζει να βαθμολογήσει κάθε σημείο του χάρτη με βάση την προτίμησή του για το κάθε μέρος. Βάζει έτσι 5 στη Μήλο και 6 στην Ικαρία, αλλά μόλις 1 στη Τζια (που έχει επισκεφθεί πολλές φορές) και 2 στη Σαντορίνη, γιατί θέλει να αποφύγει τους πολλούς τουρίστες. Στην Εικόνα 4.2 φαίνεται ο χάρτης που προκύπτει, με 30 διακριτές περιοχές καθεμία από τις οποίες έχει έναν συγκεκριμένο βαθμό προτίμησης, ενώ με γκρίζα βέλη ο Β. έχει σημειώσει τις δυνατές μετακινήσεις που μπορεί να κάνει από κάθε περιοχή σε μια γειτονική.


    Ποια διαδρομή είναι όμως η προτιμότερη; Πώς θα αξιολογήσει καλύτερα ο Β. τις προτιμήσεις του ώστε να χαράξει εκείνη τη διαδρομή με το καλύτερο αποτέλεσμα; Η αρχική του σκέψη είναι να διαγράψει όλες τις δυνατές διαδρομές κρατώντας σαν αποτέλεσμα το άθροισμα της καθεμίας και στο τέλος να διαλέξει εκείνη με το μεγαλύτερο, γρήγορα όμως απογοητεύεται όταν συνειδητοποιεί ότι ακόμα και για έναν 5Χ6 πίνακα, όπως αυτός που έχει μπροστά του, οι πιθανές διαδρομές είναι πάρα πολλές για το χρόνο που διαθέτει.


    


    Ερώτηση: Πόσες είναι οι πιθανές διαδρομές με βάση τις δυνατές μετακινήσεις της Εικόνας 4.2;


    


    H δεύτερη σκέψη του Β. είναι λίγο πιο έξυπνη. Σκέφτεται πως ένας τρόπος για να χαράξει τη διαδρομή του είναι να επιλέγει από κάθε θέση στην οποία βρίσκεται αυτήν με το μεγαλύτερο βαθμό προτίμησης για το επόμενο βήμα. Με αυτόν τον τρόπο, χαράζει τη διαδρομή της Εικόνας 4.3, με βάση την οποία, ξεκινώντας από το λιμάνι της Ραφήνας, περνάει διαδοχικά από την Tήνο, τη Μύκονο, την Πάρο/Νάξο, συνεχίζει στις Μικρές Κυκλάδες και την Αμοργό για να καταλήξει στην Αστυπάλαια. Το συνολικό αποτέλεσμα του αθροίσματος των βαθμών προτίμησης είναι 23. Η διαδρομή του φαίνεται ικανοποιητική. Είναι όμως η καλύτερη; Κοιτώντας λίγο καλύτερα το χάρτη του, ο Β. σκέφτεται πως μια διαδρομή που θα περνούσε από τις δυτικές Κυκλάδες ίσως να ήταν προτιμότερη. Αναλογιζόμενος κάποιες εναλλακτικές βρίσκει διαδρομές με καλύτερο αποτέλεσμα από αυτό της Εικόνας 4.3.


    Αυτό που συμβαίνει έιναι ότι ο Β. δεν μπορεί να βρει την αντικειμενικά καλύτερη λύση με μια “άπληστη” (greedy) προσέγγιση, κατά την οποία θα επιλέγει σε κάθε βήμα το καλύτερο αμέσως επόμενο, γιατί μια αρχική του επιλογή δεσμεύει τις επόμενες σε βαθμό που αποκλείει συνολικά καλύτερες διαδρομές. Η εξαντλητική αναζήτηση θα αποδώσει σίγουρα την καλύτερη δυνατή λύση αλλά είναι εξαιρετικά ασύμφορη από πλευράς υπολογισμών. Με ποιον τρόπο θα μπορέσει να βρει τη διαδρομή με το απόλυτα καλύτερο δυνατό αποτέλεσμα;
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    Εικόνα 4.2: O χάρτης της περιοχής του Αιγαίου όπου σχεδιάζει να ταξιδέψει ο Β., χωρισμένος σε περιοχές με βάση τα νησιά που θα ήθελε να επισκεφτεί (με κόκκινο). Σημειωμένες με βέλη είναι οι δυνατές διαδρομές που μπορεί να ακολουθήσει (μόνο προς Ν, Α και ΝΑ). Κάθε περιοχή του χάρτη είναι βαθμονομημένη με βάση την προτίμησή του Β. να την επισκεφθεί.
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    Εικόνα 4.3: H διαδρομή που θα ακολουθούσε ο Β. διαλέγοντας από κάθε βήμα αυτό με την καλύτερη βαθμολογία για το επόμενο. Το συνολικό αποτέλεσμα είναι 4+3+3+3+5+5=23.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Δυναμικός Προγραμματισμός


    


    Η αντικειμενικά καλύτερη λύση στο πρόβλημα του Β. δίνεται αν αντιμετωπίσει το πρόβλημα μέσω μιας εναλλακτικής προσέγγισης που θα λύνει ξεχωριστά πολλά μικρότερα υπο-προβλήματα. Ο Β. σκέφτεται ότι θα μπορούσε να προσπαθήσει να λύσει το πρόβλημα εργαζόμενος αντίστροφα και απαντώντας στο πιο απλό ερώτημα:


    Δεδομένης μια περιοχής του χάρτη, ποιος είναι ο καλύτερος τρόπος να καταλήξει κανείς σε αυτήν απ' όλες τις πιθανές θέσεις από τις οποίες μπορεί να την προσεγγίσει;


    Για καθεμία από τις περιοχές του χάρτη υπάρχει μια μοναδική επιλογή για τη διαδρομή που καταλήγει ως εκεί με το μεγαλύτερο άθροισμα. Ο Β. καταλαβαίνει γρήγορα πως αν ακολουθήσει αυτήν την τακτική για όλα τα σημεία του χάρτη του, δεν έχει παρά να ακολουθήσει τη σειρά των επιλογών του αντίστροφα από τον τελικό προορισμό (την Αστυπάλαια), προς το σημείο εκκίνησης (Ραφήνα) και συνειδητοποιεί πως με αυτόν τον τρόπο θα πρέπει να απαντήσει σε ένα πολύ απλό ερώτημα για έναν αριθμό φορών που ισούται με το πλήθος των περιοχών του χάρτη. Η πολυπλοκότητα του προβλήματος είναι δηλαδή της τάξης n x m, που είναι σαφώς μικρότερη από αυτήν της εξαντλητικής αναζήτησης. Η παραπάνω προσέγγιση αποτελεί έκφανση μιας πολύ αποτελεσματικής υπολογιστικής τεχνικής βελτιστοποίησης που ονομάζεται δυναμικός προγραμματισμός. Η τεχνική αυτή βασίζει την επίλυση ενός πολύπλοκου προβλήματος στη διαδοχική επίλυση μικρότερων επιμέρους συνδεδεμένων προβλημάτων. Στο παράδειγμά μας, αυτά τα προβλήματα είναι όλα της ίδιας φύσης και μπορούν να περιγραφούν τυπικά ως εξής:


    Για κάθε θέση (i,j) στην Εικόνα 4.2, και δεδομένων των βαθμών προτίμησης α,β,γ για τις θέσεις (i-1,j-1), (i-1,j), (ι,j-1) αντίστοιχα, να βρεθεί:


    α) Από ποια από τις θέσεις (i-1,j-1), (i-1,j), (ι,j-1) είναι προτιμότερη η μετακίνηση στην (i,j);


    β) Ποιο είναι το συνολικό αποτέλεσμα της θέσης (i,j) δεδομένης αυτής της προτιμότερης μετακίνησης;


    Ακολουθώντας αυτήν τη λογική ο Β. κάνει τους εξής υπολογισμούς:


    Ξεκινώντας από το σημείο εκκίνησης συμπληρώνει αρχικά τα αποτελέσματα της πρώτης γραμμής και της πρώτης στήλης του χάρτη του. Για τα σημεία αυτά δεν υπάρχει επιλογή καθώς κανείς μπορεί να φτάσει σε αυτά μόνο από μία θέση (από δυτικά για την πρώτη γραμμή, από βόρεια για την πρώτη στήλη). Σε κάθε στοιχείο του χάρτη ο Β. αποδίδει το άθροισμα των βαθμών που προκύπτει από τις μετακινήσεις (Εικόνα 4.4α). Έτσι από τη Ραφήνα στην Άνδρο το αποτέλεσμα γίνεται 2, ενώ στη συνέχεια παραμένει 2 καθώς τα κενά σημεία του χάρτη έχουν βαθμό προτίμησης 0. Αντίστοιχα, η μετακίνηση νότια προς την Τζια δίνει αποτέλεσμα 1 το οποίο γίνεται 2 όταν προστεθεί σε αυτό ο βαθμός της Κύθνου (+1), 6 (=2+4) για τη Σέριφο, 11(=6+5) για τη Μήλο κ.ο.κ. Έχοντας συμπληρώσει τα αποτελέσματα για όλες τις περιοχές της πρώτης γραμμής και της πρώτης στήλης ο Β. προχωράει στο πρώτο σημείο του χάρτη, στο οποίο μπορεί κανείς να φτάσει από τρεις διαφορετικές θέσεις (την Τήνο). Γνωρίζοντας τα αποτελέσματα των θέσεων (i-1,j-1)=0, (i-1,j)=2 και (ι,j-1)=1 ο Β. υπολογίζει πως η καλύτερη επιλογή για να φτάσει στην Τήνο είναι από βόρεια, από την Άνδρο με μια μετακίνηση που θα δώσει αποτέλεσμα 6. Στο σημείο αυτό ο Β καταγράφει το αποτέλεσμα για την Τήνο σημειώνοντας με ένα βέλος την κατεύθυνση από την οποία αυτό προήλθε (Εικόνα 4.4β). Τώρα μπορεί να επαναλάβει την ίδια διαδικασία για τη Σύρο και την κενή περιοχή ανατολικά της Τήνου για τις οποίες έχει υπολογίσει τα αποτελέσματα για τις τρεις θέσεις (i-1,j-1), (i-1,j), (ι,j-1). Με τον ίδιο τρόπο συνεχίζει για όλες τις περιοχές από βορειο-δυτικά προς νοτιο-ανατολικά όπως φαίνεται στην Εικόνα 4.4β. Το τελικό αποτελέσμα φαίνεται στην Εικόνα 4.4γ . Με βάση αυτήν, ο Β. μπορεί τώρα να προσδιορίσει την αντικειμενικά καλύτερη δυνατή διαδρομή ξεκινώντας από την Αστυπάλαια και κινούμενος αντίστροφα, ακολουθώντας πάντα την κατεύθυνση από την οποία έχει προκύψει το καλύτερο δυνατό αποτέλεσμα για κάθε περιοχή του χάρτη. Η καλύτερη αυτή διαδρομή δίνεται από τα γαλάζια βέλη της Εικόνας 4.4γ και είναι πολύ διαφορετική από αυτήν της “άπληστης” προσέγγισης της Εικόνας 4.3. Το συνολικό αποτέλεσμα όμως είναι 31 και είναι σαφώς μεγαλύτερο. Για την ακρίβεια, η προσέγγιση που μόλις περιγράψαμε εγγυάται πως αυτό είναι και το μέγιστο δυνατό αποτέλεσμα.


    Ο Β. είναι πολύ χαρούμενος που γνωρίζει πια την ακριβή πορεία που θα του επιτρέψει να επισκεφθεί τα πιο αγαπημένα του νησιά. Αυτό που ίσως δε γνωρίζει είναι ότι έχει μόλις λύσει κι ένα τελείως διαφορετικό πρόβλημα. Αυτό της ολικής ζευγαρωτής στοίχισης δύο αλληλουχιών.
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    Εικόνα 4.4: H διαδρομή που θα ακολουθούσε ο Β. διαλέγοντας το κάθε βήμα με τη λογική της Εικόνα 4.4. Κάθε σημείο του χάρτη περιέχει το αποτέλεσμα της εφαρμογής του κανόνα που φαίνεται στο α). Ο Πίνακας συμπληρώνεται βήμα-βήμα όπως φαίνεται στο β) ενώ στο γ) φαίνεται η τελική καλύτερη δυνατή διαδρομή. Τα βέλη που αντιστοιχούν σε κάθε περίπτωση στην περιοχή, μετακίνηση από την οποία, έχει δώσει το αποτέλεσμα. Το τελικό αποτέλεσμα είναι τώρα μεγαλύτερο (31) και η διαδρομή που δίνεται από τα γαλάζια βέλη πολύ διαφορετική.


    


    


    


    Το πρόβλημα της (ολικής) στοίχισης. Ο αλγόριθμος των Needleman-Wunsch.


    


    Ας επιστρέψουμε στο πρόβλημα της σύγκρισης δύο αλληλουχιών μέσω στοίχισης και ας θυμηθούμε τις δύο παρακάτω αλληλουχίες που είδαμε στην Εικόνα 4.1:


    H. sapiens MTENSTSAPAAKPKRAKATLL


    D. melanogaster MSDSAVATSASPVAAPPA


    Πώς θα μπορούσαμε να στοιχίσουμε αυτές τις αλληλουχίες με τον καλύτερο δυνατό τρόπο για όλο το μήκος τους; Θα ονομάσουμε αυτό το πρόβλημα, ως πρόβλημα “Ολικής Ζευγαρωτής Στοίχισης” (Global Pairwise Alignment). Ολικής, γιατί θέλουμε να εξετάσουμε τις αλληλουχίες για όλο το μήκος τους και ζευγαρωτής γιατί πρόκειται για δύο αλληλουχίες. H λύση του προβλήματος αυτού δίνεται από τον αλγόριθμο των Needleman-Wunsch, που προτάθηκε το 1970 από τους Saul Needleman και Christian Wunsch (Needleman and Wunsch 1970)⁠ και που περιγράφει μια προσέγγιση που είναι απολύτως ανάλογη του προβλήματος του Β. που είδαμε στην προηγούμενη ενότητα. Συγκεκριμένα, για δύο αλληλουχίες Sn, Sm, από ένα αλφάβητο v καταλοίπων, που έχουν μήκη n και m αντίστοιχα, ο αλγόριθμος των Needleman-Wunsch λύνει το πρόβλημα της Ολικής Στοίχισης δεδομένου ενός πίνακα τιμών D[v2] και μιας τιμής g για το κόστος εισαγωγής κενού. Ας δούμε πιο αναλυτικά πώς γίνεται κάτι τέτοιο:


    Σε αναλογία με το πρόβλημα του Β. θα δημιουργήσουμε έναν πίνακα n x m τοποθετώντας τη μία αλληλουχία οριζόντια και τη δεύτερη κάθετα. Κάθε στοιχείο (i,j) αυτού του πίνακα αντιστοιχεί το κατάλοιπο i της πρώτης με το κατάλοιπο j της δεύτερης και υποδηλώνει τη στοίχιση των δύο αυτών καταλοίπων. Μπορούμε να φανταστούμε σε αυτό το πλέγμα μια μετακίνηση από το πρώτο στοιχείο του πίνακα στο στοιχείο (n,m) κατά την οποία θα έχουμε “διαβάσει” και τις δύο αλληλουχίες, κατάλοιπο προς κατάλοιπο. Οι δυνατές μετακινήσεις σε αυτή τη διαδικασία είναι:


    α) Οριζόντια προς τα αριστερα. Αυτή θα αντιστοιχεί σε “ανάγνωση” ενός καταλοίπου της αλληλουχίας που βρίσκεται οριζόντια και εισαγωγή κενού για αυτήν που βρίσκεται κάθετα.


    β) Κάθετα προς τα κάτω, που θα αντιστοιχεί στην ακριβώς συμμετρική εισαγωγή κενού για την οριζόντια αλληλουχία.


    γ) Διαγώνια προς τα κάτω-δεξιά. Αυτή η μετακίνηση θα αντιστοιχεί στη στοίχιση των καταλοίπων (i,j).


    Η καλύτερη δυνατή στοίχιση των δύο αλληλουχιών στο σύνολό τους, θα αντιστοιχεί έτσι στην εύρεση της καλύτερης “διαδρομής” από το στοιχείο (1,1) στο στοιχείο (n,m). H διαδρομή αυτή υπολογίζεται με την εφαρμογή ενός αλγορίθμου δυναμικού προγραμματισμού με δεδομένα:


    α) Έναν πίκακα τιμών D[v2] που θα αντιστοιχεί ένα αποτέλεσμα σε κάθε πιθανό ζεύγος καταλοίπων που στοιχίζονται.


    β) Μια τιμή g για κάθε κενό που εισάγεται στη στοίχιση.


    Ο αλγόριθμος των Νeedleman-Wunsch, είναι ουσιαστικά μια εφαρμογή του δυναμικού προγραμματισμού για το πρόβλημα της στοίχισης δύο αλληλουχιών και μια εκδοχή του περιγράφεται παρακάτω.


    


    Αλγόριθμος :: Needleman-Wunsch


    Δημιουργία Πίνακα nxm Sn,Sm;


    Δήλωση Πίνακα Αποτελεσμάτων Ταύτισης/Αντικατάστασης D[v2];


    Δήλωση Ποινής κενού g;


    Απαρίθμηση 1: Για θέση i = 1 έως i = n ανά 1;


     Απαρίθμηση 2: Για θέση j=1 έως j=m ανά 1;


     Διαγώνια Κίνηση Α=S[i-1,j-1]+D[i,j];


     Κάθετη Κίνηση Β=S[i,j-1]+g;


     Oριζόντια Κίνηση C=S[i-1,j]+g;


     S[i,j]=max(A,B,C);


     Direction[i,j]=argmax(A,B,C); # καταγραφή κατεύθυνσης


     Τέλος: Απαρίθμηση 2


    Τέλος Απαρίθμηση 1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Πίνακας S


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Τελικό Σκορ Στοίχισης = S[n,m]


    Τερματισμός


    


    H σειρά των πιο πάνω εντoλών αποδίδει έναν πίνακα αποτελεσμάτων S για κάθε στοιχείο του πίνακα στοίχισης, ωστόσο αυτό που μας ενδιαφέρει είναι το στοιχείο S[n,m] το οποίο αντιστοιχεί στο συνολικό αποτέλεσμα (score) της στοίχισης. Η στοίχιση αυτή καθαυτή προκύπτει ακολουθώντας τις κατευθύνσεις που έχουν καταγραφεί από το τελικό στοιχείο S[n,m] πίσω προς το αρχικό με μια διαδικασία που ονομάζουμε αντίστροφη ιχνηλάτηση (ή για συντομία και στα αγγλικά, backtracking).


    Αν εφαρμόσουμε ένα απλό σχήμα τιμών D,g για το πρόβλημα των αλληλουχιών της Εικόνας 4.1, στο οποίο κάθε ταύτιση μεταξύ καταλοίπων θα έχει τιμή D[i=j]=1, κάθε αντικατάσταση θα έχει τιμή D[i≠j]=-1 και κάθε κενό θα έχει τιμή g=-1 τότε η στοίχιση που προκύπτει με αυτόν τον τρόπο δίνεται από τον πίνακα της Εικόνας 4.5α. Η τιμή αυτής της στοίχισης είναι το συνολικό αποτέλεσμα που αντιστοιχεί στο στοιχείο (n,m) και είναι ίση με -5. Από τη στοίχιση προκύπτει ότι το συνολικό της μήκος είναι 23 (συμπεριλαμβάνονται τα κενά) και ο βαθμός ομοιότητας των καταλοίπων είναι 9/18=50%[10].


    


    


    Προβλήματα Βαθμονόμησης


    


    Είναι προφανές ότι το αποτέλεσμα τόσο της τιμής της στοίχισης, αλλά και της ίδιας της στοίχισης εξαρτάται άμεσα από τον τρόπο με τον οποίο αξιολογούνται οι ταυτίσεις και οι αντικαταστάσεις των καταλοίπων καθώς και η εισαγωγή κενών στη στοίχιση. Η διαδρομή της Εικόνας 4.4γ είναι η καλύτερη δυνατή για το β. με βάση τις προτιμήσεις του για κάθε νησί. Για διαφορετικές προτιμήσεις, η καλύτερη διαδρομή θα ήταν προφανώς διαφορετική. Με τον ίδιο τρόπο, η βαθμονόμηση των αντικαταστάσεων καθορίζει το αποτέλεσμα μιας στοίχισης. Χαμηλές (ή και αρνητικές) τιμές αντικαταστάσεων σε σχέση με τις τιμές των κενών, θα οδηγούν σε στοιχίσεις με πολλά κενά, που θα στοιχίζουν κυρίως τα κατάλοιπα που ταυτίζονται, ενώ αντίστροφα μεγάλες “ποινές” για τα κενά, θα αποδίδουν στοιχίσεις όπου οι αντικαταστάσεις θα προτιμώνται έναντι των κενών. Στο παράδειγμα που είδαμε παραπάνω, η στοίχιση με D[i=j]=1, D[i≠j]=-1, g=-1 είναι αρκετά διαφορετική από αυτήν που προκύπτει αλλάζοντας απλώς το βαθμό για κάθε αντικατάσταση σε D[i≠j]=-2. Στην περίπτωση αυτή, ο πίνακας NW φαίνεται στην Εικόνα 4.5β και η τελική στοίχιση διαφέρει σημαντικά τόσο στη δομή, όσο και στο τελικό αποτέλεσμα, που είναι τώρα -9. Επιπλέον, το μεγαλύτερο κόστος αντικαταστάσεων σε σχέση με αυτό της εισαγωγής κενού έχει επιμηκύνει την τελική στοίχιση με περισσότερα κενά, προς όφελος των ταυτίσεων καταλοίπων. Η στοίχιση είναι τώρα μεγαλύτερη σε μήκος (26 έναντι 23) αλλά έχει μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητας 10/18=55.6%. Ποιος από τους δύο τρόπους είναι προτιμότερος; Ποια είναι η καλύτερη επιλογή του πίνακα D; Είναι καλύτερο να έχουμε στη στοίχιση περισσότερα κενά προκειμένου να μεγιστοποιήσουμε το βαθμό ομοιότητας ή μια “θρυμματισμένη” στοίχιση είναι χειρότερη από μια με μικρότερο ποσοστό όμοιων καταλοίπων;


    


    Ερώτηση: Σε ποιες περιπτώσεις θα προτιμούσαμε να αποδώσουμε μεγαλύτερες ποινές στα κενά απ' ότι στις αντικαταστάσεις και αντίστροφα; Μπορείτε να σκεφτείτε με ποιον τρόπο το σύστημα βαθμονόμησης διαμορφώνεται από το βιολογικό ερώτημα και τις αλληλουχίες που θέλουμε να συγκρίνουμε;


    


    


    


    Πίνακες Αντικατάστασης


    


    Aς επιστρέψουμε για λίγο στην Εικόνα 4.1 κι ας την παρατηρήσουμε λίγο πιο προσεκτικά. Και οι δύο πρωτεΐνες έχουν μεθειονίνη σαν πρώτο κατάλοιπο. Στη συνέχεια η μεν ανθρώπινη έχει θρεονίνη και γλουταμινικό οξύ (ΤΕ) ενώ η αντίστοιχη της D. melanogaster περιέχει στις ίδιες θέσεις σερίνη και ασπαρτικό οξύ (SD). Για κάποιον με απλές γνώσεις βιοχημείας είναι ξεκάθαρο πως οι δύο πρωτεΐνες μοιάζουν όχι μόνο στην πρώτη θέση που είναι πανομοιότυπη (Μ-Μ) αλλά και στις δύο επόμενες, καθώς τόσο η σερίνη με τη θρεονίνη, όσο και το ασπαρτικό με το γλουταμινικό είναι αμινοξέα με πολύ παρόμοιες ιδιότητες.


    Μια απλή ματιά στην Εικόνα 4.6 δείχνει ότι και τα δύο ζεύγη δε διαφέρουν περισσότερο από μια μεθυλενομάδα -CH2-. Είναι λογικό να υποθέσουμε πως κάποια στιγμή κατά την εξέλιξη της πρωτεΐνης, μεταλλαγές άλλαξαν μια σερίνη σε θρεονίνη (ή το αντίστροφο) χωρίς όμως αυτό να έχει ιδιαίτερο αντίκτυπο στη λειτουργία της πρωτεΐνης καθώς οι χημικές ιδιότητες των δύο αμινοξέων είναι πολύ παρόμοιες. Αντίθετα, μια αλλαγή π.χ. μιας βαλίνης σε αργινίνη (V→R) αναμένεται να έχει μεγαλύτερη επίδραση σε μια πρωτεϊνική αλληλουχία. Η βαλίνη (V) είναι ένα σχετικά συμπαγές, υδρόφοβο αμινοξύ, ενώ η αργινίνη (R) ένα αρκετά ογκώδες, θετικά φορτισμένο κατάλοιπο. Η στοίχιση της Εικόνας 4.4α ωστόσο, από τη μία πλευρά δεν στοιχίζει τις υπο-αλληλουχίες (ΜΤΕ, MSD) και από την άλλη στοιχίζει ένα ζεύγος V-R. Είναι προφανές πως κανένα από τα δύο απλουστευτικά σχήματα της Εικόνας 4.5 (χειρότερα από τα 2 το α) δε λαμβάνει υπόψη την ομοιότητα που κρύβεται στις φυσικοχημικές/δομικές ιδιότητες των αμινοξέων. Χρειαζόμαστε έναν καλύτερο τρόπο για να αξιολογήσουμε τους βαθμούς ταύτισης και αντικατάστασης με βάση τη γνώση μας για τις ιδιότητες αυτές.
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    Εικόνα 4.5: Στοίχιση των αλληλουχιών της Εικόνας 4.1 με τον αλγόριθμο των Needleman-Wunsch για διαφορετικές τιμές Αντικατάστασης/Κενού. α) Ίσες τιμές “ποινής” για αντικατάσταση και κενό δίνουν μικρότερο ποσοστό ομοιότητας και μικρότερο μήκος στοίχισης σε σχέση με την περίπτωση β) όπου η “ποινή” αντικατάστασης είναι μεγαλύτερη.


    


    


    Η λύση σε αυτό το πρόβλημα δίνεται από τους Πίνακες Αντικατάστασης (substitution matrices) που αποτελούν αναπόσπαστο κομμάτι κάθε προσέγγισης στοίχισης. Οι πίνακες αυτοί απαντούν στο απλό αλλά βασικό ερώτημα:


    Ποια είναι η σημασία της ταύτισης/αντικατάστασης δύο καταλοίπων i, j σε μια ζευγαρωτή στοίχιση;
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    Εικόνα 4.6: Οι χημικές δομές των 20 κύριων αμινοξέων που αποτελούν τη δομική βάση για τις πρωτεΐνες όλων των γνωστών οργανισμών. Με διαφορετικό χρώμα πλαισίου φαίνονται τα αμινοξέα με κοινές χαρακτηριστικές ιδιότητες. (Η εικόνα αναπαράγεται με την άδεια του δημιουργού από Wikimedia Commons).



    


    Το πρόβλημα αυτό είναι βασικής σημασίας για τη μελέτη των αλληλουχιών και για το λόγο αυτό μπορούμε να ανάγουμε στους πρώτους πίνακες αντικατάστασης την απαρχή του πεδίου της Υπολογιστικής Βιολογίας. Το 1978, η Margaret Dayhoff (Dayhoff, Schwartz, and Orcutt 1978)⁠ σκέφτηκε ότι μια αντικατάσταση ενός αμινοξέος από ένα άλλο μπορεί να συνεισφέρει περισσότερο ή λιγότερο στο βαθμό ομοιότητας δύο αλληλουχιών σε συνάρτηση με την εξελικτική ιστορία αυτού του καταλοίπου. Συγκρίνοντας έναν μεγάλο αριθμό συγγενικών πρωτεϊνών και καταγράφοντας:


    α. Τη συχνότητα εμφάνισης του κάθε αμινοξικού καταλοίπου i στο σύνολο των πρωτεϊνικών αλληλουχιών (pi, i=1..20).


    β. Τη συχνότητα παρατήρησης της κάθε αντικατάστασης ενός καταλοίπου i από ένα άλλο κατάλοιπο j (qij, i=1..20, j=1..20).


    Η Dayhoff και οι συνεργάτες της κατάφεραν να προσδιορίσουν ποιες από τις αντικαταστάσεις ήταν πιθανότερο να έχουν γίνει “αποδεκτές” από τη διαδικασία της εξέλιξης και ποιες λιγότερο. H λογική πίσω από αυτούς τους υπολογισμούς είναι ότι δεδομένου ότι οι αλληλουχίες είναι συγγενικές και άρα στον εξελικτικό χρόνο θα τείνουν να διατηρούν αναλλοίωτα τα βασικά τους χαρακτηριστικά, κάθε αντικατάσταση θα έχει πιθανότητα να συμβεί αντιστρόφως ανάλογη της αλλαγής που επιφέρει στη λειτουργία της πρωτεΐνης. Αντικαταστάσεις που δεν αλλάζουν τις φυσικοχημικές ιδιότητες του μορίου θα συμβαίνουν συχνότερα. Με τον τρόπο αυτό η Dayhoff υπολόγισε έναν συμμετρικό πίνακα 20x20 ο οποίος περιείχε μια τιμή s για κάθε ζεύγος αμινοξέων i,j το οποίο δίνεται από τον τύπο:
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    και το οποίο αντιστοιχεί στο βαθμό που μια αντικατάσταση του i από το j (και αντίστροφα) αναμένεται να επιφέρει μεγάλη ή μικρή αλλαγή στις ιδιότητες της πρωτεΐνης. Ο πίνακας αυτός ονομάστηκε PAM1 (από τα αρχικά Percent Accepted Mutation) δεδομένου ότι είχε προκύψει από συγκρίσεις πρωτεϊνών, των οποίων οι διαφορές δεν ξεπερνούσαν το 1%. Μέσω της λήψης του λογαρίθμου, ο πίνακας παίρνει τιμές σε ένα εύρος μεταξύ ισχυρά αρνητικών και ισχυρά θετικών τιμών που αντανακλούν τη συχνότητα με την οποία κάθε αντικατάσταση παρατηρείται σε ένα σύνολο αλληλουχιών που γνωρίζουμε εκ των προτέρων ότι είναι όμοιες σε βαθμό 99%. Ο PAM1 ήταν ο πρώτος πίνακας αντικατάστασης και από κατασκευής μπορούσε να χρησιμοποιηθεί μόνο για στοιχίσεις πρωτεϊνών που είχαν μικρό βαθμό απόκλισης (1% ή μικρότερο). Με ανάλογο τρόπο όμως μπορούν να προκύψουν πίνακες από συγκρίσεις αλληλουχιών με μεγαλύτερο βαθμό γονιδιακής απόκλισης. Έτσι, κατά τη στοίχιση δύο οποιωνδήποτε πρωτεϊνικών αλληλουχιών μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε πίνακες PAM που προέρχονται από διαφορετικές συγκρίσεις όπως είναι οι PAM30, PAM70 και PAM250.


    


    Ερώτηση: Τι θα προβλέπει ένας πίνακας αντικαταστάσεων για τις ταυτίσεις μεταξύ καταλοίπων; Θα περιμένουμε την ίδια τιμή για την ταύτιση της Γλυκίνης με τον εαυτό της και την αντίστοιχη ταύτιση της Τρυπτοφάνης; Γιατί;


    


    Με τρόπο ανάλογο με αυτό του υπολογισμού των πινάκων PAM, το 1992 ο Henikoff και οι συνεργάτες του (Henikoff and Henikoff 1992)⁠ υπολόγισαν αντίστοιχους πίνακες από μια βάση δεδομένων που περιείχε στοιχίσεις εξελικτικά πιο απομακρυσμένων πρωτεϊνών. Oι πίνακες αυτοί ονομάζονται BLOSUM (από τα αρχικά BLOcks SUbstitution Matrices) και σήμερα χρησιμοποιούνται συχνότερα από τους PAM πίνακες λόγω της μεγαλύτερης ακρίβειας με την οποία υπολογίζουν τις πιθανότητες αντικατάστασης σε αλληλουχίες με απόκλιση έως και 80% (Mount 2008)⁠. Στην Εικόνα 4.7 βλέπουμε σαν παράδειγμα τον Πίνακα BLOSUM62 που αποτελεί τη βασική προεπιλογή σε μια πληθώρα προγραμμάτων στοίχισης (όπως το BLAST που θα δούμε στη συνέχεια).


    Σε κάθε περίπτωση, η λογική πίσω από τους δύο πίνακες (PAM, BLOSUM) είναι η ίδια. H επιλογή που καλούμαστε να κάνουμε είναι κυρίως λαμβάνοντας υπόψη μας το βαθμό, στον οποίον περιμένουμε να αποκλίνουν οι δύο αλληλουχίες. Αν αυτός είναι μεγάλος είναι προτιμότερο να διαλέγουμε πίνακες όπως οι PAM120, PAM250 και BLOSUM45, ενώ αν αυτός είναι μικρός και πρόκειται για πολύ συγγενικές πρωτεΐνες τότε οι πίνακες PAM30 και BLOSUM90 είναι καλύτερες επιλογές.
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    Εικόνα 4.7: O Πίνακας Αντικατάστασης ΒLOSUM62. (Εικόνα από Hannes Röst, CC BY SA 2.5, από Wikimedia Commons).



    


    


    


    Το πρόβλημα της (τοπικής) στοίχισης. Ο Αλγόριθμος Smith-Waterman


    


    Έχοντας εξετάσει τρόπους για να πετύχουμε την καλύτερη δυνατή στοίχιση δύο αλληλουχιών σε όλο τους το μήκος, στρεφόμαστε τώρα σε ένα ελαφρώς διαφορετικό πρόβλημα που όμως έχει σημαντικές βιολογικές προεκτάσεις. Παρακάτω βλέπουμε τις πλήρεις αμινοξικές αλληλουχίες της ιστόνης Η1 του ανθρώπου και της μύγας D. melanogaster, τμήμα των οποίων προσπαθήσαμε να στοιχίσουμε με τον αλγόριθμο των NW στην Εικόνα 4.5.


    


    >H. sapiens


    MTENSTSAPAAKPKRAKASKKSTDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKV


    GENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEPKKSVAFKKTKKEIKKVATP


    KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKAKPVK


    PKAKSSAKRAGKKK


    >D. melanogaster


    MSDSAVATSASPVAAPPATVEKKVVQKKASGSAGTKAKKASATPSHPPTQQMVDASIKNL


    KERGGSSLLAIKKYITATYKCDAQKLAPFIKKYLKSAVVNGKLIQTKGKGASGSFKLSAS


    AKKEKDPKAKSKVLSAEKKVQSKKVASKKIGVSSKKTAVGAADKKPKAKKAVATKKTAEN


    KKTEKAKAKDAKKTGIIKSKPAATKAKVTAAKPKAVVAKASKAKPAVSAKPKKTVKKASV


    SATAKKPKAKTTAAKK


    


    Τι συμβαίνει όταν προσπαθήσουμε να στοιχίσουμε τις αλληλουχίες αυτές, με μήκος κοντά στο μέσο μήκος μιας απλής πρωτεΐνης με τον ίδιο αλγόριθμο; Το αποτέλεσμα φαίνεται στην Εικόνα 4.8α όπου φαίνεται ότι για ένα σημαντικό μέρος της πρωτεϊνικής αλληλουχίας υπάρχει ένα μεγάλο κενό στην αρχή της στοίχισης. Αυτό σημαίνει πως ένας σημαντικός αριθμός καταλοίπων (συγκεκριμένα ο αριθμός των καταλοίπων της αλληλουχίας της D. melanogaster που συγκρίναμε στην Εικόνα 4.1) δε συμμετέχει καθόλου στην ολική στοίχιση. Θα μπορούσαμε να φανταστούμε μια στοίχιση που δε θα συμπεριλάμβανε αυτό το τμήμα από τη δεύτερη αλληλουχία που θα έδινε μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητας. Ο συλλογισμός αυτός αποτελεί τη βάση για μια παραλλαγή του προβλήματος της στοίχισης που μπορεί να διατυπωθεί ως εξής:


    


    Δεδομένων δύο βιολογικών αλληλουχιών, ποια είναι η μεταξύ τους στοίχιση, στο τμήμα εκείνο των μηκών τους, που αποδίδει το μεγαλύτερο βαθμό ομοιότητας λαμβάνοντας υπόψη γεγονότα αντικατάστασης, εισδοχής και απαλοιφής;


    


    Η διαφορά της παραπάνω διατύπωσης με αυτήν που είδαμε στην ενότητα της Ολικής Στοίχισης είναι ότι εδώ δεν αποσκοπούμε να στοιχίσουμε δύο αλληλουχίες σε όλο το μήκος τους, αλλά να εντοπίσουμε το τμήμα εκείνο στο μήκος της καθεμίας που θα δίνει το καλύτερο αποτέλεσμα από πλευράς ομοιότητας. Το πρόβλημα αυτό ονομάζεται Πρόβλημα Τοπικής (ή μερικής) Στοίχισης και λύνεται με μια ευφυή τροποποίηση του αλγορίθμου των Νeedleman-Wunsch, που πρότειναν οι Temple Smith και Μichael Waterman το 1981 (Smith and Waterman 1981)⁠. Η λύση αυτή, που είναι γνωστή με το όνομα τους (Smith-Waterman alignment) συνίσταται σε μια απλή τροποποίηση του πίνακα στοίχισης που προκύπτει από την εφαρμογή του NW αλγορίθμου. Συγκεκριμένα, ο αλγόριθμος προχωρεί σε τρία στάδια που μπορούν να περιγραφούν ως εξής:


    1. Αρχικά εφαρμόζεται κανονικά ο αλγόριθμος των NW μέχρι το σημείο παραγωγής του πίνακα στοίχισης.


    2. Στη συνέχεια όλα τα στοιχεία του πίνακα συγκρίνονται με ένα αριθμητικό όριο (το οποίο συνήθως είναι το 0) και όσα είναι μικρότερα από αυτό μηδενίζονται.


    3. Στον νέο πίνακα στοίχισης, εντοπίζεται το σημείο με τη μέγιστη τιμή. Αυτό είναι το σημείο τερματισμού της τοπικής στοίχισης, καθώς εξ ορισμού είναι το σημείο εκείνο όπου η στοίχιση δίνει το καλύτερο αποτέλεσμα (συνέχιση από εκείνο το σημείο μειώνει αντί να αυξάνει το συνολικό score). Από το μέγιστο σημείο, ανατρέχουμε αντίστροφα με backtracking (όπως στον αλγόριθμο των NW) μέχρι το τελευταίο μη-μηδενικό στοιχείο. Η διαδρομή από το μέγιστο ως το τελευταίο μη-μηδενικό στοιχείο αντιστοιχεί στην περιοχή εκείνη των δύο αλληλουχιών που αποδίδουν την καλύτερη δυνατή στοίχιση.


    Ο αλγόριθμος των Smith-Waterman δίνεται πιο αναλυτικά παρακάτω.


    


    Αλγόριθμος :: Smith-Waterman


    Δημιουργία Πίνακα nxm Sn,Sm;


    Δήλωση Πίνακα Αποτελεσμάτων Ταύτισης/Αντικατάστασης D[v2];


    Δήλωση Ποινής κενού g;


    Έναρξη: Τρέξε τον Needleman-Wunsch


    Δήλωση Μεγίστου max=0;


    Στον πίνακα S από τον Needleman-Wunsch


    Απαρίθμηση 1: Για θέση i = 1 έως i = n ανά 1;


     Απαρίθμηση 2: Για θέση j=1 έως j=m ανά 1;


     Έλεγξε αν S[i,j]<=limit: Tότε:


      S[i,j]=0;


     Έλεγξε αν S[i,j]>=max: Tότε:


     max=S[i,j];


     Τέλος: Απαρίθμηση 2


    Τέλος Απαρίθμηση 1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Τελικό Score Τοπικής Στοίχισης=max


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Στοίχιση = Διαδρομή από argmax-> πρώτο στοιχείο 0


    Τερματισμός


    


    Όπως φαίνεται από την παραπάνω περιγραφή ο αλγόριθμος των SW “κοστίζει” υπολογιστικά μόνο κατάτι περισσότερο από αυτόν των NW[11], η σημασία του όμως είναι πολύ μεγάλη για ένα μεγάλο μέρος προβλημάτων στοίχισης. Οι λόγοι για τους οποίους η τοπική στοίχιση είναι πιο χρήσιμη από την ολική είναι πολλοί. Θυμηθείτε ότι στην αρχή του κεφαλαίου, επιλέξαμε να μη συζητήσουμε για μεθόδους ποσοτικοποίησης της ομοιότητας δύο αλληλουχιών που θα περιλαμβάνουν μεταθέσεις, καθώς υποθέσαμε εύλογα ότι οι μεταλλαγές και οι εισδοχές/απαλοιφές είναι πολύ συχνότερες. Σε περιπτώσεις όμως που δύο αλληλουχίες έχουν αποκλίνει γενετικά για μεγάλο χρονικό διάστημα κι έτσι διαφέρουν αρκετά, εξαιτίας της μεγάλης απόστασής τους από τον κοινό τους πρόγονο, οι μεταθέσεις είναι κάτι που δεν μπορούμε να αποκλείσουμε. Φανταστείτε για παράδειγμα ότι δύο αλληλουχίες έχουν διαφοροποιηθεί κατά τη διάρκεια της εξέλιξης μέσω ανακατανομής των τμημάτων τους (shuffling), μέσω συγκόλλησης με άλλες αλληλουχίες ή μέσω της εισδοχής περιοχών με μικρή ή καθόλου λειτουργικότητα. Η στοίχιση δύο τέτοιων αλληλουχιών μέσω του αλγορίθμου NW θα οδηγούσε σε μεγάλα τμήματα που θα καλύπτονταν από κενά, χωρίς να αποδίδει τον πραγματικό βαθμό ομοιότητας που θα υπήρχε σε επιμέρους τμήματα των αλληλουχιών. Μπορούμε να φανταστούμε για παράδειγμα μια πρωτεϊνική αλληλουχία με περισσότερες από μία σχετικά αυτόνομες λειτουργικές υπομονάδες, την οποία συγκρίνουμε με μια άλλη που περιέχει κάποια από αυτές τις υπομονάδες αλλά όχι όλες.
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    Εικόνα 4.8: α) Ολική και β) Τοπική στοίχιση των αλληλουχιών της ιστόνης Η1 του ανθρώπου και της D. melanogaster. H στοίχιση έγινε μέσω της διαδικτυακής εφαρμογής του Εuropean Bioinformatics Institute (EBI) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa)


    


    Η ολική στοίχιση μέσω του αλγορίθμου των Needleman-Wunsch θα αποτύγχανε να μας αναδείξει τον υψηλό βαθμό ομοιότητας μεταξύ των συγγενικών υπομονάδων, καθώς θα χανόταν πίσω από μια ολική στοίχιση με πολλά κενά και μικρό συνολικά βαθμό ομοιότητας. Αντίθετα, τοπική στοίχιση των δύο αλληλουχιών με τον αλγόριθμο των Smith-Waterman θα εντόπιζε με μεγάλη ακρίβεια το τμήμα εκείνο των δύο αλληλουχιών που θα αντιστοιχούσε στην κοινή υπομονάδα και (το κυριότερο) θα απέδιδε τον πραγματικό βαθμό ομοιότητας μεταξύ των δύο αλληλουχιών για αυτήν. Η διαφορά μεταξύ ολικής και τοπικής στοίχισης, είναι κρίσιμη και σε άλλες περιπτώσεις, όπως όταν μέσα στις αλληλουχίες έχουν παρεισφρήσει τμήματα χαμηλής πολυπλοκότητας, επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες ή όταν οι αλληλουχίες δεν εξελίσσονται με τον ίδιο ρυθμό σε όλο το μήκος τους.


    Γυρνώντας στο παράδειγμα μας των αλληλουχιών της ιστόνης Η1, στην Εικόνα 4.8 φαίνεται η στοίχιση του ίδιου ζεύγους αλληλουχιών με τη χρήση του ίδιου πίνακα αντικατάστασης αρχικά μέσω του αλγορίθμου Needleman-Wunsch και στη συνέχεια μέσω αυτού των Smith-Waterman. Οι στοιχίσεις που προκύπτουν είναι διαφορετικές αρχικά σε ότι αφορά το μήκος και την κατανομή των κενών. Το μεγάλο κενό στην περίπτωση του NW (Εικόνα 4.8α) εξαφανίζεται με την εφαρμογή τοπικής στοίχισης. Το αποτέλεσμα αντικατοπτρίζεται στο βαθμό ομοιότητας o oποίος από 41.9% αυξάνεται σε 47.0%. Η τοπική στοίχιση σε αυτήν την περίπτωση, περιορίζεται στο τμήμα των δύο αλληλουχιών που αντιστοιχεί στο λειτουργικό τμήμα της ιστόνης Η1, το οποίο και της επιτρέπει να αναδιπλώνεται σωστά και να προσδένεται στο DNA.


    


    


    Πέρα από ένα ζεύγος αλληλουχιών. Ταχείες Αναζητήσεις


    


    Μέχρι στιγμής συζητήσαμε προβλήματα που σχετίζονται με ζευγαρωτές (pairwise) στοιχίσεις, συγκρίσεις μεταξύ δύο αλληλουχιών. Ωστόσο, η εκρηκτική αύξηση των ρυθμών αλληλούχισης, η συσσώρευση αλληλουχιών μέσω της οργάνωσής τους σε βάσεις δεδομένων και η διαθεσιμότητα πλήρων γονιδιωμάτων επιβάλλουν (ή μάλλον επιτρέπουν) τη διατύπωση ερωτημάτων που σχετίζονται με πιο πολύπλοκες συγκρίσεις. Συχνά για παράδειγμα επιθυμούμε να συγκρίνουμε περισσότερες από δύο συγγενικές αλληλουχίες για να εξάγουμε συμπεράσματα για την εξελικτική τους ιστορία (το οποίο αποτελεί και το αντικείμενο του Κεφαλαίου 6). Σε αυτήν την περίπτωση μιλάμε για “πολλαπλή” (multiple) αντί για ζευγαρωτή στοίχιση. Οι αλγόριθμοι για την πολλαπλή στοίχιση είναι αρκετά πολύπλοκοι και ξεπερνούν τους σκοπούς αυτού του βιβλίου, ωστόσο βασίζονται στις ίδιες βασικές αρχές του δυναμικού προγραμματισμού και των πινάκων αντικατάστασης που εξετάσαμε στις προηγούμενες ενότητες.


    Μια άλλη περίπτωση, στην οποία οι πολλαπλές στοιχίσεις γίνονται ιδιαίτερα σημαντικές, προέρχεται από το πεδίο της σύγχρονης γονιδιωματικής και συγκεκριμένα αποτελεί ένα από τα βασικά προβλήματα που συνδέεται με τις μεθοδολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς. Τα πειράματα μαζικής αλληλούχισης που αποτελούν πλέον τον πιο διαδεδομένο τρόπο γονιδιωματικής ανάλυσης, παράγουν έναν πολύ μεγάλο αριθμό αλληλουχιών DNA τις οποίες θέλουμε στη συνέχεια να εντοπίσουμε μέσα σε ένα πολύ μεγαλύτερο σε μήκος γονιδίωμα. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να αναλυθεί ουσιαστικά σε έναν πολύ μεγάλο αριθμό στοιχίσεων, έναν αριθμό τόσο μεγάλο που καθιστά ακόμα και αλγορίθμους δυναμικού προγραμματισμού, όπως αυτούς που είδαμε παραπάνω ιδιαίτερα χρονοβόρους. Όπως θα δούμε στο Κεφάλαιο 11, για τη λύση αυτών των προβλημάτων επιστρατεύονται αλγόριθμοι άλλου τύπου που βασίζονται κυρίως σε “έξυπνες” δομές δεδομένων.


    Υπάρχει τέλος, και μια τρίτη κατηγορία πολλαπλών στοιχίσεων που αποτελεί την πιο συχνά εκτελούμενη βιοπληροφορική ανάλυση με βάση τα δεδομένα χρήσης των διαθέσιμων στο διαδίκτυο υπολογιστικών υπηρεσιών. Αυτή είναι η σύγκριση μιας δεδομένης αλληλουχίας με το σύνολο των αλληλουχιών μιας βάσης δεδομένων. Αναλύσεις αυτού του τύπου είναι ιδιαίτερα χρήσιμες για διάφορους λόγους. Μπορούμε π.χ. να φανταστούμε ότι έχουμε απομονώσει και αλληλουχίσει ένα τμήμα από το γονιδίωμα ενός νέου άγνωστου μέχρι τώρα βακτηρίου. Πριν αρχίσουμε τη λειτουργική ανάλυση αυτής της αλληλουχίας και προσπαθήσουμε να δούμε αν αποτελεί μέρος κάποιου γονιδίου, μπορούμε να δοκιμάσουμε να τη συγκρίνουμε με έναν τεράστιο αριθμό αλληλουχιών που έχει ήδη σχολιαστεί και κατατεθεί σε βάσεις δεδομένων όπως η GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Η λογική πίσω από αυτήν την ανάλυση βασίζεται στο γεγονός ότι η ομοιότητα σε επίπεδο λειτουργίας αντανακλάται στο επίπεδο της αλληλουχίας. Έτσι αλληλουχίες με μεγάλη ομοιότητα με την άγνωστη μπορούν να μας δώσουν σημαντικές ενδείξεις για τη λειτουργία της. Με αυτόν τον τρόπο μπορούμε να αναζητήσουμε γονίδια συγκεκριμένης λειτουργικότητας σε όχι ιδιαίτερα μελετημένους οργανισμούς, να εντοπίσουμε δομικές περιοχές με συγκεκριμένη λειτουργία σε άγνωστες μέχρι πρότινος πρωτεΐνες κλπ.


    Το βασικό πρόβλημα σε αυτήν την προσέγγιση είναι ότι ο αριθμός των συγκρίσεων είναι εξαιρετικά μεγάλος, κάτι που καθιστά την ανάλυση μέσω των αλγορίθμων στοίχισης που είδαμε ως τώρα πρακτικά αδύνατη. Χρειαζόμαστε μεθοδολογίες που θα μπορούν να σαρώσουν εκατομμύρια αλληλουχίες μέσα σε δευτερόλεπτα και να καταλήξουν σε αυτές για τις οποίες μια πιο αναλυτική σύγκριση έχει νόημα σε εύλογο χρονικό διάστημα. Η τακτική αυτή των ταχειών αναζητήσεων (rapid searches) επιτυγχάνεται με προσεγγιστικούς αλγορίθμους που βασίζονται σε μια στρατηγική που σκοπό έχει ένα αρχικά πολύ γρήγορο “φιλτράρισμα” του τεράστιου όγκου αλληλουχιών μιας βάσης δεδομένων και στη συνέχεια τη σύγκριση μ' ένα πολύ περιορισμένο δείγμα, εφαρμόζοντας αλγοριθμικές διαδικασίες υπολογισμού ομοιότητας όπως αυτές που είδαμε παραπάνω.


    


    


    BLAST (Βasic Local Alignment and Search Tool)


    


    Μεταξύ των προσεγγίσεων γρήγορων αναζητήσεων, αυτή που ξεχωρίζει είναι η μέθοδος του BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool). To BLAST αναπτύχθηκε από τον Stephen Altschul και τους συνεργάτες του το 1990 (Altschul et al. 1990)⁠, τη στιγμή που ο αριθμός των αλληλουχιών στις βάσεις δεδομένων καθιστούσε ήδη επιτακτική την ύπαρξη αλγορίθμων για γρήγορες και αποτελεσματικές συγκρίσεις. Η ευριστική προσέγγισή του, που προχωρά μέσω του σταδιακού αποκλεισμού αλληλουχιών, κάνει τον αλγόριθμο εξαιρετικά γρήγορο, κάτι που επιτρέπει την ενσωμάτωσή του σε διαδικτυακούς εξυπηρετητές (servers) και την απευθείας εκτέλεσή του από οποιονδήποτε έχει πρόσβαση στο διαδίκτυο. Το γεγονός αυτό κάνει το BLAST την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη εφαρμογή βιοπληροφορικής.


    Από πρακτικής πλευράς το BLAST αποσκοπεί να λύσει το παρακάτω πρόβλημα:


    


    Δεδομένης μιας αλληλουχίας DNA/πρωτεΐνης (αναζήτηση, query) και μιας βάσης δεδομένων αλληλουχιών DNA/πρωτεϊνών (στόχος, target) να προσδιοριστούν οι αλληλουχίες του στόχου που έχουν σημαντική ομοιότητα με την αλληλουχία αναζήτησης πάνω από ένα συγκεκριμένο όριο.


    


    Το ΒLAST επιλύει αποτελεσματικά αυτό το πρόβλημα χρησιμοποιώντας μια προσέγγιση μέσω της οποίας αποκλείει σταδιακά αλληλουχίες της βάσης δεδομένων-στόχου που δεν πληρούν κάποιες βασικές προϋποθέσεις. Η διαδικασία έτσι βαθμιαία μειώνει τις υποψήφιες προς στοίχιση αλληλουχίες κάτι που κάνει την εφαρμογή εξαιρετικά γρήγορη.


    Πιο αναλυτικά, ο αλγόριθμος του BLAST μπορεί να χωριστεί σε τρία βήματα:


    1. Στο πρώτο βήμα το BLAST δημιουργεί ένα σύνολο λέξεων που θα χρησιμοποιήσει στη συνέχεια της αναζήτησης. Η αλληλουχία αναζήτησης (query) διαιρείται σε υποαλληλουχίες συγκεκριμένου μήκους, το οποίο μπορεί να επιλέξει ο χρήστης σαν παράμετρο. Στη συνέχεια, για καθεμία από αυτές τις αλληλουχίες, το BLAST δημιουργεί μια ομάδα "γειτονικών" αλληλουχιών μέσω σημειακών αντικαταστάσεων. Από αυτές αποθηκεύει σε ένα σύνολο υπο-αλληλουχιών αυτές των οποίων η απόσταση από την αρχική υπο-αλληλουχία (όπως αυτή υπολογίζεται από έναν πίνακα αντικατάστασης) δεν ξεπερνά ένα όριο απόκλισης που επίσης δίνεται από το χρήστη. Στο τέλος αυτού του πρώτου σταδίου έχει δημιουργηθεί ένα σύνολο "λέξεων" που θα αποτελέσουν τα αρχικά σημεία της αναζήτησης.


    2. Στο δεύτερο βήμα το BLAST εντοπίζει όλες τις αλληλουχίες της βάσης δεδομένων του στόχου (target) που περιέχουν τουλάχιστο μία από τις "λέξεις" που δημιουργήθηκαν στο προηγούμενο στάδιο. Η διαδικασία αυτή μπορεί να είναι η πιο χρονοβόρα καθώς εξαρτάται από τις παραμετρους μήκους και βαθμού απόκλισης των λέξεων, καθώς και από το πλήθος και τα μήκη των αλληλουχιών του στόχου. Είναι ωστόσο σε κάθε περίπτωση ταχύτερη από μια διαδικασία που θα περιλάμβανε στοιχίσεις καθώς απαιτείται ακριβής ταύτιση "λέξης"-στόχου και κάθε αλληλουχία που δεν περιέχει τουλάχιστο μια λέξη αυτόματα απορρίπτεται από τη συνέχεια. Το αποτέλεσμα αυτού του σταδίου είναι ένα σύνολο ζευγών "λέξεων"-στόχου που το BLAST ονομάζει ζεύγη υψηλής βαθμολογίας (high-scoring pairs, HSP) και που αποτελούν τα δεδομένα εισόδου για το τρίτο και τελευταίο βήμα.


    3. Στο τελευταίο αυτό στάδιο, το BLAST προεκτείνει τα HSP και προς τις δύο κατευθύνσεις και για όσο μήκος το αποτέλεσμα της στοίχισης δεν πέφτει κάτω από ένα όριο. Όταν η τελική επέκταση κάθε HSP ξεπερνά σε μήκος ένα όριο (που επίσης μπορεί να ρυθμιστεί ως παράμετρος του αλγορίθμου), το BLAST θεωρεί τη στοίχιση επιτυχή, την επιστρέφει ως αποτέλεσμα μαζί με ένα score ομοιότητας και μια στατιστική εκτίμηση της σημασίας της (για την οποία θα δούμε περισσότερα στην επόμενη ενότητα).


    Η περιγραφή του αλγορίθμου δίνεται σχηματικά στην Εικόνα 4.9 και πιο τυπικά με την μορφή του παρακάτω ψευδοκώδικα:


    


    Αλγόριθμος :: BLAST


    Δήλωση Αλληλουχίας Αναζήτησης Q


    Δήλωση Βάσης Δεδομένων Στόχου Τ


    Δήλωση Παραμέτρου: Μήκος Λέξης: l


    Δήλωση Παραμέτρου: Bαθμός Απόκλισης: d


    Δήλωση Παραμέτρου: Όριο Επέκτασης: e


    Δήλωση Παραμέτρου: Όριο Σκορ: C


    Mήκος Q=s;


    Βήμα 1: Δημιούργια μιας σειράς από "λέξεις" αναζήτησης


    Απαρίθμηση 1: Για κάθε i=1 έως i=s-l+1 ανά 1


     Δημιούργησε την υποαλληλουχία q=Q[i,i+l-1]


     Τέλος απαρίθμησης 1


    Απαρίθμηση 2: Για καθεμία από τις υποαλληλουχίες q


     Δημιούργησε το σύνολο των πιθανών αλληλουχιών μήκους q (Q')


     Έλεγξε ποιες μεταλλαγές έχουν απόσταση distance(q,Q[k])<=d


     Κράτησε όσες έχουν distance<=d σε ένα σύνολο "λέξεων" W


     Τέλος απαρίθμησης 2


    Βήμα 2: Αναζήτηση W στο στόχο


    Απαρίθμηση 3: Για κάθε αλληλουχία t του στόχου Τ


     Απαρίθμηση 4: Για κάθε "λέξη" w του W


     Έλεγξε αν η w υπάρχει στην t: Tότε:


     Κράτησε την t σε ένα σύνολο HSP (high scoring pairs)


     Τέλος απαρίθμησης 4


     Τέλος απαρίθμησης 3


    Bήμα 3: Επέκταση στοίχισης


    Απαρίθμηση 5: Για κάθε h στο σύνολο HSP


     Προέκτεινε τη στοίχιση και προς τις δύο κατευθύνσεις


     Έλεγξε: Αν το μήκος στοίχισης είναι > e: Tότε:


     Συνέχισε στοίχιση μέχρι το σκορ στοίχισης να είναι < C


     Κράτησε τη στοίχιση σε ένα σύνολο Η (hits)


     Υπολόγισε τη σημασία της στοίχισης Ε


     Τέλος Απαρίθμησης 5


    Τερματισμός


    


    Όπως μπορεί να καταλάβει κανείς, η εφαρμογή του αλγορίθμου περιλαμβάνει τη ρύθμισης μιας σειράς από παραμέτρους. Κάποιες από αυτές καθορίζονται ελεύθερα από το χρήστη. Για κάποιες άλλες ο χρήστης πρέπει να επιλέξει μεταξύ καθορισμένων ορίων για λόγους που έχουν να κάνουν με το χρόνο εκτέλεσης του προγράμματος. Στη συνέχεια θα δούμε αναλυτικά ποιες είναι αυτές οι παράμετροι και ποια είναι η φυσική σημασία της καθεμίας.
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    Εικόνα 4.9: Σχηματική αναπαράσταση του αλγορίθμου του BLAST



    


    


    


    Παραλλαγές του BLAST


    


    Το πρώτο επίπεδο εξειδίκευσης της εφαρμογής του BLAST είναι το είδος της αναζήτησης. Θα πρέπει να γνωρίζουμε αν η αλληλουχία που αναζητούμε είναι DNA ή πρωτεϊνική και αν επιθυμούμε να προσδιορίσουμε στόχους του ίδιου είδους ή όχι. Το BLAST προσφέρει τη δυνατότητα αναζήτησης αλληλουχιών DNA σε επίπεδο πρωτεΐνης και αντίστροφα, ανάλογα με την παραλλαγή του αλγορίθμου που θα επιλέξουμε. Συγκεκριμένα το BLAST μπορεί να αναζητήσει:


    · Αλληλουχίες DNA σε βάσεις δεδομένων DNA με την παραλλαγή blastn.


    · Aλληλουχίες πρωτεϊνών σε βάσεις δεδομένων πρωτεϊνών με την παραλλαγή blastp.


    · Αλληλουχίες DNA σε βάσεις δεδομένων πρωτεϊνών με την παραλλαγή blastx. Το blastx, μεταφράζει μια αλληλουχία DNA στα έξι πιθανά πλαίσια ανάγνωσης (3+3 για τη συμπληρωματική αλυσίδα) και αναζητά τις μεταφρασμένες πρωτεϊνικές αλληλουχίες όπως το blastp.


    · Αλληλουχίες πρωτεϊνών σε βάσεις δεδομένων DNA με το tblastn. Το tblastn εφαρμόζει την αντίστροφη διαδικασία, μεταφράζοντας όλες τις αλληλουχίες του στόχου σε πρωτεΐνες με το blastx και μετά εφαρμόζοντας μια τυπική blastp αναζήτηση στο νέο στόχο (ο οποίος τώρα είναι 6 φορές μεγαλύτερος).


    · Αλληλουχίες DNA σε βάσεις δεδομένων DNA αλλά σε επίπεδο πρωτεϊνής με το tblastx. To tblastx μεταφράζει τόσο την αλληλουχία αναζήτησης, όσο και τη βάση δεδομένων στόχο στα έξι πιθανά πλαίσια ανάγνωσης και στη συνέχεια κάνει την αναζήτηση σε επίπεδο πρωτεϊνικής αλληλουχίας.
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    Εικόνα 4.10: Σχηματική αναπαράσταση των σχέσεων μεταξύ των διάφορων παραλλαγών του BLAST



    


    Οι παραπάνω παραλλαγές του BLAST που φαίνονται σχηματικά στην Εικόνα 4.10 έχουν προφανώς διαφορετικό βαθμό υπολογιστικών απαιτήσεων. Οι μεν blastn, blastp που δεν περιλαμβάνουν κάποια προεργασία για την αναζήτηση ή το στόχο είναι σαφώς ταχύτερες από την blastx και την tblastn, ενώ η tblastx είναι αυτή με τις μεγαλύτερες απαιτήσεις υπολογιστικά καθώς περιλαμβάνει δυνητικά 36 φορές περισσότερες συγκρίσεις από μια απλή εφαρμογή της blastp στο ίδιο σύνολο δεδομένων.


    Σε ό,τι αφορά το χρόνο εκτέλεσης πάντως, μεγαλύτερη σημασία από το είδος της αναζήτησης που διενεργείται, έχει η επιλογή κάποιων βασικών παραμέτρων του αλγορίθμου όπως θα δούμε αμέσως μετά.


    


    


    Μήκος “λέξης” w


    


    Το μήκος της “λέξης” πάνω στην οποία το BLAST θα βασίσει τη δημιουργία του συνόλου των αρχικών “σπόρων” (seeds) αναζήτησης είναι ιδιαίτερα σημαντικό για το χρόνο εκτέλεσης. Είναι προφανές ότι μικρό μέγεθος λέξης θα δημιουργήσει ένα μικρότερο αρχικό σύνολο αναζήτησης το οποίο θα δώσει πολύ περισσότερα αρχικά ζεύγη επιτυχίας (HSP) καθώς οι περιορισμοί είναι λιγότεροι σε μια μικρού μήκους αλληλουχία. Έτσι, σε αναζητήσεις γονιδιωματικών αλληλουχιών (που είναι και μεγαλύτερες σε μήκος και λιγότερο πολύπλοκες από πλευράς αλφάβητου) ένα τυπικό μήκος λέξης που προτείνεται από το BLAST είναι w=28, ενώ το αντίστοιχο προτεινόμενο μήκος για πρωτεΐνες είναι w=3. Να σημειώσουμε εδώ ότι τόσο για το μήκος λέξης όσο και για τις υπόλοιπες παραμέτρους, οι προτεινόμενες τιμές εξαρτώνται από τη βάση δεδομένων στην οποία γίνεται η αναζήτηση. Αν για παράδειγμα μια αναζήτηση γίνεται σε βάση δεδομένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών (που είναι η μεγαλύτερη σε όγκο) τότε ενδεχομένως να χρειάζεται κανείς ακόμα μεγαλύτερο μήκος από w=28 ενώ, αν η αναζήτηση περιορίζεται σε ένα συγκεκριμένο γονιδίωμα, τότε μικρότερες τιμές λειτουργούν εξίσου αποτελεσματικά και γρήγορα. Περισσότερα για την επίδραση του μεγέθους της βάσης δεδομένων στην αναζήτηση θα δούμε στην ενότητα όπου θα συζητήσουμε τη στατιστική αξιολόγηση των αποτελεσμάτων μιας BLAST αναζήτησης.


    


    


    Βαθμός απόκλισης “Λέξεων” d


    


    Η παράμετρος d καθορίζει το βαθμό στον οποίο θα επιτρέψουμε να διαφοροποιηθεί το αρχικό σύνολο “λέξεων” αναζήτησης. Μεγάλος βαθμός d θα οδηγήσει σε μεγαλύτερο αριθμό λέξεων και προφανώς θα επιβραδύνει την αναζήτηση. Από την άλλη πλευρά, μια πολύ μικρή τιμή d θα οδηγήσει σε αναζήτηση πολύ παρόμοιων “λέξεων” και πιθανότατα θα κατευθύνει την αναζήτηση σε εξαιρετικά περιορισμένο σύνολο ΗSP με αποτέλεσμα να αποκλειστούν αλληλουχίες που είναι μεν συγγενικές με την αλληλουχία αναζήτησης αλλά έχουν αποκλίνει σε βαθμό μεγαλύτερο από d. Παρόλο που ο βαθμός d σε πολλές εφαρμογές του BLAST δεν είναι ελεύθερα οριζόμενη παράμετρος, είναι καλό να γνωρίζουμε ότι ο καθορισμός του είναι σημαντικό να αντανακλά το βαθμό απόκλισης που περιμένουμε μεταξύ της αλληλουχίας αναζήτησης και των πιθανών στόχων.


    


    


    Επέκταση, σκορ κατωφλίου και η τιμή Ε


    


    Tόσο ο βαθμός στον οποίον θα επεκταθεί μια αρχική στοίχιση HSP, όσο και το κατώφλι του σκορ ομοιότητας είναι συνήθως προεπιλεγμένες παράμετροι στις οποίες δεν μπορούμε να επέμβουμε όταν εκτελούμε το BLAST από κάποιον διαδικτυακό εξυπηρετητή όπως αυτόν του NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Μια βασική παράμετρος ωστόσο είναι αυτή της τιμής Εκτίμησης Ε (Ε-value). H τιμή E-value μπορεί να καθοριστεί από το χρήστη και οδηγεί στην τελική αποκομιδή περισσότερων (για μεγάλες τιμές Ε) ή λιγότερων (για μικρές τιμές Ε) επιτυχών στοιχίσεων. Σε τι αντιστοιχεί ακριβώς η τιμή Ε; Πρόκειται για ένα είδος πιθανότητας, ανάλογης (αλλά όχι ακριβώς αντίστοιχης) με αυτήν του p-value με την οποία ελέγχουμε στατιστικά μια υπόθεση. Η τιμή E-value αντιστοιχεί στην αναμενόμενη τιμή (Εxpectation-value) που έχει μια στοιχίση με το παρατηρούμενο σκορ (ή μεγαλύτερο) να έχει προκύψει στην τύχη, δεδομένου του μεγέθους της αλληλουχίας αναζήτησης και (κυρίως) του μεγέθους της βάσης δεδομένων στόχου. Μπορούμε για παράδειγμα να φανταστούμε ότι από μια αναζήτηση προκύπτει μια στοίχιση με 50% ομοιότητα για μήκος 100 καταλοίπων, η οποία έχει Ε-value=0.01. Πόσο σημαντικό είναι αυτό το αποτέλεσμα; Μια τιμή Ε=0.01 υποδηλώνει πως η στοίχιση αυτή θα μπορούσε να συμβεί 1 στις 100 φορές[12]. Είναι μικρή ή μεγάλη αυτή η πιθανότητα; Κάτι τέτοιο εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, ο κυριότερος από τους οποίους είναι ο αριθμός των αλληλουχιών της βάσης δεδομένων του στόχου.


    Η δυνατότητα εκτίμησης μέσω της τιμής Ε-value αποτελεί έναν από τους βασικούς λόγους για τους οποίους το BLAST είναι τόσο αποτελεσματικό στην αναζήτηση ομοιότητας κι αυτό γιατί μέσω του υπολογισμού της τιμής αυτής, μπορούμε να βασίσουμε κάθε ανάλυση σε πολύ αυστηρά μαθηματικά κριτήρια. Πριν δούμε πιο αναλυτικά τη σημασία του Ε-value θα εξετάσουμε το μαθηματικό υπόβαθρο πάνω στο οποίο στηρίζεται.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ. Η κατανομή ακραίων τιμών. Extreme value distribution


    


    Ας φανταστούμε ότι μελετάμε κάποια πολύ σπάνια γεγονότα όπως είναι, για παράδειγμα, οι σεισμοί ή άλλες φυσικές καταστροφές που (ευτυχώς) συμβαίνουν με πολύ μικρή πιθανότητα. Αυτό που μας ενδιαφέρει είναι να προβλέψουμε αυτήν ακριβώς την πιθανότητα ενός τέτοιου σπάνιου γεγονότος, δεδομένων μετρήσεων (π.χ. σεισμικών δονήσεων) στις οποίες το γεγονός αυτό δεν έχει επαναληφθεί. Πώς θα απαντήσουμε για παράδειγμα στο ερώτημα: “Ποια είναι η πιθανότητα να συμβεί ένας σεισμός έντασης 8.0R στο Ηράκλειο της Κρήτης, δεδομένου ότι δεν έχει καταγραφεί ποτέ σεισμός τέτοιου μεγέθους στην περιοχή;”


    Το πρόβλημα βρίσκεται ακριβώς σε αυτό το σημείο, καθώς θα πρέπει να βρούμε έναν τρόπο να εκτιμήσουμε μια πιθανότητα για ένα ενδεχόμενο από ένα δείγμα που δεν το περιέχει. Η μελέτη αυτών των πιθανοτήτων ανήκει στην κατηγορία των αναλύσεων ακραίων τιμών (extreme value analysis), οι οποίες χρησιμοποιούνται εκτός από περιπτώσεις μελέτης φυσικών καταστροφών, στην πρόγνωση ακραίων γεγονότων σε διάφορα επιστημονικά πεδία, από την αντοχή υλικών, τη συγκοινωνιολογία και την οικονομική ανάλυση (με φτωχά ομολογουμένως αποτελέσματα στην τελευταία τουλάχιστον). Η μελέτη ακραίων φαινομένων είναι ιδιαίτερα σημαντική για ένα μεγάλο αριθμό ανθρώπινων δραστηριοτήτων, παρά το γεγονός (ή μάλλον ακριβώς εξαιτίας του γεγονότος) ότι είναι πολύ σπάνια. Για παράδειγμα το πυρηνικό εργοστάσιο στη Φουκουσίμα της Ιαπωνίας είχε κατασκευαστεί έτσι ώστε να αντέχει ένα σεισμό έντασης >9.0R. Όταν το 2011 ένα σεισμός έντασης 9.0 συνέβη στην περιοχή, το κτίριο άντεξε τις δονήσεις. Δεν άντεξε όμως το τσουνάμι ύψους 15 μέτρων που ακολούθησε λίγο μετά, ένα φαινόμενο τόσο ακραίο που δεν είχε προβλεφθεί κατά το σχεδιασμό του εργοστασίου, με τις γνωστές καταστροφικές συνέπειες.


    Η ανάλυση ακραίων φαινομένων γίνεται με μια σειρά από μαθηματικές συναρτήσεις, οι οποίες βασίζονται γενικά στη δειγματοληψία ακραίων τιμών από υποσύνολα ενός μεγαλύτερου δείγματος. Στην περίπτωση π.χ. των σεισμικών δονήσεων, ένα τέτοιο δείγμα ακραίων τιμών μπορεί να είναι το σύνολο των μέγιστων παρατηρούμενων δονήσεων κάθε έτους για μια σειρά ετών. Πώς μπορούν να κατανέμονται αυτές οι τιμές; Στις αρχές της δεκαετίας του 1940 ο Γερμανός μαθηματικός Emil Julius Gumbel, μελετώντας τη συχνότητα περιστατικών πλημμύρας κατέληξε σε μια συνάρτηση που φέρει το όνομά του (Gumbel 1941)⁠ και η οποία εξηγεί την κατανομή ακραίων τιμών[13]. Η συνάρτηση αυτή είναι:
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    όπου: [image: ]


    H μέση τιμή αυτής της κατανομής είναι μετατοπισμένη προς τα δεξιά καθώς το σχήμα της είναι ασύμμετρο. Υπολογίζεται θεωρητικά ότι η ασυμμετρία είναι θετική (προς μεγαλύτερες τιμές) και ίση κατά προσέγγιση με ~1.14. Στην Εικόνα 4.11 φαίνονται γραφικές παραστάσεις της κατανομής Gumbel για διαφορετικές τιμές β (που είναι ο συντελεστής της ασυμμετρίας προς τα δεξιά), συγκρινόμενες με μια κανονική κατανομή με την ίδια κύρια τιμή (μ). Η εξίσωση 4.2 μπορεί με έναν απλό μετασχηματισμό των παραμέτρων να γραφτεί ως εξής:
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    Εικόνα 4.11: Κατανομές Ακραίων Τιμών Gumbel για διαφορετικό συντελεστή απόσβεσης β=1/λ. H ασύμμετρη προς τα δεξιά μορφή των κατανομών συγκρίνεται με την αντίστοιχη κανονική κατανομή με ίδια χαρακτηριστική τιμή (mode) μ=0.


    


    Στην 4.3 έχουμε αντικαταστήσει την πιθανότητα για το x με μια αθροιστική πιθανότητα, την πιθανότητα δηλαδή που έχει το x να είναι μεγαλύτερο από μια τιμή όριο L. O μετασχηματισμός αυτός είναι πολύ χρήσιμος καθώς δίνει την πιθανότητα του ενδεχομένου που μας ενδιαφέρει, που είναι η πιθανότητα εμφάνισης ενός γεγονότος με τιμή μεγαλύτερη από ένα ακραίο όριο. Μπορείτε να φανταστείτε π.χ. ότι δεν μας ενδιαφέρει η πιθανότητα να συμβεί ένας σεισμός ακριβώς 9.0R, αλλά ένας σεισμός με οποιαδήποτε ένταση μεγαλύτερη από ή ίση με 9.0R. H εξίσωση 4.3 περιέχει επίσης τις δύο χαρακτηριστικές τιμές της κατανομής Gumbel, λ και m. To m είναι η χαρακτηριστική τιμή, η τιμή δηλαδή για την οποία η κατανομή δίνει τη μέγιστη συχνότητα, αλλά πιο σημαντική είναι η παράμετρος λ ή “σταθερά απόσβεσης” (decay constant) που είναι ο ρυθμός με τον οποίο η καμπύλη της κατανομής προσεγγίζει ασυμπτωτικά το 0 όσο οι τιμές αυξάνονται. Ισχύει ότι λ=1/β και όπως φαίνεται από την Εικόνα 4.11, όσο μεγαλύτερη η τιμή του β (και άρα μικρότερο το λ) τόσο πιο αργά “φθίνει” η κατανομή προς τα δεξιά, δίνοντας το χαρακτηριστικά ασύμμετρο σχήμα.


    Στη συνέχεια θα δούμε πώς η Κατανομή Gumbel χρησιμοποιείται για την ανάλυση των αποτελεσμάτων μιας αναζήτησης με το BLAST και για να εκτιμήσει τη φυσική σημασία μιας στοίχισης.


    


    


    Mαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙΙ. Στατιστική του BLAST


    


    Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων του BLAST αποσκοπεί στο να απαντήσει στο καίριο ερώτημα:


    Δεδομένου συνόλου αλληλουχιών στόχου και της αλληλουχίας αναζήτησης, ποια είναι η πιθανότητα μια στοίχιση με δεδομένο βαθμό ομοιότητας (ή μεγαλύτερο) να έχει προκύψει τυχαία;


    Το ερώτημα αυτό σχετίζεται με την κατανομή ακραίων τιμών στην εξής βάση. Ας αναλογιστούμε ότι από το σύνολο ενός μεγάλου αριθμού αλληλουχιών σε μια βάση δεδομένων, προκύπτει μια στοίχιση με την αλληλουχία αναζήτησης με πολύ μεγάλο βαθμό ομοιότητας. Το γεγονός αυτό μπορεί να έχει προκύψει τυχαία αν η αλληλουχία αναζήτησης είναι πολύ κοινή και χαμηλής πολυπλοκότητας (π.χ. αντιστοιχεί σε ένα επαναλαμβανόμενο στοιχείο), ή αν είναι πολύ μικρή σε μήκος. Στην περίπτωση που η στοίχιση δεν έχει προκύψει τυχαία, τότε η παρατηρούμενη ομοιότητα θα υποδηλώνει μια φυσιολογική σχέση μεταξύ των δύο αλληλουχιών (αυτήν της αναζήτησης και αυτήν που εντοπίστηκε από το στόχο μέσω του BLAST). H πιθανότητα να εντοπιστεί μια συγγενική αλληλουχία μέσα σε ένα σώμα εκατομμυρίων, ή δεκάδων εκατομμυρίων αλληλουχιών θα πρέπει να αντιμετωπιστεί ως ένα ακραίο γεγονός. Η πιθανότητα μια στοίχιση με score S να έχει προκύψει τυχαία δίνεται έτσι από την Εξίσωση 4.4 και είναι ίση με:


    [image: ]4.4


    Σημειώστε ότι εξετάζουμε την πιθανότητα μια στοίχιση να έχει σκορ μεγαλύτερο από ή ίσο με S, υπολογίζουμε δηλαδή την αθροιστική πιθανότητα. Για να υπολογιστεί ακριβώς αυτή η πιθανότητα χρειάζεται να εκτιμήσουμε τις παραμέτρους m και λ. Για την m, τη χαρακτηριστική δηλαδή τιμή ισχύει ότι:


    [image: ]4.5


    όπου m και n είναι τα μήκη των αλληλουχιών που συμμετέχουν στη στοίχιση και K είναι μια σταθερά που εξαρτάται από το μέγεθος της βάσης δεδομένων του στόχου. Aντικατάσταση αυτής της χαρακτηριστικής τιμής m στην 4.4 δίνει:


    [image: ]4.6


    Απόρροια της 4.6 είναι ότι ο σχετικός λόγος των HSP, που θα έχουν σκορ τουλάχιστον S, είναι ίσος με:


    [image: ]4.7


    Το E είναι η τιμή εκτίμησης της πιθανότητας που αναζητούμε και ταυτίζεται με το E-value που επιστρέφεται με κάθε στοίχιση μετά την εφαρμογή του BLAST (Karlin and Altschul 1993)⁠. H εξίσωση 4.7 που (είναι γνωστή και ως εξίσωση Karlin-Altschul από τους μαθηματικούς Samuel Karlin και Steven Altschul που πρώτοι τη διατύπωσαν) (Karlin and Altschul 1990)⁠ συνδέει σε μία μοναδική σχέση, τα μήκη των αλληλουχιών (m και n), το μέγεθος της βάσης δεδομένων (μέσω του K) και το score στοίχισης S. H αντίστροφη σχέση μεταξύ Ε και S υποδηλώνει αυτό που διαισθητικά περιμένουμε, ότι δηλαδή όσο μεγαλύτερο είναι το score μιας στοίχισης, τόσο μικρότερη είναι η πιθανότητα αυτή να έχει προκύψει τυχαία. Για την ακρίβεια η πιθανότητα της στοίχισης να έχει προκύψει τυχαία είναι:


    [image: ]4.7


    Ωστόσο για πολύ μικρές τιμές Ε, όπως αυτές που πραγματικά έχουν σημασία σε μια αναζήτηση BLAST, οι διαφορές μεταξύ p-value και Ε-value μικραίνουν σε βαθμό που να θεωρούνται αμελητέες. Σε κάθε περίπτωση έχει μεγάλη σημασία οι στοιχίσεις που αποδεχόμαστε να έχουν σημαντικά μικρές τιμές Ε-value, ιδίως σε περιπτώσεις που η αναζήτησή μας γίνεται σε μεγάλες βάσεις δεδομένων. Η σημασία μιας στοίχισης βασίζεται κυρίως στη μικρή πιθανότητα να έχει προκύψει τυχαία.


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Η στοίχιση αλληλουχιών που περιγράψαμε σε αυτό το κεφάλαιο σχετίζεται στενά με μια σειρά από πολύ ενδιαφέροντα προβλήματα όχι μόνο της Υπολογιστικής Βιολογίας αλλά και της Βιολογίας γενικότερα. Η ομοιότητα δύο ή περισσότερων αλληλουχιών, όπως αξιολογείται μέσω της στοίχισή τους, βρίσκεται στη βάση της φυλογενετικής ανάλυσης, της μελέτης δηλαδή των εξελικτικών σχέσεων μεταξύ βιομορίων. Πράγματι οι ομόλογες αλληλουχίες, αλληλουχίες δηλαδή που προέρχονται από μια κοινή προγονική αλληλουχία, αναμένεται να έχουν μεγάλο βαθμό ομοιότητας. Ωστόσο η ομοιότητα, ως αριθμητική ποσότητα που βασίζεται σε μια στοίχιση δεν συνεπάγεται υποχρεωτικά και ομολογία. Στο Κεφάλαιο 6, όπου θα περιγράψουμε τεχνικές φυλογενετικής ανάλυσης, θα δούμε πώς μπορούμε να διακρίνουμε μεταξύ των δύο εννοιών. Σε ένα άλλο επίπεδο, στο Κεφάλαιο 11, θα επιστρέψουμε στο πρόβλημα των αναζητήσεων ομοιότητας, τις οποίες συζητήσαμε εδώ στο πλαίσιο της περιγραφής του BLAST. Η γρήγορη και αποτελεσματική στοίχιση μικρών αλληλουχιών βρίσκεται στον πυρήνα μερικών από τα πιο απαιτητικά και σημαντικά προβλήματα βιοπληροφορικής. Από αυτήν την άποψη, η καλή κατανόηση των αλγορίθμων που περιγράψαμε σε αυτό το Κεφάλαιο αλλά και της στατιστικής εκτίμησης των αποτελεσμάτων θα μας χρειαστεί σύντομα.


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Να υπολογίσετε τις απόστασεις Levenshtein και LCS για τις αλληλουχίες της Εικόνας 4.1


    


    2. Γιατί οι αποστάσεις edit δεν ενδείκνυνται για βιολογικές αλληλουχίες; Ποια είναι τα βασικά χαρακτηριστικά των βιολογικών αλληλουχιών που απαιτούν την υιοθέτηση μεθόδων στοίχισης.


    


    3. Στον Πίνακα στοίχισης της Εικόνας 4.8α να εφαρμόσετε τον αλγόριθμο Smith-Waterman με τιμή όριο ίση με -3 και να αποδώσετε την καλύτερη τοπική στοίχιση, καθώς και το score της.


    


    4. Έχετε σαν στόχο να αναζητήσετε σε διάφορα γονιδιώματα μια πρωτεΐνη για την οποία ανησυχείτε ότι η αλληλουχία του γονιδίου που έχετε στα χέρια σας περιέχει σφάλματα ανάγνωσης. Ποια είναι η καλύτερη παραλλαγή του BLAST για να κάνετε την ανάλυση αυτή;


    


    5. Μια παραλλαγή του BLAST που δε συζητήσαμε παραπάνω είναι το PSI-BLAST (Position-specific iterative BLAST). Να αναζητήσετε πληροφορίες γι' αυτό στο διαδίκτυο και να περιγράψετε τον αλγόριθμό του σε ένα διάγραμμα ροής. Πώς σχετίζετε με τα PSSM που είδαμε στο προηγούμενο κεφάλαιο;


    


    6. Να υπολογίσετε την τιμή Ε-value για μια αναζήτηση που έδωσε score ομοιότητας 50 για μια αλληλουχία μήκους 100 βάσεων έναντι μιας άλλης μήκους 120 βάσεων. Οι τιμές των παραμέτρων K και λ είναι αντίστοιχα 10-8 και 0.01.


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για το πρόβλημα της στοίχισης:


    Μια πολύ καλή εισαγωγή δίνεται στο Κεφάλαιο 2 του Biological sequence analysis (Durbin et al. 1998)⁠.


    Το Κεφάλαιο 6 του Bioinformatics and Molecular Evolution (Higgs P. and Atwood T.) περιέχει μια πολύ καλή περιγραφή του προβλήματος από αλγοριθμικής άποψης.


    


    Για τον υπολογισμό αποστάσεων σε σειρές χαρακτήρων:


    Η εργασία του Levenshtein (Levenshtein 1966)⁠είναι δύσκολο να βρεθεί καθώς δημοσιεύτηκε πρωτότυπα στα ρωσικά. Μια αγγλική εκδοχή της μπορεί να βρεθεί με αναζήτηση στο διαδίκτυο του αγγλικού τίτλου “Binary codes capable of correcting deletions, insertions and reversals.” Μια αρκετά συνεκτική παρουσίαση των μέτρων απόστασης που επικεντρώνεται και σε προβλήματα υπολογιστικής βιολογίας είναι η (Navarro 2001)⁠.


    


    Για το δυναμικό προγραμματισμό:


    Το Κεφάλαιο 6 του An Introduction to Bioinformatics Algorithms (Jones and Pevzner 2004)⁠ αναφέρεται όχι μόνο στο πρόβλημα της στοίχισης αλλά γενικότερα στις εφαρμογές αλγορίθμων Δυναμικού Προγραμματισμού για βιολογικά προβλήματα. Μ' έναν αριθμό από έξυπνα παραδείγματα συζητάει την τεχνική σε βάθος αλλά με τρόπο που να γίνεται κατανοητός από όλους. Το πρόβλημα του “Ταξιδιώτη στο Αιγαίο” αποτελεί παραλλαγή του αντίστοιχου του “Τουρίστα στο Μανχάταν” που περιγράφεται εκεί.


    Μια πιο αυστηρή μαθηματική περιγραφεί υπάρχει στο Κεφάλαιο 11 του Applied Mathematical Programming (Bradley, Hax, and Magnanti 1977)⁠.


    


    Για τον Αλγόριθμο ΝW:


    Η βασική αναφορά είναι το άρθρο των Needleman και Wunsch από το 1970 (Needleman and Wunsch 1970) Μπορείτε να εκτελέσετε διαδικτυακά τον αλγόριθμο για οποιοδήποτε ζεύγος σειρών χαρακτήρων εδώ (http://ds9a.nl/nwunsch/). Επίσης μπορείτε να εφαρμόσετε τον αλγόριθμο NW σε βιολογικές αλληλουχίες χρησιμοποιώντας τον τυπικό πίνακα BLOSUM62 εδώ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/needle).


    


    Για τον Αλγόριθμο SW:


    Η βασική αναφορά είναι το άρθρο του 1981 (Smith and Waterman 1981)⁠. Επίσης μπορείτε να εφαρμόσετε τον αλγόριθμο SW σε βιολογικές αλληλουχίες χρησιμοποιώντας τον τυπικό πίνακα BLOSUM62 εδώ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/water).


    


    Για τους πίνακες αντικατάστασης:


    Tα δύο βασικά άρθρα για τους πίνακες PAM και ΒLOSUM αντίστοιχα είναι τα (Dayhoff, Schwartz, and Orcutt 1978)⁠ και (Henikoff and Henikoff 1992)⁠.


    Το Κεφάλαιο 3 του Bioinformatics and Functional Genomics (Pevsner 2015)⁠ συζητάει σε βάθος τόσο την ιστορία της ανάπτυξής τους όσο και τις λεπτές αλλά σημαντικές διαφορές μεταξύ των διαφορετικών πινάκων.


    


    Για το ΒLAST:


    Η βασική εργασία των (Altschul et al. 1990)⁠ αποτελεί μια από τις πιο συχνά αναφερόμενες εργασίες παγκοσμίως ανεξάρτητα από επιστημονικό πεδίο.


    Πιο αναλυτικές πληροφορίες μπορούν να βρεθούν στο Κεφάλαιο 4 του Bioinformatics and Functional Genomics (Pevsner 2015)⁠ όπου ο συγγραφέας αφιερώνει ένα ολόκληρο Κεφάλαιο στο BLAST και κυρίως στην πρακτική του εφαρμογή.


    Από τον ειδικευμένο σε τεχνικά εγχειρίδια εκδότη O' Reilly Press, κυκλοφορεί ένα τεχνικό βιβλίο που είναι αφιερωμένο αποκλειστικά σε αυτό (Korf, Yandell, and Bedell 2003)⁠
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    Κεφάλαιο 5:Δομή της Χρωματίνης


    


    Σύνοψη


    


    Στο συγκεκριμένο κεφάλαιο θα περάσουμε από τη μελέτη των χαρακτηριστικών των γονιδιωματικών αλληλουχιών στο πρωτοταγές επίπεδο της γραμμικής διαδοχής των καταλοίπων τους, σε αυτό της δομής τους σε τρεις διαστάσεις. Το ενοποιητικό βιολογικό πρόβλημα αυτού του κεφαλαίου θα βασίζεται στο ερώτημα της σχέσης αλληλουχίας-δομής των γονιδιωματικών αλληλουχιών. Παρά το γεγονός ότι οι αλληλουχίες DNA δεν έχουν τους δομικούς περιορισμούς που εμφανίζουν οι πρωτεΐνες ή το RNA, η διαμόρφωσή τους στο χώρο παίζει καταλυτικό ρόλο για μια σειρά απο βιολογικά φαινόμενα, από την αλληλεπίδρασή τους με πρωτεΐνες και τη ρύθμιση της μεταγραφής γονιδίων, στη συμπύκνωση της χρωματίνης και την οργάνωση δομικών χρωμοσωμικών υπομονάδων. Κάτω από το πρίσμα τόσο διαφορετικής κλίμακας φαινομένων, η δομή του δίκλωνου DNA και της χρωματίνης θα συζητηθεί σε διαφορετικές τάξεις μεγέθους. Ξεκινώντας από τη μικρή κλίμακα, θα συζητήσουμε πώς η πρωτοταγής αλληλουχία του DNA μπορεί να οδηγήσει σε διαφορετικές δομικές διαμορφώσεις στην κλίμακα μερικών δεκάδων νουκλεοτιδίων και πώς οι συγκεκριμένες διαμορφώσεις μπορούν να επηρεάσουν τη συγγένεια των αλληλουχιών για μεταγραφικούς παράγοντες και δομικές πρωτεΐνες όπως οι ιστόνες. Στη συνέχεια θα εξετάσουμε προτιμήσεις οργάνωσης σε επιπεδο χρωματίνης σε μεγαλύτερες κλίμακες και θα δούμε πως η διευθέτηση δομικών στοιχείων μπορεί να καθορίσει ανώτερες λειτουργίες σε επίπεδο κυττάρου. Τέλος, θα παρουσιαστούν νέες πειραματικές μεθοδολογίες για την μελέτη της οργάνωσης σε χρωμοσωμικό επίπεδο και θα δούμε πώς η ανάλυση του μεγάλου όγκου των δεδομένων που προκύπτουν από αυτές οδηγούν στη βαθύτερη κατανόηση της συνολικής γονιδιωματικής αρχιτεκτονικής.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να καταλάβετε γιατί το DNA αποκτά διαμόρφωση διπλής έλικας.


    · Να περιγράψετε τα βασικά στοιχεία πρωτοταγούς αλληλουχίας που παίζουν ρόλο στη διαμόρφωση της διπλής έλικας σε τοπικό επίπεδο.


    · Να διακρίνετε μεταξύ διαφορετικών λειτουργικών γονιδιωματικών περιοχών (π.χ. ευχρωματίνη-ετεροχρωματίνη) με βάση τα δομικά/επιγενετικά χαρακτηριστικά τους.


    · Να διαχωρίσετε το γονιδίωμα σε τοπολογικά συνεκτικές περιοχές με βάση δεδομένα χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων.


    

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Ως εδώ έχουμε εξετάσει διάφορες πτυχές των ιδιοτήτων των βιολογικών αλληλουχιών στο ίδιο επίπεδο, αυτό της πρωτοταγούς αλληλουχίας. Θυμηθείτε ότι με τον όρο “πρωτοταγής” αναφερόμαστε στη διαδοχή των καταλοίπων των αλληλουχιών στη γραμμική διάσταση, τη σειρά δηλαδή των βάσεων ή των αμινοξέων αν θεωρήσουμε τις αλληλουχίες σαν μονοδιάστατες αλυσίδες. Γνωρίζουμε, ωστόσο, πως οι βιολογικές αλληλουχίες είναι κάθε άλλο παρά μονοδιάστατα αντικείμενα. Οι πρωτεΐνες επιτελούν ένα εντυπωσιακά μεγάλης ποικιλομορφίας σύνολο λειτουργιών, από την ενζυμική κατάλυση ως τη μηχανική στήριξη των κυττάρων, μέσω των εξίσου ποικίλων διαμορφώσεών τους στις τρεις διαστάσεις. Η δράση μόριων RNA που δεν κωδικοποιούν για πρωτεΐνες, όπως τα tRNA και μια σειρά από μη-κωδικά RNA εξαρτάται επίσης από τον τρόπο με τον οποίο αυτά αναδιπλώνονται στο χώρο μέσα από ένα συνδυασμό αυτό-συμπληρωματικών δομών και ελεύθερων άκρων. Η αναδίπλωση και η τελική τριδιάστατη δομή τόσο των πρωτεϊνών, όσο και των μορίων του RNA εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την πρωτοταγή τους αλληλουχία. H διαδοχή δηλαδή των καταλοίπων τους μπορεί με κάποιο τρόπο να καθορίσει τη διαμόρφωσή τους στο χώρο. Η μελέτη αυτής της σχέσης, συνιστά έναν τόσο ευρύ τομέα που αποτελεί ξεχωριστό επιστημονικό πεδίο, τη Δομική Βιολογία, που περιλαμβάνει την κρυσταλλογραφία και φασματοσκοπικές εφαρμογές για την ανάλυση δομών μακρομορίων, καθώς και τις αντίστοιχες μεθόδολογίες ανάλυσής τους και ένα μεγάλο αριθμό υπολογιστικών προσεγγίσεων για την in silico πρόβλεψη της τριδιάστατης διαμόρφωσης. Από αυτήν την άποψη η συζήτηση για θέματα δομής πρωτεϊνών και RNA, παρόλο που σχετίζεται στενά με την υπολογιστική βιολογία, είναι προτιμότερο να εντάσσεται στο πλαίσιο ενός ξεχωριστού μαθήματος κι έτσι ξεφεύγει από τους σκοπούς αυτού του βιβλίου.


    Τι συμβαίνει όμως, από δομική άποψη, στο DNA και τις γονιδιωματικές αλληλουχίες που συνιστούν τα γονίδια, τα ρυθμιστικά στοιχεία, τα δια-γονιδιακά τμήματα και σε τελική ανάλυση τα χρωμοσώματα και το γονιδίωμα όλων των ζωντανών οργανισμών; Η ξεκάθαρη και πολλές φορές αμφιμονοσήμαντη σχέση μεταξύ πρωτοταγούς αλληλουχίας και τριδιάστατης διαμόρφωσης στα μόρια RNA δεν έχει ανάλογο στο φαινομενικά μη-δομημένο DNA, το οποίο καλούμαστε συχνά να φανταστούμε ως ένα “νήμα” που συστρέφεται και ξεδιπλώνεται τυχαία καθώς κολυμπάει μέσα στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων, ή στο κυτταρόπλασμα των προκαρυωτικών. Η αλήθεια όμως είναι διαφορετική. Aκόμα και κάτω από τους εγγενείς περιορισμούς που επιβάλλονται από τη δομή της διπλής έλικας, το γονιδιωματικό DNA δεν αναδιπλώνεται “τυχαία”, αλλά εμφανίζει συγκεκριμένες δομικές προτιμήσεις, οι οποίες είναι υπεύθυνες για μια σειρά από πολύ σημαντικές λειτουργίες του γονιδιώματος. Στις ενότητες που ακολουθούν θα δούμε έτσι, με ποιον τρόπο το DNA αποκτά την κατάλληλη διαμόρφωση που του επιτρέπει να προσδένεται σε πρωτεΐνες, να συμπυκνώνεται σε χρωματίνη μέσω της δημιουργίας νουκλεοσωμάτων και να οργανώνεται σε υπερ-δομές που αποτελούν λειτουργικές υπομονάδες του γονιδιώματος.


    Θα δούμε επίσης πώς αυτό που ονομάζουμε “δομή της χρωματίνης” αποτελεί μια ιδιότητα που εκτείνεται σε διαφορετικές κλίμακες, από την τοπική καμπυλότητα ενός ολιγονουκλεοτιδίου DNA ως την οργάνωση τοπολογικών περιοχών σε χρωμοσωμικό επίπεδο. Πριν απ' όλα, ωστόσο, θα προσπαθήσουμε να ορίσουμε μερικά απλά βιολογικά προβλήματα.


    


    


    


    Τα βιολογικά ερώτηματα


    


    Γιατί το DNA σχηματίζει διπλή έλικα; Πώς συμπυκνώνεται η χρωματίνη ώστε να χωρά στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων; Είναι η σειρά των γονιδίων τυχαία πάνω στα χρωμοσώματα; Τα ερωτήματα που μπορεί κανείς να διατυπώσει σχετικά με τη δομή της χρωματίνης είναι όχι μόνο πολλά σε αριθμό αλλά και πολύ διαφορετικά, καθώς αφορούν διαφορετικές τάξης μεγέθους. Ερωτήματα που σχετίζονται με τον τρόπο που συμπεριφέρεται δομικά μια αλληλουχία μερικών δεκάδων βάσεων, είναι ριζικά διαφορετικής φύσεως από αυτά που αφορούν τη συνολικότερη οργάνωση των χρωμοσωμάτων εκατομμυρίων βάσεων στον ευκαρυωτικό πυρήνα. Η κλίμακα κάτω από την οποία εξετάζουμε τις γονιδιωματικές αλληλουχίες καθορίζει έτσι και τις ιδιότητες που μελετούμε, χωρίς αυτό να σημαίνει ότι οι ιδιότητες αυτές είναι μεταξύ τους ασύνδετες.


    Στις επόμενες ενότητες θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε σε κάποια απλά (και κάποια λιγότερο απλά) ερωτήματα που αφορούν τις δομικές προτιμήσεις του γονιδιωματικού DNA σε τρεις διαφορετικές τάξεις μεγέθους. Αρχικά θα επικεντρωθούμε στο επίπεδο μερικών βάσεων (έως λίγων δεκάδων βάσεων) για να απαντήσουμε σε κάποια βασικά ερωτήματα όπως:


    Γιατί το DNA διαμορφώνεται σε δομή διπλής έλικας;


    Ποιες δομικές ιδιότητες της διπλής έλικας επιτρέπουν στο γονιδιωματικό DNA να κάμπτεται, να συστρέφεται και να καμπυλώνει, ώστε να προσδένεται σε μια πληθώρα διαφορετικών πρωτεϊνών;


    Περνώντας σ' ένα ανώτερο επίπεδο δομικής οργάνωσης θα εξετάσουμε το μηχανισμό με τον οποίο το DNA συγκροτείται σε χρωματίνη, συνδυαζόμενο με συγκεκριμένες πρωτεΐνες που ονομάζονται ιστόνες. Θα προσπαθήσουμε επιπλέον να απαντήσουμε σε δύο σημαντικά ερωτήματα που σχετίζονται με βασικές γονιδιωματικές λειτουργίες. Αυτά είναι:


    Με ποιον τρόπο το DNA οργανώνεται σε νουκλεοσώματα και πώς η πρωτοταγής αλληλουχία του DNA καθορίζει τις θέσεις των νουκλεοσωμάτων στο γονιδίωμα;


    Πώς σχετίζονται τα πρότυπα τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων με τη ρύθμιση βασικών κυτταρικών λειτουργιών;


    Στο ανώτερο επίπεδο οργάνωσης του γονιδιωματικού DNA σε χρωμοσώματα, η τοπική διαμόρφωση του DNA σε χρωματίνη διαπλέκεται ισχυρά με τη συνολικότερη αρχιτεκτονική του γονιδιώματος, τις σχετικές θέσεις των γονιδίων και των ρυθμιστικών τους στοιχείων. Σε αυτήν την τάξη μεγέθους, ερωτήματα που ανακύπτουν σχετίζονται με πιθανές δομικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ περιοχών των χρωμοσωμάτων καθώς και με την ύπαρξη ευρύτερων λειτουργικών περιοχών στο γονιδίωμα και την οριοθέτησή τους. Στις τελευταίες ενότητες αυτού του κεφαλαίου θα εξετάσουμε κάποιες πρόσφατες μεθοδολογικές εξελίξεις που μας επιτρέπουν να απαντήσουμε στο ερώτημα:


    Πώς μπορούμε να χαρτογραφήσουμε τις φυσικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ χρωμοσωμικών περιοχών;


    Τέλος, θα δούμε πώς η ανάλυση των αποτελεσμάτων τέτοιων μεθοδολογικών προσεγγίσεων οδηγεί σε πολύ ενδιαφέρουσες υποθέσεις για την οργάνωση του γονιδιωματικού DNA σε λειτουργικές υπομονάδες και για τη γενικότερη αρχιτεκτονική του ευκαρυωτικού γονιδιώματος.


    


    


    


    


    Η μικρή κλίμακα. Δομή του γονιδιωματικού DNA


    


     Ως μικρή κλίμακα θα ορίσουμε αυτήν των λίγων έως μερικών δεκάδων νουκλεοτιδίων, που είναι η τάξη μεγέθους στην οποία εμφανίζονται κάποιες από τις πιο βασικές μοριακές ιδιότητες του DNA. Αναλογιστείτε για παράδειγμα τον τρόπο με τον οποίο προσδένονται πάνω στο γονιδιωματικό DNA μεταγραφικοί παράγοντες ή άλλες πρωτεΐνες. Η πρόσδεση είναι ουσιαστικά μια αλληλεπίδραση που βασίζεται σε ηλεκτροστατικές και υδροφοβικές κατά κύριο λόγο δυνάμεις (Stormo & Zhao, 2010)⁠. Η περιγραφή των αλληλεπιδράσεων αυτών είναι αντικείμενο της βιοχημείας και της μοριακής βιολογίας, για τις ανάγκες του δικού μας προβλήματος όμως, αρκεί να πούμε πως η δομή του DNA και για την ακρίβεια η δομική του συγγένεια με τις πρωτεΐνες που προσδένονται σε αυτό είναι πολύ σημαντική. Όπως αναφέραμε σύντομα και στο Κεφάλαιο 3, οι πρωτεΐνες δεν γνωρίζουν “ανάγνωση” κι έτσι δεν αναγνωρίζουν χρωματιστά γράμματα AGCT στο γονιδιωματικό DNA. H γλώσσα των βιομορίων είναι δομική και οι έννοιες της συγγένειας, της αναγνώρισης και της πρόσδεσης ορίζονται κατεξοχήν σε δομικό επίπεδο. Αυτό μας οδηγεί αυτόματα στο συμπέρασμα ότι διαφορετικές γονιδιωματικές αλληλουχίες αναμένεται να έχουν και διαφορετική δομή, έτσι ώστε για παράδειγμα η πρωτεΐνη που προσδένεται στο ΤΑΤΑ-πλαίσιο (TATA-box binding protein, TBP) να μπορεί να αναγνωρίσει τη δομή του TATAAT μοτίβου από ένα άλλο μοτίβο όπως είναι π.χ. το GCCG. Η σχέση πρωτοταγούς αλληλουχίας και δευτεροταγούς διαμόρφωσης (αναδίπλωσης δηλαδή στο χώρο), μπορεί να μην είναι, όπως είδαμε παραπάνω, αυστηρά αμφιμονοσήμαντη, είναι ωστόσο υπαρκτή. Το ΤΑΤΑΑΤ μοτίβο διαφέρει σημαντικά σε ό,τι αφορά τη δομική του διαμόρφωση από το GCCG και στη συνέχεια θα δούμε με ποιον τρόπο.


     Πριν όμως προσπαθήσουμε να διερευνήσουμε τα χαρακτηριστικά που διαφοροποιούν δομικά δύο ολιγονουκλεοτίδια, αξίζει να μελετήσουμε αυτά που είναι κοινά μεταξύ τους. Με πρώτο και κυριότερο τη διπλή έλικα.


    


    


    Γιατί διπλή έλικα;


    


    Οποιοσδήποτε έχει γεννηθεί μετά το δεύτερο μισό του εικοστού αιώνα (η συντριπτική πλειοψηφία των αναγνωστών αυτού του βιβλίου) είναι αδύνατον να μην γνωρίζει ότι η δομή του DNA είναι μια διπλή έλικα που σχηματίζεται από τη σύνδεση δύο νουκλεοτιδικών βάσεων με δεσμούς υδρογόνου που υποστηρίζονται από έναν σκελετό σακχάρων (ριβοζών) ενωμένων με φωσφοδιεστερικούς δεσμούς (Watson & Crick, 1953)⁠. Η περιγραφή αυτή, αν και σχεδόν πλήρης από την πλευρά της χημικής ορολογίας δεν μας λέει πρακτικά τίποτα για τη δομή του μακρομορίου του DNA, εκτός αν προσπαθήσουμε να σκεφτούμε λίγο καλύτερα τα φυσικοχημικά του χαρακτηριστικά. Ας ξεκινήσουμε από τις βάσεις. Μια απλή αναζήτηση των τεσσάρων βάσεων σε οποιοδήποτε βιβλίο οργανικής χημείας αρκεί για να μάθουμε ότι πρόκειται για ετεροκυκλικές ενώσεις (αρωματικές ενώσεις με ετεροάτομα, δηλαδή άτομα στοιχείων άλλων από τον άνθρακα) που είναι εξαιρετικά δυσδιάλυτες στο νερό. Ωστόσο, γνωρίζουμε ότι ακόμα και ο ιξώδης ευκαρυωτικός πυρήνας αποτελείται κυρίως από νερό και ότι το κυτταρικό περιβάλλον είναι κατά κύριο λόγο υδατικό. Οι νουκλεοτιδικές βάσεις ξεπερνούν το πρόβλημα της υδατοδιαλυτότητας, συνδεόμενες με το υδρόφιλο τμήμα του DNA που είναι η φωσφοδιεστερική αλυσίδα των ριβοζών που περιβάλλει τις βάσεις, τοποθετώντας τις στο εσωτερικό όπου (πολύ βολικά) ζευγαρώνουν μεταξύ τους.


    Υπάρχει ωστόσο ένα ακόμα πρόβλημα που προκύπτει από τη γεωμετρία. Στην Εικόνα 5.1α φαίνεται σχηματικά η δομή της “σκάλας” του DNA, όπως κανείς θα την έβλεπε από το πλάι, με το βλέμμα παράλληλο με το επίπεδο των δακτυλίων των βάσεων, με τις βάσεις στο εσωτερικό και το φωσφοδιεστερικό σκελετό στο εξωτερικό. Η εικόνα είναι απλουστευμένη, αλλά αυτό που είναι σημαντικό είναι οι αριθμητικές διαστάσεις που αντιστοιχούν στα μήκη του φωσφοδιεστερικού δεσμού και το πάχος του ετεροκυκλικού δακτυλίου των βάσεων. Το μήκος του πρώτου είναι ίσο με 6Å[14] ενώ το πάχος του δεύτερου 3.3Å.
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    Εικόνα 5.1: α) Σχηματική διάταξη της “σκάλας” του DNA με τα αντίστοιχα μήκη των δεσμών και του κενού που προβλέπεται μεταξύ του επιπέδου των βάσεων β) Διαμόρφωση του DNA μέσω γλιστρήματος και στροφής για την εξάλειψη του κενού μεταξύ των επιπέδων του ζεύγους βάσεων. Το DNA διαμορφώνεται μέσω στροφής


    


    


    Αυτό σημαίνει ότι μεταξύ δύο διαδοχικών επιπέδων που ορίζονται από δύο ζεύγη βάσεων υπάρχει ένα κενό ύψους 6Å-3.3Å=2.7Å. Αυτό το κενό θα πρέπει με κάποιο τρόπο να “γεμίσει” ώστε η δομή να σταθεροποιηθεί. Σε πολλές περιπτώσεις, το ρόλο της χημικής “γέμισης” παίζει σε υδατικά διαλύματα, το ίδιο το νερό, το οποίο σταθεροποιεί τη δομή με δεσμούς υδρογόνου, όμως η υδροφοβική τάση των βάσεων αποκλείει αυτήν τη δυνατότητα για το DNA. H λύση σε αυτήν την περίπτωση δίνεται από την ευελιξία του φωσφοδιεστερικού δεσμού.


    Στην Εικόνα 5.1β απεικονίζεται ένα εξίσου απλουστευμένο σχήμα, όπου δύο ζεύγη βάσεων αντιστοιχούν σε δύο ορθογώνια παραλληλεπίπεδα (αρχίστε να συνηθίζετε σε αυτήν την αναπαράσταση, ακόμα κι αν είστε λάτρεις της οργανικής χημείας μιας και θα μας φανεί ιδιαίτερα χρήσιμη και στη συνέχεια). Τα δύο αυτά ζεύγη ενώνονται με φωσφοδιεστερικούς δεσμούς, οι οποίοι σε γωνία 90° με το επιπεδο των βάσεων αφήνουν μεταξύ τους ένα κενό 2.7Å. Αν όμως οι δεσμοί τοποθετηθούν σε γωνία ως προς το επίπεδο αυτό, όπως φαίνεται στο κάτω δεξιά μέρος της Εικόνας 5.1β, τότε τα δύο παραλληλεπίπεδα μπορούν πρακτικά να εφάπτονται με τη διαφορά ότι δε βρίσκονται πλέον το ένα ακριβώς πάνω από το άλλο, όμως έχουν περιστραφεί κατά μία γωνία θ [15]. Η διαμόρφωση της Εικόνας 5.1β είναι ουσιαστικά ο τρόπος με τον οποίο το DNA λύνει το πρόβλημα της υδροφοβικότητας των βάσεων και αποτελεί τη βάση για τη δομή του. Αν φανταστείτε πολλά παραλληλεπίπεδα το ένα πάνω από το άλλο αφού έχουν περιστραφεί κατά θ, αυτό που προκύπτει είναι η γνώριμη εικόνα της διπλής έλικας. Με λίγη από τη γεωμετρία του σχολείου μπορούμε να υπολογίσουμε την γωνία θ με βάση τις διαστάσεις που αναφέραμε παραπάνω. Καθώς η κατακόρυφη μετατόπιση είναι κάθετη, δηλαδή τα επίπεδα των δύο ζευγών βάσεων είναι παράλληλα, μπορούμε να υπολογίσουμε την απόσταση οριζόντιας μετατόπισης μεταξύ των δύο παραλληλεπιπέδων ως τη βάση ενός ορθογωνίου τριγώνου με ύψος 3.3Å και μήκος υποτείνουσας ίσο με 6Å. Από το πυθαγόρειο θεώρημα προκύπτει ότι:
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    Οριζόντια μετατόπιση ίση με 5Å σημαίνει ότι τα διαδοχικά παραλληλεπίπεδα περιστρέφονται γύρω από έναν κεντρικό άξονα σε ένα πολύγωνο του οποίου η διάμετρος είναι ίση με τη διάμετρο της έλικας. Από την Εικόνα 5.1α βλέπουμε ότι η διάμετρος αυτή είναι ίση με 18Å. Η γωνία θ έτσι αντιστοιχεί στην κεντρική γωνία ενός πολυγώνου που θα έχει πλευρά 5Å και ακτίνα 9Å και κατά συνέπεια ισχύει ότι είναι ίση με την τρίτη γωνία ενός ισοσκελούς τριγώνου με σκέλη μήκους 9Å και βάση μήκους 5Å. Λίγη απλή τριγωνομετρία μας δίνει ότι:
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     Αν η λίγη γεωμετρία δε σας τρόμαξε τόσο ώστε να παρατήσετε τους παραπάνω συλλογισμούς, η ανταμοιβή σας είναι ότι μόλις υπολογίσατε θεωρητικά τη γωνία στροφής της διπλής έλικας, που είναι ίση με 32.3°. Με βάση αυτήν την τιμή μπορείτε να προβλέψετε θεωρητικά ότι η έλικα θα έχει βήμα ίσο με 360/32.3~11.1 δηλαδή θα ολοκληρώνει μια πλήρη περιστροφή κάθε περίπου 11 νουκλεοτίδια, μια τιμή που είναι πολύ κοντά στην πραγματική! (Levitt, 1978)⁠ Με μόνη αρχική πληροφορία τις διαστάσεις των δεσμών και των συστατικών μορίων του DNA καταφέραμε έτσι να περιγράψουμε με μεγάλη λεπτομέρεια τη δομή του στο χώρο. Έχοντας πειστεί για τη χρησιμότητα της απλής γεωμετρίας σε συνδυασμό με βασικές γνώσεις χημείας μακρομορίων θα περάσουμε στη συνέχεια στην περιγραφή μερικών επιμέρους χαρακτηριστικών με μεγαλύτερο βιολογικό ενδιαφέρον.


    


    Ερώτηση: Τι θα συνέβαινε στη δομή του DNA αν η γωνία θ ήταν α) 15 μοίρες και β) 60 μοίρες;


    


    


    Γεωμετρία των ζευγών βάσεων σε τρεις διαστάσεις


    


    Στην Εικόνα 5.1β είδαμε ότι προκειμένου να μειωθεί στο ελάχιστο ο κενός χώρος μεταξύ δύο διαδοχικών ζευγών βάσεων αυτά στρέφονται μεταξύ τους κατά ~33°. Υπάρχει ωστόσο ένα τίμημα για τη συγκεκριμένη διαμόρφωση κι αυτό είναι ότι ένα σημαντικό μέρος της επιφάνειας των δύο ζευγών βάσεων είναι τώρα ακάλυπτο (και άρα εκτεθειμένο στο διαλύτη) όπως φαίνεται στην Εικόνα 5.2α. Σε αντίθεση με μια κάθετη διαμόρφωση στην οποία τα δύο ζεύγη βάσεων θα επικάλυπταν πλήρως το ένα το άλλο, η δομή της διπλής έλικας μειώνει το ποσοστό αυτό περίπου στο μισό. Το πρόβλημα αυτό αντισταθμίζεται μέσω μιας ακόμα περιστροφής, αυτή τη φορά γύρω από τον άξονα των δεσμών που συνδέουν τις βάσεις με τις ριβόζες. Η περιστροφή αυτή φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 5.2β. Η μικρή αρχική επικάλυψη μεγαλώνει σημαντικά μέσω της αμοιβαίας περιστροφής των δύο ζευγών βάσεων σε μια στροφή που είναι γνωστή ως “στροφή προπέλας” (propeller twist) (Dickerson, 1989)⁠.
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    Εικόνα 5.2: α) Η στροφή του DNA γύρω από τον κάθετο άξονα της έλικας αφήνει ένα μεγάλο μέρος του ζεύγους εκτεθειμένο στο διαλύτη. Το ποσοστό της επιφάνειας των βάσεων που εκτείθεται μειώνεται μέσω της στροφής γύρω από το επιπεδο του ζεύγους μιας στροφή που προσομοιάζει προπέλα β) Η στροφή προπέλας αυξάνει το βαθμό επικάλυψης μεταξύ των ζευγών βάσεων και μειώνει την έκθεση στο διαλύτη. γ) Διαφορετικά ζεύγη βάσεων σταθεροποιούνται σε διαφορετικό βαθμό μέσω στροφής προπέλας. Το ζεύγος ΑΤ (αριστερά) δεν μπορεί να σταθεροποιηθεί μέσω της δημιουργίας επιπλέον δεσμών όπως συμβαίνει στο ζεύγος ΑΑ/ΤΤ (δεξιά) όπου επιπλέον αλληλεπιδράσεις μεταξύ των διαδοχικών ζευγών βάσεων σταθεροποιούν τη στροφή προπέλας.


    


    H στροφή προπέλας είναι το πρώτο γεωμετρικό χαρακτηριστικό που διαφοροποιείται με βάση την τοπική σύσταση του DNA, καθώς στερεοχημικοί περιορισμοί επιτρέπουν τη συγκεκριμένη στροφή μόνο για δεδομένα δινουκλεοτιδία. Ο περιορισμός αυτός φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 5.2γ. Καθώς κάθε ζεύγος βάσεων σχηματίζεται από δύο βάσεις διαφορετικού μεγέθους (μια πουρίνη και μια πυριμιδίνη), η στροφή προπέλας μπορεί να σχηματιστεί μόνο σε περιπτώσεις όπου τα δύο διαδοχικά ζεύγη βάσεων έχουν την πουρίνη και την πυριμιδίνη στον ίδιο κλώνο. Αυτό συμβαίνει γιατί σε αντίθετη περίπτωση η στροφή προπέλας θα προκαλούσε στερεοχημική στρέβλωση στους δεσμούς υδρογόνου μειώνοντας τη σταθερότητα της συνολικής δομής. Κάτι τέτοιο σημαίνει ότι θεωρητικά μόνο τα μισά δινουκλεοτίδια (τα ΑΑ:ΤΤ, AG:CT, GA:TC και GG:CC[16]) μπορούν να σταθεροποιηθούν μέσω στροφής προπέλας, όμως στην πραγματικότητα, επιπλέον περιορισμοί που σχετίζονται με τη λεπτομερέστερη δομή των νουκλεοτιδικών βάσεων διαφοροποιούν την γωνία στροφής μεταξύ τους. Έτσι τα δινουκλεοτίδια ΑΑ:ΤΤ που μπορούν να σταθεροποιηθούν με έναν ενδιάμεσο δεσμό υδρογόνου, πρακτικά ισχυροποιούν την αλληλεπίδρασή του μέσω της στροφής προπέλας και κατά μέσο όρο εμφανίζουν γωνίες στροφής μεταξύ 15° και 25°, τη στιγμή που οι αντίστοιχες τιμές για τα υπόλοιπα δινουκλεοτιδία δεν ξεπερνούν τις 15°. Πειράματα σε μικρές ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες έχουν δείξει ότι τμήματα DNA με σειρές από Α (πολυ-Α ή πολυ-Τ νουκλεοτίδια) εμφανίζουν πολύ υψηλές τιμές στροφής προπέλας κάτι που έχει και φυσική σημασία όπως θα δούμε στη συνέχεια (Nelson, Finch, Luisi & Klug, 1987)⁠.


    Βλέπουμε έτσι με ποιον τρόπο, ο συνδυασμός του φυσικού μεγέθους των νουκλεοτιδικών βάσεων, της υδροφοβικότητάς τους και της ευελιξίας περιστροφής των ομοιοπολικών δεσμών οδηγεί σε διαφορετικές γεωμετρικές διαμορφώσεις μεταξύ διαφορετικών δινουκλεοτιδίων (της ελάχιστης μονάδας πρωτοταγούς αλληλουχίας). Πριν εξετάσουμε τον τρόπο με τον οποίο διαφορές σε αυτό το επίπεδο μπορούν να επηρεάσουν τη δομή του DNA σε μεγαλύτερες κλίμακες είναι χρήσιμο να αναλύσουμε τη γεωμετρία μεταξύ αυτών των δύο σωμάτων (των δύο ζευγών βάσεων) με λίγο πιο αναλυτικό τρόπο.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Η Γεωμετρία δύο σωμάτων


    


    Το παράδειγμα της στροφής προπέλας που συζητήσαμε παραπάνω αναδεικνύει τo χαμηλότερο επίπεδο στο οποίο διαμορφώνεται η δομή του DNA, αυτό των δινουκλεοτιδίων. Κι αυτό γιατί, όπως είδαμε μέχρι τώρα, τα σημαντικότερα χαρακτηριστικά της δομικής διαμόρφωσης του μακρομορίου προκύπτουν από τις μεταβολές στις σχετικές θέσεις δύο διαδοχικών ζευγών βάσεων με βάση την ευελιξία που επιτρέπουν οι ομοιοπολικοί δεσμοί. Προκειμένου να καταλάβουμε καλύτερα τον τρόπο με τον οποίο αυτή η ευελιξία επιτρέπει στα ζεύγη βάσεων να υιοθετήσουν διαφορετικές διαμορφώσεις, θα προσεγγίσουμε το καθένα από τα δύο αυτά ζεύγη ως ένα σώμα, όπως κάναμε με τα παραλληλεπίπεδα της Εικόνας 5.1β. Στην Εικόνα 5.3 βλέπουμε δύο τέτοια παραλληλεπίπεδα τοποθετημένα το ένα πάνω από το άλλο σε αναλογία με δύο διαδοχικά ζεύγη στη “σκάλα” του DNA. Θα χρησιμοποιήσουμε αυτήν την απλουστευμένη προσέγγιση για να εξετάσουμε τις πιθανές σχετικές μετακινήσεις μεταξύ των δύο αυτών σωμάτων.


    Ο μεγάλος Ελβετός μαθηματικός Leonard Euler ήταν ο πρώτος που μελέτησε το (απλό αλλά σημαντικό) πρόβλημα των σχετικών θέσεων μεταξύ δύο σωμάτων, για το οποίο εισήγαγε τη βασική έννοια των “βαθμών ελευθερίας”. Σε ένα μηχανικό σύστημα (όπως αυτό που εξετάζουμε) ορίζουμε ως βαθμό ελευθερίας κάθε παράμετρο που είναι απαραίτητη για να καθορίσει τη διαμόρφωσή του. Ανάλογα με τα μέλη που περιέχει το σύστημα και τη σχετική τους διάταξη οι βαθμοί ελευθερίας αλλάζουν τόσο σε είδος όσο και σε αριθμό. Έτσι, για παράδειγμα, ένα γρανάζι έχει μόνο έναν βαθμό ελευθερίας που καθορίζεται από τη γωνία περιστροφής του, ένα έμβολο έχει επίσης μόνο έναν βαθμό ελευθερίας που καθορίζει το βάθος στο οποίο θα βρεθεί μέσα στον κύλινδρο. Οι βαθμοί ελευθερίας καθορίζουν έτσι τον αριθμό αλλά και το είδος των σχετικών μετακινήσεων που μπορούν να συμβούν σε ένα σύστημα. O Εuler ήταν ο πρώτος που όρισε και τυπικά αυτές τις μετακινήσεις διακρίνοντας μεταξύ των μετατοπίσεων (translations) και των περιστροφών (rotations). Ως μετατόπιση ορίζεται κάθε βαθμός ελευθερίας που δεν μεταβάλλει τις σχετικές γωνίες των μελών του συστήματος, ενώ ως περιστροφή ορίζεται κάθε βαθμός ελευθερίας που τις μεταβάλλει. Με βάση τα παραπάνω ο Euler όρισε ότι η διευθέτηση οποιουδήποτε άκαμπτου σώματος καθορίζεται από ακριβώς τρεις βαθμούς μετατοπίσης και τρεις γωνίες περιστροφής (που ονομάζονται προς τιμήν του “γωνίες Euler”). Με βάση τα παραπάνω, ένα σύστημα δύο σωμάτων, για το οποίο μας ενδιαφέρει η σχετική μεταξύ τους θέση, έχει ακριβώς έξι βαθμούς ελευθερίας. Για το σύστημα των δύο ζευγών βάσεων, οι βαθμοί αυτοί φαίνονται σχηματικά στην Εικόνα 5.3. Στην 5.3α φαίνονται οι τρεις άξονες x, y και z πάνω στους οποίους το κάθε ζεύγος βάσεων μπορεί να μετατοπιστεί σε σχέση με το άλλο, ενώ στην Εικόνα 5.3β αντίστοιχα φαίνονται οι δυνατές περιστροφές.
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    Eικόνα 5.3: a) Οι τρεις άξονες πάνω στους οποίους διαμορφώνονται οι έξι βαθμοί ελευθερίας του συστήματος δύο σωμάτων β) Οι τρεις κυριότεροι βαθμοί ελευθερίας για δύο διαδοχικά ζεύγη βάσεων στη διπλή έλικα περιλαμβάνουν δύο περιστροφές (twist, roll) και μια μετατόπιση (slide).



    


    Ποιοι από τους έξι αυτούς βαθμούς είναι όμως πραγματικά σημαντικοί για το σύστημα των δύο ζευγών βάσεων στο DNA; Από τις τρεις πιθανές μετατοπίσεις, η μετατόπιση στον άξονα z, τον κατακόρυφο δηλαδή άξονα της έλικας (που αντιστοιχεί σε μια “ανύψωση” και ονομάζεται rise) δεν αποτελεί παρά μόνο θεωρητικό βαθμό ελευθερίας, καθώς όπως είδαμε στην προηγούμενη ενότητα, τα ζεύγη βάσεων υπόκεινται στο βασικό περιορισμό της ελαχιστοποίησης του μεταξύ τους χώρου και αυτός είναι ο λόγος για τον οποίο το DNA διαμορφώνεται σε δομή διπλής έλικας. Από τις δύο άλλες μετατοπίσεις, η μία αφορά τη μετακίνηση κατά μήκος της μικρότερης διάστασης του ζεύγους βάσεων (που ονομάζεται shift) και η άλλη τη μετακίνηση κατά μήκος της μεγαλύτερης διάστασης (που αντιστοιχεί σε ένα γλίστρημα, slide). Παρόλο που η πρώτη μπορεί κάτω από κάποιες προϋποθέσεις να συμβεί, στερεοχημικοί περιορισμοί των ομοιοπολικών δεσμών μεταξύ βάσεων και ριβοζών δεν επιτρέπουν σημαντική ελευθερία. Έτσι η μόνη πρακτικά μετατόπιση που επιτρέπει σημαντικό βαθμό ελευθερίας είναι το γλίστρημα μεταξύ των δύο ζευγών βάσεων ως προς τον άξονα των δεσμών υδρογόνου (slide).


    Με ανάλογο τρόπο μπορούμε να εξετάσουμε τις περιστροφές. Η περιστροφή γύρω από τον κατακόρυφο άξονα (twist) είναι περιορισμένη από τον υδροφοβικό χαρακτήρα και όπως είδαμε στην προηγούμενη ενότητα επιτρέπει μόνο μικρές μεταβολές από τη θεωρητικά υπολογιζόμενη τιμή (~33°), καθώς αποκλίσεις μεγαλύτερες από 2-3° θα οδηγούσαν σε σημαντικές αυξομειώσεις του βήματος της διπλής έλικας με επακόλουθες επιπτώσεις στη σταθερότητά της. Η περιστροφή γύρω από τον άξονα του πλάτους των ζευγών βάσεων (tilt) είναι σχετικά μόνο δυνατή για τους ίδιους λόγους που η αντίστοιχη μετατόπιση στον ίδιο άξονα (shift) έχει μικρό βαθμό ελευθερίας. Τέλος, η περιστροφή γύρω από τον κατά μήκος άξονα (roll) είναι η πιο σημαντική καθώς η ευελιξία των ομοιοπολικών δεσμών και η συνολική γεωμετρία του μορίου επιτρέπουν σε αυτήν την κατεύθυνση το μεγαλύτερο βαθμό ελευθερίας.


    Προκύπτει έτσι ότι οι έξι θεωρητικοί βαθμοί ελεθερίας του συστήματος των δύο ζευγών βάσεων, περιορίζονται σε τέσσερις από τις βασικές στερεοχημικές και υδροφοβικές απαιτήσεις του DNA και ότι από αυτές, οι δύο, μια μετατόπιση και μια περιστροφή είναι αυτές που επιτρέπουν το μεγαλύτερο βαθμό ευελιξίας. Στη συνέχεια θα δούμε πώς οι δύο αυτοί βαθμοί ελευθερίας (roll, slide) διαφέρουν μεταξύ δινουκλεοτιδίων και πώς μπορούν έτσι να καθορίσουν διαφορετικές διαμορφώσεις με βάση την πρωτοταγή αλληλουχία.


    


    


    Γεωμετρικές προτιμήσεις δινουκλεοτιδίων


    


    Με ποιον τρόπο δυο διαδοχικά ζεύγη καθορίζουν τις σχετικές τιμές περιστροφής roll και μετατόπισης slide; Είδαμε νωρίτερα, στο παράδειγμα της στροφής προπέλας, ότι ανάλογα με το είδος των βάσεων οι επιτρεπόμενες μετατοπίσεις και περιστροφές περιορίζονται. Στην Εικόνα 5.2 είδαμε γιατί ένα δινουκλεοτίδιο πουρίνης-πυριμιδίνης δεν μπορεί να σχηματίσει στροφή προπέλας. Στην Εικόνα 5.4α φαίνεται ο λόγος για τον οποίο τέτοια δινουκλεοτίδια τείνουν να εμφανίζουν slide μετατοπίσεις συχνότερα σε σχέση με άλλα. Παρατηρήστε ότι στην Εικόνα 5.4 έχουμε αναλύσει το κάθε ζεύγος βάσεων ως δύο παραλληλεπίπεδα διαφορετικών διαστάσεων ώστε να αναπαραστήσουμε επαρκώς τις διαφορές μεταξύ πουρινών και πυριμιδινών. Στην περίπτωση ενός δινουκλεοτιδίου πουρίνης-πυριμιδίνης, εφόσον δεν υπάρχει μετατόπιση slide (Eικόνα 5.4α επάνω μέρος) ο πουρινικός δακτύλιος του ενός ζεύγους επικαλύπτεται με τους δεσμούς υδρογόνου που σχηματίζονται στο άλλο. Η διαμόρφωση αυτή αποδίδει στη δομή μικρότερη σταθερότητα λόγω της αλληλεπίδρασης που σχηματίζεται μεταξύ του αρωματικού συστήματος της πουρίνης και των δεσμών υδρογόνου (Hunter, 1993)⁠. Στο κάτω μέρος της Εικόνας 5.4α φαίνεται ο ίδιος τύπος δινουκλεοτιδίων σε μια διαμόρφωση όπου υπάρχει μετατόπιση slide (που ως μετατόπιση μετρίεται σε μονάδες μήκους δηλαδή σε Å). Η σχετική μετατόπιση των δύο ζευγών βάσεων οδηγεί τώρα σε μερική επικάλυψη των δύο δακτυλίων πουρίνης που διευθετούνται με αντιπαράλληλο τρόπο. Η επικάλυψη αυτή σταθεροποιείται μέσω των μεταξύ τους υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων, χωρίς να επηρεάζει τους επιμέρους δεσμούς υδρογόνου μεταξύ των συμπληρωματικών βάσεων. Μετατόπιση slide προς την αντίθετη κατεύθυνση θα είχε ένα ανάλογο αποτέλεσμα. Σε αυτήν την περίπτωση, το στοιχείο που θα ευθυγραμμιζόταν θα ήταν οι δεσμοί υδρογόνου και το σύστημα θα προσέγγιζε τη δομή που θα είχε ένα δινουκλεοτίδιο πουρίνης-πουρίνης ή πυριμιδίνης-πυριμιδίνης. Και στις δύο περιπτώσεις βλέπουμε πως μεγάλες σε απόλυτη τιμή μετατοπίσεις slide σταθεροποιούν δινουκλεοτίδια πουρίνης-πυριμιδίνης είτε προς τη μία είτε προς την άλλη κατεύθυνση.
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    Εικόνα 5.4: α) Διαδοχικά ζεύγη βάσεων πουρίνης-πυριμιδίνης με μηδενική γωνία roll οδηγούν σε αστάθεια λόγω της επικάλυψης του επιπέδου των δεσμών υδρογόνου (επάνω). Μετατόπιση slide σε συνδυασμό με στροφή roll επιτρέπουν σταθεροποίηση μέσω αλληλεπίδρασης των πουρινικών δακτυλίων. β) Συνδυασμός roll στροφών μπορεί να οδηγήσει τη διπλή έλικα σε καμπυλωμένη διαμόρφωση.


    


    Η προτίμηση για slide μετατοπίσεις δεν είναι τόσο έντονη σε δινουκλεοτίδια που αποτελούνται από δύο πουρίνες ή δύο πυριμιδίνες, καθώς στα ζεύγη αυτά οι δεσμοί υδρογόνου βρίσκονται στο ίδιο επιπεδο κι έτσι δεν υπάρχει κάποια ιδιαίτερη τάση διευθέτησής τους σε σχέση με τους γειτονικούς αρωματικούς δακτυλίους. Σε ομοπουρινικά και ομοπυριμιδινικά ζεύγη η απουσία περιορισμών slide επιτρέπει έτσι μεγαλύτερη ελευθερία περιστροφής roll. Η περιστροφή roll, που ως γωνία μετριέται σε μοίρες, επιτρέπει κυρίως σε δινουκλεοτίδια που δεν έχουν ευχέρεια να πραγματοποιήσουν στροφή προπέλας να αυξήσουν το βαθμό επικάλυψης των ζευγών βάσεων και έτσι την υδροφοβική σταθερότητά τους. Από αυτήν την άποψη, μεγάλες τιμές roll[17] παρατηρούνται σε δινουκλεοτίδια που είναι ομοπουρινικά αλλά που δεν πραγματοποιούν στροφές προπέλας, όπως τα GG:CC. Δινουκλεοτίδια πουρίνης-πυριμιδίνης που δεν σταθεροποιούνται με στροφές προπέλας όπως τα GC:GC, CG:CG εμφανίζουν έναν συνδυασμό slide μετατόπισης και μεγάλης roll περιστροφής, ενώ άλλα για τα οποία η σταθεροποίηση μέσω στροφής προπέλας είναι επιτρεπτή σε ένα βαθμό (AC:GT, TA:TA, AT:AT) εμφανίζουν roll περιστροφές σε μικρότερες όμως γωνίες.


    Οι προτιμήσεις που συζητήσαμε παραπάνω, βασίζονται σε μια σχετικά απλουστευμένη θεώρηση των στερεοχημικών και υδροφοβικών περιορισμών του DNA. Πολλά επιπλέον φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, όπως η σταθεροποίηση μέσω ηλεκτροστατικών αλληλεπιδράσεων των αρωματικών δακτυλίων, που παίζουν καθοριστικό ρόλο στη στοίβαξη των βάσεων, ξεφεύγουν από τους σκοπούς αυτού του κεφαλαίου. Στον Πίνακα 5.1 παρουσιάζονται με ένα συνοπτικό τρόπο οι δομικές προτιμήσεις διαμόρφωσης των διαφόρων δινουκλεοτιδίων ως προς τις τρεις βασικές γεωμετρικές τους διαμορφώσεις (στροφή προπέλας, slide, roll) (el Hassan & Calladine, 1995)⁠. Στην επόμενη ενότητα θα δούμε πώς αυτές οι προτιμήσεις μπορούν να επηρεάσουν βασικά βιολογικές διαδικασίες σε μοριακό επίπεδο.
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    Πίνακας 5.1: Δομικές προτιμήσεις διαμόρφωσης μεταξύ διαφορετικών δινουκλεοτιδίων


    


    


    Δομικές προτιμήσεις διαμόρφωσης DNA και αλληλεπίδραση με πρωτεΐνες


    


    Ο Πίνακας 5.1 συνοψίζει τις δομικές προτιμήσεις σε σχέση με την ελάχιστη μονάδα πρωτοταγούς αλληλουχίας που είναι τα δινουκλεοτίδια. Οι επιμέρους, τοπικές αυτές δομικές προτιμήσεις μπορούν να διαμορφώσουν αθροιστικά γενικότερες τάσεις στη διαμόρφωση τμημάτων DNA μεγαλύτερου μήκους. Ένα παράδειγμα για το πώς μπορεί να συμβεί κάτι τέτοιο φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 5.4β όπου μια σειρά από δινουκλεοτίδια με μεγάλες (απόλυτες) τιμές roll οδηγεί σε σταδιακή κάμψη του DNA. Στον αντίποδα, μια σειρά από δινουκλεοτίδια που έχουν μεγάλη προτίμηση σε μεγάλες τιμές στροφής προπέλας και μικρές γωνίες roll θα οδηγούσαν σε μια ευθύγραμμη, εξαιρετικά άκαμπτη διαμόρφωση.


    


    Ερώτηση: Ποια αναμένετε να είναι η διαφορά μεταξύ α) μιας σειράς από δινουκλεοτίδια με μικρό σταθερό roll και β) μιας αλληληλουχίας με περιοδικά εμφανιζόμενες τιμές υψηλού roll που εναλλάσσονται με μηδενικό roll;


    


    Στο σημείο αυτό θα πρέπει να θυμηθούμε ότι από δομική άποψη το DNA έχει πολύ μεγαλύτερο βαθμό ευελιξίας από το RNA και τις πρωτεΐνες. Έτσι, η τελική διαμόρφωση μιας αλληλουχίας ακόμα και μερικών βάσεων, δεν καθορίζεται απόλυτα από τις επιμέρους τοπικές δομικές προτιμήσεις αλλά είναι αποτέλεσμα της επίδρασης εξωτερικών παραγόντων, τυχαίων θερμοδυναμικών μεταβολών στην ενέργεια, θερμικό θόρυβο κλπ. Παρ' όλ' αυτά, όπως αναφέραμε και στην Εισαγωγή, οι προτιμήσεις της διαμόρφωσης παίζουν σημαντικό ρόλο στη δομική συγγένεια που εμφανίζουν τμήματα του DNA για συγκεκριμένες πρωτεΐνες και κατ' επέκταση στη βιολογική τους λειτουργία. Αλληλουχίες όπως πολυ-Α ολιγονουκλεοτίδια, ή τμήματα που σταθεροποιούνται μέσω στροφών προπέλας (πλούσια σε Α+Τ) αποτελούν συχνά στόχους μεταγραφικών παραγόντων που αναγνωρίζουν άκαμπτες διαμορφώσεις στο DNA. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι η TBP (TATA-box Binding Protein) η οποία εμφανίζει προτίμηση για μη-καμπυλωμένα τμήματα του DNA. Η αναγνώριση τέτοιων αλληλουχιών είναι βασική για τη λειτουργία της TBP, καθώς επακόλουθη πρόσδεσή της οδηγεί σε μια έντονη στερεοχημική μεταβολή μέσω της οποίας μια οξεία κάμψη του DNA οδηγεί σε τοπικό ξεδίπλωμα της έλικας στο σημείο επαφής του με την πρωτεΐνη (Fiedler & Marc Timmers, 2000)⁠. Τμήματα του DNA που έχουν την τάση να καμπυλώνουν είναι, από την άλλη πλευρά, εξαιρετικά σημαντικά για την πρόσδεση μιας ειδικής κατηγορίας πρωτεϊνών, τις ιστόνες, για τις οποίες θα συζητήσουμε αναλυτικά στην επόμενη ενότητα. Παρόλο που ακόμα και DNA με προτιμώμενη άκαμπτη διαμόρφωση μπορεί να περιελιχθεί γύρω από τις ιστόνες, η ενέργεια που απαιτείται για να γίνει κάτι τέτοιο αναμένεται να είναι σημαντικά μεγαλύτερη.


    


    


    H μέση κλίμακα. Διαμόρφωση της χρωματίνης σε τοπικό επίπεδο


    


    Στις προηγούμενες ενότητες είδαμε πώς βασικές φυσικές δυνάμεις, όπως οι υδροφοβικές και ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις και οι δεσμοί υδρογόνου διαμορφώνουν μια σειρά από γεωμετρικές ιδιαιτερότητες της διπλής έλικας. Είδαμε επίσης ότι οι ιδιαίτερες τοπικές διαμορφώσεις της διπλής έλικας που επιπλέον εξαρτώνται από τη σύσταση των νουκλεοτιδικών βάσεων, επηρεάζουν σημαντικές ιδιότητες μικρής κλίμακας του γονιδιωματικού DNA, όπως η πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων. Τι συμβαίνει όμως αν κανείς εξετάσει τη δομή του DNA σε μια ευρύτερη περιοχή που εκτείνεται για μερικές εκατοντάδες έως λίγες χιλιάδες βάσεις; Μέσα στον ευκαρυωτικό πυρήνα, το γονιδιωματικό DNA συνυπάρχει με ένα μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών, έτσι κανείς δεν μπορεί να μιλήσει πλέον για DNA αλλά για χρωματίνη, το σύμπλοκο δηλαδή που συστήνει το DNA με τις πρωτεΐνες αυτές. Η διαμόρφωση αυτού του συμπλόκου, η σχετική ακαμψία ή ευελιξία του καθώς και ο βαθμός στον οποίο δημιουργεί ανώτερες υπερ-δομες παίζουν καίριο ρόλο στη συνολικότερη λειτουργία του γονιδιώματος όπως θα δούμε στις αμέσως επόμενες ενότητες.


    


    


    Ιστόνες και νουκλεοσώματα


    


    Μεταξύ των χρωματινικών πρωτεϊνών, αυτές με τη μεγαλύτερη αφθονία είναι οι ιστόνες. Οι ιστόνες αποτελούν μια υπερ-οικογένεια πρωτεϊνικών μορίων σχετικά μικρού μεγέθους με ισχυρο θετικό φορτίο που συνδέονται με το DNA και συγκροτούν τα νουκλεοσώματα που είναι οι δομικοί λίθοι της χρωματίνης. Οι ιστόνες είναι εξαιρετικά συντηρημένες πρωτεΐνες με χαρακτηριστική αναδίπλωση (που είναι ειδική για τις ιστόνες και ονομάζεται “αναδίπλωση ιστόνης”) και χωρίζονται σε πέντε μικρότερες οικογένειες (Η1, Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4). Σ' ένα κανονικό νουκλεόσωμα δύο αντίγραφα από κάθεμία από τις Η2Α, Η2Β, Η3 και Η4 σχηματίζουν ένα οκταμερές πρωτεϊνικό σύμπλοκο, γύρω από το οποίο περιελίσσονται τμήματα γονιδιωματικού DNA μήκους 147 βάσεων (Arents & Moudrianakis, 1995)⁠.
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    Eικόνα 5.5: Δομή του νουκλεοσώματος σε τρεις διαστάσεις όπως προέκυψε από κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. Με σκούρο γκρίζο φαίνεται η διπλή έλικα του DNA και με διάφορα χρώματα το οκταμερές των ιστονών. Η γαλάζια διακεκομμένη γραμμή οριοθετεί τον άξονα συμμετρίας του συμπλόκου. H εικόνα είναι προσαρμοσμένη από το (Richmond & Davey, 2003)⁠ και αναπαράγεται εδώ με την άδεια του δημιουργού (Εικόνα από Vojtěch Dostál, CC BY-SA 2.5, από Wikimedia Commons).



    


    Στην Εικόνα 5.5 απεικονίζεται σε υψηλή ανάλυση η δομή του νουκλεοσώματος όπως έχει προκύψει από κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ (Richmond & Davey, 2003)⁠. Tο οκταμερές των ιστονών οργανώνεται σε έναν σφηνοειδή σχηματισμό, γύρω από τον οποίο το DNA ολοκληρώνει με συμμετρικό τρόπο 1.65 στροφές. Τα σημείο “εισόδου” και “εξόδου” του DNA στο νουκλεόσωμα βρίσκονται πολύ κοντά και στο σημείο συνάντησής τους, τα δύο άκρα του νουκλεοσωμικού DNA προσδένονται από την ιστόνη H1, η οποία επιτελεί έτσι σταθεροποιητικό ρόλο στη συνολική δομή. Η οργάνωση του DNA σε νουκλεοσώματα αν και τυπικά αποτελεί περίπτωση πρόσδεσης DNA σε πρωτεΐνη, διαφέρει από αυτήν ως προς τα παρακάτω χαρακτηριστικά:


    · Το DNA δεν προσδένεται σε μια πρωτεΐνη αλλά ουσιαστικά εγκολπώνει ένα ολόκληρο πρωτεϊνικό σύμπλοκο.


    · Το μήκος του DNA που αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη (147 βάσεις) ξεπερνά κατά μία τάξη μεγέθους ακόμα και τα μεγαλύτερα σε έκταση μοτίβα πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων (~12-15 βάσεις).


    · Περίπου 85-90% του γονιδιωματικού DNA είναι συνδεδεμένο σε νουκλεοσώματα. Η πρόσδεση του DNA με τις ιστόνες είναι έτσι πολύ συχνότερη ακόμα και σε σχέση με τους πιο άφθονους μεταγραφικούς παράγοντες.


    Τα βασικά χαρακτηριστικά του νουκλεοσωμικού DNA συνοψίζονται έτσι στη μεγάλη του έκταση και στη μεγάλη συχνότητα εμφάνισής του, κάτι που κάνει την εξαγωγή μοτίβων αλληλουχίας πρακτικά αδύνατη. Από την άλλη πλευρά, η συγκρότηση του DNA σε νουκλεοσώματα δεν είναι τυχαία, καθώς η διαδοχή τμημάτων του γονιδιώματος σε νουκλεοσωμική και ελεύθερη από νουκλεοσώματα διαμόρφωση προσδίδει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά στη χρωματίνη όπως θα δούμε στη συνέχεια.


    


    


    Νουκλεοσωμικοί χάρτες


    


    Ο εντοπισμός των θέσεων των νουκλεοσωμάτων σε εκτεταμένες γονιδιωματικές αλληλουχίες αποτελούσε μέχρι πρόσφατα ένα από τα πιο δύσκολα προβλήματα για τη μελέτη της δομής της χρωματίνης. Από τις αρχές της δεκαετίας του 2000 και μετά, η εφαρμογή νέων μεθόδων μεγάλης κλίμακας για την ανάλυση γονιδιωματικών χαρακτηριστικών συνέβαλε αποφασιστικά στην κατανόηση του τρόπου με τον οποίο τα νουκλεοσώματα κατανέμονται σε μακριές χρωμοσωμικές αλληλουχίες. Η λεπτομερής συζήτηση για τις πειραματικές μεθοδολογίες αφήνεται για το Κεφάλαιο 11. Στην ενότητα αυτή αρκεί να περιγράψουμε περιληπτικά την τεχνική συνδυασμού της πέψης με μικροκοκκική νουκλεάση (ΜΝase) με μεθόδους ανάλυσης DNA μεγάλης κλίμακας όπως οι μικροσυστοιχείες (βλ. Κεφάλαιο 7) ή η αλληλούχιση νέας γενιάς (βλ. Κεφάλαιο 11). Η μικροκοκκική νουκλεάση είναι ένα ένζυμο που αποικοδομεί ταχύτατα το DNA που δεν είναι “προστατευμένο” από νουκλεοσώματα αφήνοντας έτσι το δείγμα εμπλουτισμένο σε τμήματα νουκλεοσωμικού DNA που μπορούν στη συνέχεια να “χαρτογραφηθούν” στο γονιδίωμα είτε μέσω υβριδισμού σε μικροσυστοιχείες, είτε με απευθείας αλληλούχιση. Η εφαρμογή τέτοιων τεχνικών οδήγησε στον προσδιορισμό “νουκλεοσωμικών χαρτών”, που περιλαμβάνουν το σύνολο των θέσεων ενός μεγάλου αριθμού νουκλεοσωμάτων σε δεδομένο κυτταρικό τύπο και κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες. Tα πρώτα αποτελέσματα άρχισαν να διαφαίνονται με τις πρώτες μελέτες τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων σε χρωμοσωμική (αρχικά) (Yuan et al., 2005)⁠ και γονιδιωματική (στη συνέχεια) κλίμακα (Lee et al., 2007; Mavrich, Jiang, et al., 2008)⁠.


    Η μελέτη των αποτελεσμάτων νουκλεοσωμικών χαρτών για διαφορετικούς ευκαρυωτικούς οργανισμούς ανέδειξε τόσο γενικά, όσο και ειδικά χαρακτηριστικά για το νουκλεοσωμικό DNA. Σε ένα πρώτο επίπεδο, μια γενική παρατήρηση ήταν η ύπαρξη διαφορών στη σύσταση μεταξύ αλληλουχιών νουκλεοσωμικού DNA και των γονιδιωματικών θέσεων που δεν προσδένονται από νουκλεοσώματα (nucleosome-free regions, NFR). Οι διαφορές αυτές βοήθησαν σημαντικά στην ανάπτυξη θεωρητικών μοντέλων για την οργάνωση των νουκλεοσωμάτων, όπως θα δούμε στη συνέχεια.


    Από την άλλη πλευρά, έγινε σαφές ότι μεταξύ διαφορετικών ειδών τα πρότυπα στη διαδοχή των δύο αυτών “τύπων” αλληλουχίας (νουκλεοσωμικού και μη-νουκλεσωμικού DNA) διαφέρουν σημαντικά και σχετίζονται με την πολυπλοκότητα των γονιδιωμάτων, την έκταση των μη-κωδικών αλληλουχιών κλπ. Οι περιοχές, για παράδειγμα, των υποκινητών είναι συχνά ελεύθερες από νουκλεοσώματα, ώστε να διευκολύνεται η πρόσβαση σε μεταγραφικούς παράγοντες, όμως αυτές οι περιοχές διαφέρουν τόσο σε μήκος όσο και σε απόσταση από την έναρξη του γονιδίου ανάλογα με τον οργανισμό κλπ (Mavrich, Jiang, et al., 2008; Schones & Zhao, 2008; Valouev et al., 2008)⁠. Η πιο ενδελεχής μελέτη τέτοιων προτύπων κατανομής νουκλεοσωμάτων οδήγησε αφενός στη διατύπωση θεωρητικών μοντέλων για την τοποθέτησή τους και αφετέρου σε ενδιαφέροντα συμπεράσματα για τον τρόπο με τον οποίο η δομή της χρωματίνης επιδρά στη γονιδιακή έκφραση.


    


    


    Θεωρητικά μοντέλα πρόβλεψης θέσης νουκλεοσωμάτων


    


    Παρά το γεγονός ότι οι πρόσφατες μεθοδολογικές εξελίξεις επιτρέπουν την απευθείας χαρτογράφηση των νουκλεοσωμάτων ακόμα και σε πολύπλοκα ευκαρυωτικά γονιδιώματα, οι προσπάθειες για την πρόβλεψη της τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων με βάση την υποκείμενη αλληλουχία του γονιδιωματικού DNA εξακολουθούν να είναι ιδιαίτερα σημαντικές για λόγους που είναι και πρακτικοί αλλά και θεωρητικοί. Ο πρακτικός λόγος είναι ότι τα πειράματα προσδιορισμού νουκλεοσωμικών χαρτών παραμένουν ιδιαίτερα ακριβά λόγω του μεγάλου όγκου των δεδομένων που πρέπει να παραχθούν (θυμηθείτε ότι τα νουκλεοσώματα καλύπτουν περίπου 80-90% της συνολικής γονιδιωματικής αλληλουχίας). Από θεωρητική άποψη, οι υπολογιστικές μέθοδοι πρόβλεψης της τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων είναι σε θέση να αναδείξουν τα στοιχεία εκείνα της πρωτοταγούς δομής που είναι κατά κύριο λόγο υπεύθυνα για την αλληλεπίδραση μεταξύ DNA και του οκταμερούς των ιστονών. Αυτό σημαίνει ότι οι νουκλεοσωμικές θέσεις που προκύπτουν από την εφαρμογη ενός θεωρητικού μοντέλου μπορεί να μην επικαλύπτονται απόλυτα με τις πραγματικές θέσεις[18] αλλά αντιστοιχούν στις περιοχές, για τις οποίες το νουκλεόσωμα προβλέπεται να έχει υψηλή συγγένεια ανεξάρτητα από τον κυτταρικό τύπο ή τις συνθήκες, είναι δηλαδή ανεξάρτητες συνθηκών και ως εκ τούτου αντανακλούν συγκεκριμένες αναλλοίωτες ιδιότητες της γονιδιωματικής αλληλουχίας. Οι κυριότερες θεωρητικές προσεγγίσεις για την πρόβλεψη της νουκλεοσωμικής τοποθέτησης που θα συζητηθούν στη συνέχεια, αποσκοπούν στην απάντηση μιας από τις ερωτήσεις που θέσαμε στην αρχή αυτού του κεφαλαίου:


    Με ποιον τρόπο το DNA οργανώνεται σε νουκλεοσώματα και πώς η πρωτοταγής αλληλουχία του DNA καθορίζει τις θέσεις των νουκλεοσωμάτων στο γονιδίωμα;


    


    


    Περιοδικότητα δομικών μοτίβων


    


    Η μεγαλύτερη κατηγορία μεθοδολογιών πρόβλεψης της θέσης νουκλεοσωμάτων συνίσταται από μεθόδους που βασίζονται στην παρατήρηση περιοδικά εμφανιζόμενων δομικών μοτίβων στο DNA. Κάποιες πρώτες παρατηρήσεις είχαν γίνει από τις αρχές τις δεκαετίας του 1980 όταν ανάλυση νουκλεοσωμικών DNA αλληλουχιών ανέδειξε μια σειρά από χαρακτηριστικές περιοδικότητες όπως η τάση εμφάνισης των δινουκλεοτιδίων ΑΑ και ΤΤ με περίοδο ~11bp, ίση δηλαδή με το βήμα της διπλής έλικας (Trifonov & Sussman, 1980)⁠. Καθώς ο αριθμός των διαθέσιμων νουκλεοσωμικών αλληλουχιών αυξανόταν, οι παρατηρούμενες περιοδικότητες μελετήθηκαν λεπτομερέστερα ώστε να διαμορφώσουν συνολικότερες “υπογραφές” νουκλεοσωμικού DNA (nucleosome positioning signals, NPS). Οι πιο χαρακτηριστικές NPS περιλαμβάνουν έτσι:


    Την περιοδική εμφάνιση ΑΑ/ΤΤ δινουκλεοτιδίων με περίοδο που συμπίπτει με αυτή της διπλής έλικας.


    Την περιοδική εμφάνιση GC δινουκλεοτιδίων με την ίδια περίοδο αλλά σε αντίθετη φάση με αυτήν των ΑΑ/ΤΤ.


    Την περιοδική συνεμφάνιση WW δινουκλεοτιδίων (όπου W=A ή Τ) σε αντικατάσταση των ΑΑ/ΤΤ.


    Απουσία ολιγονουκλεοτιδίων Α:Τ.


    Ο συνδυασμός των παραπάνω τριών βασικών περιοδικοτήτων, όπως φαίνονται στην Εικόνα 5.6α, προβλέπεται πως οδηγεί το DNA σε μια διαμόρφωση κατά την οποία διαδοχικές στροφές, που οφείλονται στην αυξημένη γωνίας roll (λόγω της ΑΑ/ΤΤ/ΑΤ περιοδικής επανεμφάνισης), οδηγούν στο σχηματισμό μιας υπερέλικας που εμφανίζει λογικά μεγαλύτερη συγγένεια για τη δομή του νουκλεοσώματος. Η παράλληλη απουσία ολιγονουκλεοτιδίων πολυ-ΑΤ λειτουργεί ενισχυτικά καθώς τα πολυ-ΑΤ στοιχεία αντιστοιχούν όπως είδαμε παραπάνω σε περιοχές όπου το DNA τείνει να προσλάβει μια πιο “άκαμπτη” διαμόρφωση που σταθεροποιείται από διαδοχικές στροφές προπέλας και μηδενικές γωνίες roll. Tα συγκεκριμένα στοιχεία αποτελούν βασικό χαρακτηριστικό νουκλεοτιδικών υπογραφών περιοχών ελεύθερων από νουκλεοσώματα (nucleosome-free regions, NFR).


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε εναλλακτικούς συνδυασμούς δομικών μοτίβων που θα αύξαναν περαιτέρω τη συγγένεια μιας αλληλουχίας DNA για το οκταμερές των ιστονών;


    


    Μέθοδοι που βασίζονται στο συνδυασμό γονιδιωματικών περιοδικοτήτων (Ioshikhes, Bolshoy, Derenshteyn, Borodovsky & Trifonov, 1996)⁠, (Wang & Widom, 2005)⁠ χρησιμοποιούν μεθόδους ποσοτικοποίησης της περιοδικότητας όπως είναι ο μετασχηματισμός Fourrier για να αποδώσουν σε μια δεδομένη αλληλουχία την πιθανότητα να καταλαμβάνεται από ένα νουκλεόσωμα. Οι συγκεκριμένες μέθοδοι αποδίδουν ικανοποιητικές προβλέψεις για τις θέσεις νουκλεοσωμάτων σε ποσοστό που δεν ξεπερνά το 50% των συνολικών θέσεων. Το επίπεδο αυτό είναι μάλλον απογοητευτικό για ένα γενικότερο προβλεπτικό μοντέλο αλλά, όπως θα δούμε στη συνέχεια, περιορίζεται σε μεγάλο βαθμό από το μηχανισμό συγκρότησης του νουκλεοσωμικού DNA. Τόσο οι μέθοδοι περιοδικότητας όσο και αυτές που περιγράφονται στη συνέχεια είναι πιο αποτελεσματικές σε γονιδιωματικές περιοχές με αυξημένους περιορισμούς λειτουργικότητας (γονίδια, υποκινητές κλπ), μια σαφής ένδειξη ότι οι περιορισμοί αυτοί επεκτείνονται πέρα από την πρωτοταγή αλληλουχία του DNA και στη χρωματινική δομή.


    


    


    Συμμετρία της καμπυλότητας του DNA


    


    Τα μοντέλα των περιοδικοτήτων επικεντρώνονται σε συγκεκριμένες νουκλεοτιδικές υπογραφές που διαμορφώνουν κατά κύριο λόγο συγκεκριμένα πρότυπα καμπυλότητας, αλλά αγνοούν ένα βασικό χαρακτηριστικό της νουκλεοσωμικής δομής που είναι η συμμετρία. Καθοδηγούμενο από τη συμμετρική δομή του οκταμερούς των ιστονών, το νουκλεοσωμικό DNA διαγράφει μια σχεδόν απόλυτα συμμετρική διαδρομή, με το μέσο της νουκλεοσωμικής αλληλουχίας να ταυτίζεται με ένα διπλό άξονα συμμετρίας όπως φαίνεται στην Εικόνα 5.5. Μια μέθοδος που ενσωματώνει αυτήν την εγγενή συμμετρία στα πρότυπα καμπυλότητας του DNA οδηγεί σε ένα πιο γενικευμένο μοντέλο πρόβλεψης που λαμβάνει υπόψη του τη συνεισφορά όλων των πιθανών δινουκλεοτιδίων στη διαμόρφωση στροφών, κάμψεων και της καμπυλότητας γενικότερα. Η μέθοδος της συμμετρικής καμπυλότητας (Nikolaou, Althammer, Beato & Guigó, 2010)⁠ εξάγει έτσι αρχικά ένα πρότυπο καμπυλότητας δεδομένης μιας αλληλουχίας DNA και στη συνέχεια αξιολογεί το βαθμό στον οποίο το πρότυπο αυτό είναι συμμετρικό (βλ. Εικόνα 5.6β). Με αυτόν τον τρόπο εξετάζει μια συγκεκριμένη δομική ιδιότητα που μπορεί να προκύψει από πολλές διαφορετικές πρωτοταγείς αλληλουχίες.


    Εφαρμογή της μεθόδου της συμμετρικής καμπυλότητας σε μεγάλες χρωμοσωμικές αλληλουχίες αποδίδει λιγότερο ικανοποιητικά αποτελέσματα στο σύνολο της αλληλουχίας αλλά εμφανίζει μεγαλύτερη ακρίβεια για τα νουκλεοσώματα που βρίσκονται κοντά σε περιοχές με λειτουργικό ενδιαφέρον.


    


    [image: ]


    Eικόνα 5.6: α) Πρότυπα περιοδικότητας ΑΑ και ΤΤ δινουκλεοτιδίων σε νουκλεοσωμικές αλληλουχίες. Είναι προφανής ή προτίμηση για περιοδική τοποθέτησή τους κάθε ~11bp (Wang & Widom, 2005)⁠ (CC BY-ΝC 2.5) β) Πρότυπο καμπυλότητας DNA για νουκλεοσωμικές αλληλουχίες (επάνω) και μετασχηματισμός του μέσω της μεθόδου συμμετρικής καμπυλότητας (κάτω). Η μέγιστη τιμή αντιστοιχεί στο σημείο του δυαδικού άξονα του νουκλεοσώματος.



    


    


    Μοντέλα μηχανικής μάθησης


    


    Η μηχανική μάθηση (machine learning) αποτελεί ξεχωριστό επιστημονικό πεδίο για τη δημιουργία προβλεπτικών μοντέλων που βασίζονται σε αλγορίθμους για την καλύτερη εκμετάλλευση της προϋπάρχουσας γνώσης (εκμάθηση). Από τα μέσα της δεκαετίας του 2000, η συσσώρευση πειραματικών δεδομένων από χρωμοσωμικούς χάρτες οδήγησε στην ανάπτυξη μοντέλων μηχανικής μάθησης που εκπαιδεύονταν μέσω της σύγκρισης νουκλεοσωμικών και μη-νουκλεοσωμικών αλληλουχιών. Μια από τις πρώτες μεθοδολογίες που δοκιμάστηκαν ήταν οι Μηχανές Διανυσματικής Στήριξης (Support Vector Machines, SVM) η εφαρμογή των οποίων απέδωσε τα πιο ικανοποιητικά αποτέλεσματα σε σχέση με οποιαδήποτε άλλη μέθοδο (Peckham et al., 2007)⁠. Πάρα την αυξημένη ωστόσο αποτελεσματικότητά τους, η ερμηνευτική δύναμη τέτοιων μοντέλων είναι μάλλον φτωχή για ένα τόσο πολύπλοκο πρόβλημα, καθώς δεν προσφέρουν παρά ελάχιστη πληροφορία για τα χαρακτηριστικά της νουκλεοσωμικής αλληλουχίας. Έτσι, για παράδειγμα, η μέθοδος των SVM που αναφέρθηκε παραπάνω, αποδίδει ως ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά του νουκλεοσωμικού DNA το αυξημένο ποσοστό βάσεων G+C, ενώ σε δεύτερο επίπεδο αναφέρει τις περιοδικότητες που συζητήσαμε παραπάνω, χωρίς να προσφέρει κάποια επιπλέον πληροφορία σε επίπεδο σύστασης. ⁠


    


    


    Πρότυπα τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων


    


     Τόσο οι πειραματικά προσδιοριζόμενοι νουκλεοσωμικοί χάρτες, όσο και οι θεωρητικές προσεγγίσεις πρόβλεψης νουκλεοσωμικών θέσεων μπορούν, σε μεγαλύτερο ή μικρότερο βαθμό, να προσδιορίσουν την κατανομή των νουκλεοσωμάτων σε εκτεταμένες γονιδιωματικές αλληλουχίες. Από τη μια πλευρά, η μελέτη νουκλεοσωμικών χαρτών οδήγησε σε κάποια πολύ χρήσιμα πρώτα συμπεράσματα σχετικά με τις γενικότερες προτιμήσεις τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων. Γνωρίζουμε για παράδειγμα ότι για όλους τους μελετημένους ευκαρυωτικούς οργανισμούς η πυκνότητα τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων είναι μεγαλύτερη κατά μήκος των γονιδίων απ' ότι στους υποκινητές τους. Οι ισχυρές προτιμήσεις τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων σε περιοχές με λειτουργικό ρόλο υποστηρίζονται ανεξάρτητα και από όλες τις υπολογιστικές μεθόδους, όπως υποδεικνύει η αυξημένη συμφωνία θεωρητικών προβλέψεων και πειραματικών δεδομένων στις συγκεκριμένες γονιδιωματικές θέσεις. Ποια είναι όμως η φυσική σημασία αυτών των κατανομών; Και με ποιον τρόπο κατανέμονται τα νουκλεοσώματα γύρω από γονιδιωματικές περιοχές με λειτουργικό ρόλο; Στο σημείο αυτό θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε στο επόμενο από τα αρχικά ερωτήματα. Πιο συγκεκριμένα:


    Πώς σχετίζονται τα πρότυπα τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων με τη ρύθμιση βασικών κυτταρικών λειτουργιών;


    


    


    Νουκλεοσωμικά πρότυπα σε περιοχές υποκινητών


    


    Θα ξεκινήσουμε από την πιο χαρακτηριστική περίπτωση προτύπων νουκλεοσωμικής τοποθέτησης που είναι αυτά που παρατηρούνται κοντά σε γονίδια. Μια από τις παρατηρήσεις που προέκυψαν από τους πρώτους νουκλεοσωμικούς χάρτες ήταν η εμφάνιση μιας σχετικά ευρείας, ελεύθερης από νουκλεοσώματα περιοχής σε θέσεις κοντά στα σημεία έναρξης μεταγραφής (transcription start sites, TSS) των γονιδίων(Yuan et al., 2005)⁠. Η χαρακτηριστική αυτή “κοιλάδα” στα πρότυπα κατάληψης νουκλεοσωμάτων ακολουθείται συχνά από μια σειρά καλά τοποθετημένων νουκλεοσωμάτων που ξεκινούν αμέσως μετά το TSS (Lee et al., 2007)⁠. Ένα τυπικό νουκλεοσωμικό πρότυπο κοντά σε TSS φαίνεται στην Εικόνα 5.7α. Η έννοια του “καλά τοποθετημένου” νουκλεοσώματος είναι πολύ σημαντική καθώς αντανακλά μια εγγενή ιδιότητα του συστήματος που είναι η συνύπαρξη, από τη μία πλευρά νουκλεοσωμάτων με σαφείς προτιμήσεις τοποθέτησης, που διατηρούν τη θέση τους μέσα στον ίδιο κυτταρικό πληθυσμό και από την άλλη νουκλεοσωμάτων που δεν διαθέτουν το ίδιο ισχυρές προτιμήσεις και κατά συνέπεια εμφανίζουν πιο ασαφή όρια σε ό,τι αφορά τη θέση τους. Τα νουκλεοσώματα που ορίζουν τα πρότυπα γύρω από τα σημεία έναρξης της μεταγραφής είναι πιο συχνά, ακριβώς τοποθετημένα κι αυτός είναι ο λόγος που τα θεωρητικά μοντέλα πρόβλεψης της νουκλεοσωμικής κατανομής είναι σε θέση να αναπαραστήσουν με μεγαλύτερη ακρίβεια τη χωροταξία των νουκλεοσωμάτων σ' αυτές τις περιοχές.


    Το πόσο καλά τοποθετημένο είναι ένα νουκλεόσωμα μπορεί να αξιολογηθεί ποσοτικά με δύο τρόπους. Πειραματικά, μέσω της ένταση του σήματος που προκύπτει είτε από τον υβριδισμό ή την αλληλούχισή του (ανάλογα με τη μέθοδο που χρησιμοποιείται) ή θεωρητικά από την πιθανότητα που του αποδίδει το υπολογιστικό μοντέλο. Και οι δύο προσεγγίσεις δείχνουν πως τα νουκλεοσώματα που είναι καλύτερα τοποθετημένα είναι συχνότερα:


    · Αυτά που βρίσκονται όσο το δυνατόν πιο κοντά στο TSS από την πλευρά του γονιδίου.


    · Αυτά που βρίσκονται κοντά ή ακόμα καλύτερα οριοθετούνται από ισχυρές περιοχές που είναι ελεύθερες από νουκλεοσώματα.


    Οι δύο παραπάνω παρατηρήσεις είναι κοινές μεταξύ όλων των μελετημένων γονιδιωμάτων και ισχύουν σε διαφορετικό βαθμό από το απλό, πλούσιο σε κωδικές αλληλουχίες γονιδίωμα του S. cerevisiae (Jiang & Pugh, 2009)⁠ μέχρι τα πολύπλοκα γονιδιώματα του ανθρώπου και άλλων θηλαστικών (Valouev et al., 2011)⁠. Η ύπαρξης μιας ελεύθερης από νουκλεοσώματα περιοχής (ΝFR) αμέσως πριν το TSS, οδηγεί έτσι στο πρώτο νουκλεόσωμα εντός του γονιδίου (που συμβατικά συμβολίζεται με +1) να είναι το πιο καλά τοποθετημένο σε όλες τις περιπτώσεις, με τη σχετική πιθανότητα τοποθέτησης να μειώνεται σταδιακά για το +2, το +3 κ.ο.κ. Το συγκεκριμένο πρότυπο φθίνουσας προτίμησης τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων καθοδικά του TSS οδήγησε στη διατύπωση του “μοντέλου του νουκλεοσωμικού τείχους” (nucleosome-barrier model) (Mavrich, Ioshikhes, et al., 2008)⁠ σύμφωνα με το οποίο όσο πιο καλά τοποθετημένο είναι το πρώτο νουκλεόσωμα σε ένα γονιδιακό τόπο τόσο πιο ισχυρή είναι η περιοδική τοποθέτηση αυτών που ακολουθούν. Το μοντέλο αυτό επαληθεύεται στους περισσότερους ευκαρυωτικούς όπως τον S. cerevisiae, την D. melanogaster και τον C. elegans αλλά η έκτασή του διαφέρει, καθώς φαίνεται να εξαρτάται από το μήκος του γονιδίου. Σε μεγαλύτερα γονίδια ο αριθμός των καλά τοποθετημένων νουκλεοσωμάτων μειώνεται, ενώ τείνει να γίνει ακόμα μικρότερος στην περίπτωση που το πρώτο εξόνιο είναι πολύ μικρό. Στην περίπτωση του ανθρώπινου γονιδιώματος τις περισσότερες φορές παρατηρούνται μόλις ένα ή δύο (+1,+2) καλά τοποθετημένα νουκλεοσώματα πριν η περιοδική διάταξή τους διαταραχθεί από περιορισμούς άλλου τύπου.


    Πώς όμως συνδέονται αυτά τα πρότυπα με τη βασική λειτουργία των υποκινητών που είναι η ρύθμιση της μεταγραφής; Πειραματικά δεδομένα από διάφορους οργανισμού δείχνουν πως υπάρχει μια θετική συσχέτιση μεταξύ του ρυθμού της μεταγραφής και του ύψους του νουκλεοσωμικού τείχους. Έτσι όσο καλύτερα τοποθετημένο είναι το +1 νουκλεόσωμα και όσο σαφέστερα οριοθετημένη η NFR περιοχή στον υποκινητή, τόσο μεγαλύτερη η ένταση της μεταγραφής του γονιδίου (Valouev et al., 2011)⁠. Παρόλο που δεν έχει ακόμα εξακριβωθεί ο μηχανισμός πίσω από αυτή τη συσχέτιση, μια πιθανή εξήγηση του φαινομένου στηρίζεται στην κινητική της ρύθμισης της μεταγραφής. Συγκεκριμένα, μπορεί κανείς να υποθέσει ότι το σύμπλοκο της RNA πολυμεράσης ΙΙ που θα πραγματοποιήσει τη μεταγραφή του γονιδίου καθυστερείται λόγω στερεοχημικής παρεμπόδισης από το καλά τοποθετημένο +1 νουκλεόσωμα, κάτι που δίνει χρόνο σε βοηθητικούς ρυθμιστικούς παράγοντες να προσεγγίσουν τον υποκινητή με αποτέλεσμα την καλύτερη οργάνωση του μεταγραφικού συμπλόκου και την επιτυχή ολοκλήρωση της διαδικασίας.


    


    


    Νουκλεοσωμικά πρότυπα σε εξόνια


    


    Εκτός από τα σημεία έναρξης της μεταγραφής, χαρακτηριστικά πρότυπα τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων εντοπίζονται και σε περιοχές που αντιστοιχούν σε εξόνια. Μελέτη εξονικών αλληλουχιών στον άνθρωπο αλλά και τον C. elegans έδειξε μια ισχυρή τάση για τοποθέτηση νουκλεοσωμάτων κατά μήκος των εξονίων με μια προτίμηση για την κεντρική τους περιοχή (Tilgner et al., 2009)⁠.
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    Eικόνα 5.7: Πρότυπα νουκλεοσωμικής τοποθέτησης. α) Προτίμηση τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων σε σημεία έναρξης της μεταγραφής του S. cerevisiae. Οι θέσεις του +1 νουκλεοσώματος καθώς και της ελεύθερης από νουκλεοσώματα περιοχής του υποκινητή είναι τα πιο χαρακτηριστικά στοιχεία του διαγράμματος. (Tsankov, Thompson & Socha, 2010) (CC BY 2.5)⁠ β) Προτίμηση τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων σε ανθρώπινα εξόνια. Η έντονη κορυφή που αντιστοιχεί σε προτίμηση νουκλεοσωμικής τοποθέτησης για όλα τα εξόνια (μαύρο), διαφοροποιείται μεταξύ εξονίων με ισχυρά (κόκκινο) και ασθενή (γαλάζιο) σινιάλα συρραφής, ενώ αντιστρέφεται πλήρως στην περίπτωση των ψευδοεξονίων (μωβ), εξονίων δηλαδή που φέρουν μεν σινιάλα συρραφής αλλά δεν είναι πραγματικά εξόνια (Tilgner et al., 2009) (CC BY 2.5)⁠


    


    Η προτίμηση αυτή των νουκλεοσωμάτων να τοποθετούνται μέσα σε εξόνια σε σχέση με τις γειτονικές εσωνικές περιοχές δεν είναι προφανής, καθώς τα εξόνια αποτελούν δομές που ορίζονται στο επίπεδο του mRNA ενώ τα νουκλεοσώματα αποτελούν στοιχείο του χρωματινικού DNA. Σύγκριση των δεδομένων νουκλεοσωμικής τοποθέτησης με παράλληλα λεπτομερή πειράματα γονιδιακής έκφρασης ανέδειξε ωστόσο έναν πιθανό μηχανισμό πίσω από αυτήν τη συσχέτιση.


    Στην Εικόνα 5.7β φαίνονται τα μέσα πρότυπα νουκλεοσωμικής κατάληψης για διαφορετικά υποσύνολα εξονίων που έχουν ομαδοποιηθεί με βάση την ισχύ των σινιάλων συρραφής που διαθέτουν. Η συρραφή των εξονίων είναι μια διαδικασία που γνωρίζουμε πλέον ότι συμβαίνει ταυτόχρονα με τη μεταγραφή (Pandya-Jones & Black, 2009)⁠. Ένα εξόνιο συμπεριλαμβάνεται στο τελικό ώριμο mRNA μόριο εφόσον η συρραφή του γίνει με ακρίβεια, κάτι που καθορίζεται από μικρές αλληλουχίες-σινιάλα που βρίσκονται συνήθως πριν και μετά το εξόνια στις γειτονικές εσωνικές περιοχές. Η μελέτη της πυκνότητας αυτών των σινιάλων σε σχέση με την νουκλεοσωμική τοποθέτηση ανέδειξε μια πολύ ενδιαφέρουσα αντίστροφη σχέση, σύμφωνα με την οποία όσο μικρότερη είναι η πρώτη, τόσο εντονότερη εμφανίζεται η δεύτερη (Tilgner et al., 2009)⁠. Η ύπαρξη ενός καλά τοποθετημένου νουκλεοσώματος μέσα στα εξόνια φαίνεται έτσι να αντισταθμίζει την απουσία επαρκούς αριθμού σινιάλων κάτι που μπορεί να ερμηνευτεί μηχανιστικά με τρόπο ανάλογο με το κινητικό παράδειγμα του νουκλεοσωμικού τείχους που είδαμε παραπάνω. Καθώς η RNA πολυμεράση μεταγράφει ένα γονίδιο θα τείνει να καθυστερήσει μπροστά σε ένα ισχυρά προσδεδεμένο νουκλεόσωμα, κάτι που θα δώσει χρόνο στους πρωτεϊνικούς παράγοντες της συρραφής να συγκροτηθούν με ακριβέστερο τρόπο ακόμα και αν οι αλληλουχίες-σινιάλα απουσιάζουν. Στην Εικόνα 5.7β βλέπουμε ότι η ύπαρξη των σινιάλων αντιστοιχεί σε χαμηλότερα επίπεδα νουκλεοσωμικής προτίμησης και αντίστροφα, κάτι που υποδηλώνει μια συμπληρωματική σχέση μεταξύ δύο τελείως διαφορετικών γονιδιωματικών χαρακτηριστικών.


    


    Ερώτηση: Η ισχυρή προτίμηση τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων σε εξόνια που φαίνεται στην Εικόνα 5.7β εμφανίζεται με τον ίδιο τρόπο και σε μοντέλα πρόβλεψης νουκλεοσωμικής δομής όπως η συμμετρική καμπυλότητα; Τι μας λέει αυτό για τις εξονικές αλληλουχίες;


    


    Η εξάρτηση του ρυθμού ενσωμάτωσης εξονίων σε ώριμα mRNA από την ύπαρξη προτύπων νουκλεοσωμικής προτίμησης στα ευκαρυωτικά εξόνια αποτελεί το καλύτερο παράδειγμα για το πώς ένα δομικό χαρακτηριστικό στο επίπεδο της χρωματίνης καθορίζει μια κυτταρική λειτουργία στο επίπεδο του mRNA.


    


    


    Mοντέλα συγκρότησης νουκλεοσωμάτων


    


    Στην προηγούμενη ενότητα συζητήσαμε για τα χαρακτηριστικά πρότυπα νουκλεοσωμικής τοποθέτησης σε συγκεκριμένες περιοχές του γονιδιώματος. Τι συμβαίνει όμως στο υπόλοιπο του γονιδιώματος; Πώς τοποθετούνται τα νουκλεοσώματα στις γονιδιακές “ερήμους” εκεί που κανένα σημείο έναρξης της μεταγραφής δε χρειάζεται να ρυθμιστεί και κανένα εξόνιο να ενσωματωθεί σε mRNA; Η ανάλυση του συνόλου των νουκλεοσωμικών θέσεων για διάφορα γονιδιώματα δείχνει πως ένα μικρό μόνο ποσοστό των νουκλεοσωμάτων τοποθετούνται με βάση έναν “κώδικα”, καθοδηγούμενα δηλαδή από την αλληλουχία (Valouev et al., 2008, 2011)⁠. Το ποσοστό αυτό κυμαίνεται μεταξύ 1 στα 8 για τον S. cerevisiae (Nikolaou et al., 2010)⁠ και 1 στα 12 για τον άνθρωπο. Διαισθητικά είναι κάτι που θα περιμέναμε, καθώς η κωδικοποίηση μοτίβων τοποθέτησης για το σύνολο των νουκλεοσωμάτων θα αποτελούσε έναν ισχυρό περιορισμό για οποιοδήποτε γονιδίωμα κι έτσι τα περισσότερα νουκλεοσώματα τοποθετούνται στατιστικά καταλαμβάνοντας τυχαίες θέσεις. Οι θέσεις αυτές δεν είναι ωστόσο απολύτως τυχαίες αλλά καθορίζονται από δύο βασικούς παράγοντες που συναντήσαμε και παραπάνω: τα καλά τοποθετημένα νουκλεοσώματα και τις ελεύθερες από νουκλεοσώματα περιοχές. Τα δύο αυτά στοιχεία συνδυάζονται ώστε να οριοθετήσουν με αυστηρό τρόπο περιοχές τις οποίες καταλαμβάνει στη συνέχεια ο μεγάλος όγκος των στατιστικά τοποθετούμενων νουκλεοσωμάτων. Για τη διαδικασία αυτή έχουν προταθεί δύο μοντέλα με εξίσου ευφάνταστα ονόματα:


    1. Το μοντέλο του parking (parking-lot model) (Kiyama & Trifonov, 2002)⁠ αποδίδει τον κυριότερο ρόλο στα καλά τοποθετημένα νουκλεοσώματα. Σύμφωνα με αυτό, ένας περιορισμένος αριθμός θέσεων νουκλεοσωμάτων καθορίζεται από την αλληλουχία με συγκεκριμένα μοτίβα (μοτίβα αλληλουχίας, δομικά μοτίβα κλπ). Από τη στιγμή που αυτά θα τοποθετηθούν σωστά, ο ενδιάμεσος χώρος καταλαμβάνεται με τρόπο που είναι μεν στοχαστικός αλλά που επιβάλλει μια περιοδικότητα με τον ίδιο τρόπο που δύο καλά παρκαρισμένα αυτοκίνητα οδηγούν τα υπόλοιπα να καταλάβουν τον ενδιάμεσο χώρο με μικρότερη αταξία, απ' ό,τι αν έβρισκαν το parking άδειο από αυτοκίνητα. Το συγκεκριμένο μοντέλο είναι δύσκολο να επαληθευτεί in vitro ωστόσο η ύπαρξη ενός ποσοστού καλά τοποθετημένων νουκλεοσωμάτων και η αυξημένη τους συγγένεια με συγκεκριμένα χαρακτηριστικά της αλληλουχίας αποτελούν ισχυρές ενδείξεις για την ισχύ του, έστω και μερικώς.


    2. Το μοντέλο των μπαλών του τένις (tennis-ball model) (Yuan et al., 2005)⁠ αποτελεί ουσιαστικά μια παραλλαγή του παραπάνω μοντέλου στην οποία τα καλά τοποθετημένα νουκλεοσώματα αντικαθίστανται από τις ελεύθερες από νουκλεοσώματα περιοχές (NFR). Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο, οι γονιδιωματικές θέσεις που αποκλείουν την τοποθέτηση νουκλεοσωμάτων καθορίζουν ενδιάμεσες περιοχές, μέσα στις οποίες τοποθετούνται στατιστικά τα νουκλεοσώματα με τον ίδιο τρόπο που οι μπάλες του τένις χωρούν ακριβώς ανα τρεις σε ένα κουτί, χωρίς να υπάρχουν διαμερίσματα που να καθορίζουν τη θέση τους μέσα σε αυτό. Το συγκεκριμένο μοντέλο προτάθηκε μετά την ανακάλυψη των NFR και επαληθεύεται σε μεγάλο βαθμό σε απλά γονιδιώματα όπως αυτό του S. cerevisiae. Από την άλλη πλευρά δεν εξηγεί παρά μόνο έμμεσα την ύπαρξη καλά τοποθετημένων νουκλεοσωμάτων σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς.


    Ανεξάρτητα από το πιο από τα δύο μοντέλα ακολουθείται, η στατιστική τοποθέτηση δε σημαίνει απόλυτη τυχαιότητα στην κατανομή των νουκλεοσωμάτων. Κι αυτό γιατί παρά τη σχετικά αυστηρή περιοδική τους τοποθέτηση, οι σχετικές αποστάσεις μεταξύ των νουκλεοσωμάτων διαφέρουν, ανάλογα με την περιοχή του γονιδιώματος και τη λειτουργικότητάς της. Έτσι τα νουκλεοσώματα τείνουν να τοποθετούνται πιο πυκνά στις κωδικές απ' ότι στις ετεροχρωματινικές περιοχές και ακόμα πυκνότερα σε ευρύτερες περιοχές υποκινητών (Valouev et al., 2011)⁠. Οι σχετικές αποστάσεις μεταξύ περιοδικά τοποθετημένων νουκλεοσωμάτων παίζουν σημαντικό ρόλο στη συγκρότηση ανώτερων δομών της χρωματίνης και το βαθμό της τελικής συμπυκνωσής της. Η ύπαρξη τμημάτων μεγάλου μήκους μεταξύ διαδοχικών νουκλεοσωμάτων επιτρέπει την ευκολότερη υπερελίκωσή τους και κατά συνέπεια τη δημιουργία μιας πιο “κλειστής” χρωματινικής δομής. Μικρά μεσοδιαστήματα από την άλλη, δεν επιτρέπουν τη συστροφή της χρωματίνης και οδηγούν στη διατήρηση πιο “ανοιχτών” δομών στις περιοχές των υποκινητών και των ενεργά μεταγραφόμενων γονιδίων (Εικόνα 5.8). Η σχέση αυτή μεταξύ της κατανομής των νουκλεοσωμάτων και ανώτερων χρωματινικών διαμορφώσεων είναι ενδεικτική της αλληλεπίδρασης μεταξύ δομικών στοιχείων του γονιδιώματος σε διαφορετικές κλίμακες. Πώς όμως καθορίζονται τα σημεία όπου τα νουκλεοσώματα αλλάζουν πυκνότητα και πώς οργανώνεται λειτουργικά το γονιδίωμα σε περιοχές διαφορετικών δομικών ιδιοτήτων;
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    Εικόνα 5.8: Ανοιχτή (αριστερά) και κλειστή (δεξιά) διάταξη της χρωματίνης. Οι σχετικές αποστάσεις μεταξύ νουκλεοσωμάτων αλλά και οι επιγενετικοί δείκτες όπως η μεθυλίωση του DNA και οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών είναι τα στοιχεία που διαφοροποιούν την προσβασιμότητα της χρωματίνης σε πρωτεϊνικούς παράγοντες (Lindroth & Park, 2013) (CC BY-NC 3.0).⁠



    


    


    


    Η μεγάλη κλίμακα. Δομή της χρωματίνης σε τρεις διαστάσεις


    


    Στις προηγούμενες ενότητες ξεκινήσαμε από τη δομή της διπλής έλικας του DNA, για να περάσουμε στη διαμόρφωση της χρωματίνης σε τοπικό επίπεδο και τη συγκρότηση νουκλεοσωμικού DNA σε περιοχές με διαφορετική λειτουργικότητα. Παρά το γεγονός ότι συζητούσαμε για δομικά χαρακτηριστικά του γονιδιώματος, η προσέγγισή μας παρέμενε μονοδιάστατη, θεωρούσαμε δηλαδή το γονιδίωμα ως μια γραμμική οντότητα με μία διάσταση. Το γονιδίωμα όμως είναι κάθε άλλο παρά μια γραμμική, μονοδιάστατη οντότητα. Είναι μια δυναμική δομή που οργανώνεται σε τρεις διαστάσεις.


    Ο βαθμός αυτής της οργάνωσης είναι αξιοθαύμαστος. Αν ξεδιπλώναμε σε ευθεία γραμμή όλα τα χρωμοσώματα ενός αθρώπινου κυττάρου, το συνολικό τους μήκος θα έφτανε τα 2 μέτρα. Η συμπύκνωσή του μέσα στον κυτταρικό πυρήνα διαμέτρου 10μm είναι ένας άθλος που ισοδυναμεί με το να τυλίξει κανείς ένα νήμα που διατρέχει το ταξίδι του Μάρκο Πόλο από τη βενετία στο Πεκίνο μέσα στο κέλυφος ενός καρυδιού! Κι όμως, κάτω από αυτό το αδιανόητο επίπεδο συμπύκνωσης, το γονιδιωμα επιτρέπει τη συντονισμένη διενέργεια μιας σειράς πολύπλοκων μοριακών λειτουργιών. Κάτω από αυτό το πρίσμα, η μελέτη της τριδιάστατης οργάνωσης του γονιδιώματος των ανώτερων ευκαρυωτικών αποτελεί ένα από τα πιο ενδιαφέροντα πεδία έρευνας στη σύγχρονη μοριακή βιολογία. Βασικό αντικείμενο της μελέτης αυτής είναι οι χρωμοσωμικές αλληλεπιδράσεις, ο τρόπος δηλαδή με τον οποίο γονιδιωματικές περιοχές αναδιπλώνονται στο χώρο και προσεγγίζουν άλλες περιοχές του ίδιου ή διαφορετικών χρωμοσωμάτων. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές επιτρέπουν έτσι σε γονιδιωματικές θέσεις που βρίσκονται πολύ μακριά σε μία διάσταση να βρεθούν τόσο κοντά ώστε να αλληλεπιδράσουν ακόμα και σε ατομικό επίπεδο, όπως φαίνεται γραφικά στην Εικόνα 5.9.


    Η μελέτη αλληλεπιδράσεων αυτού του τύπου, που γινόταν παλιότερα σε μικρή έκταση με τεχνικές μικροσκοπίας (όπως π.χ. ο in situ φθορίζων υβριδισμός, FISH) μπορεί πλέον να επεκταθεί σε γονιδιωματική κλίμακα με σύγχρονες μεθοδολογίες που επιτρέπουν τόσο την ποιοτική διερεύνηση όσο και την ποσοτικοποίηση των διαχρωμοσωμικών επαφών σε γονιδιωματική κλίμακα.
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    Eικόνα 5.9: Σχηματική αναπαράσταση της διερεύνησης της δομής της χρωματίνης μέσω χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων. α) Οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ τεσσάρων στοιχείων του γονιδιώματος ποσοτικοποιούνται με βάση τη συχνότητα των επαφών τους σε πειράματα σύλληψης χρωμοσωμικής διαμόρφωσης. Εδώ το πάχος κάθε καμπύλης αναλογεί στη συχνότητα της αλληλεπίδρασης. β) Ανασύσταση μιας πιθανής ανώτερης διαμόρφωσης των τεσσάρων στοιχείων με βάση τη συχνότητα των αλληλεπιδράσεων. Η εγγύτητα των στοιχείων αντιστοιχεί στο πάχος των καμπύλων γραμμών του α).


    


    Στη συνέχεια θα δούμε πώς σύγχρονες μοριακές μέθοδοι μπορούν να απαντήσουν στο προτελευταίο από τα ερωτήματα που θέσαμε στην αρχή αυτού του κεφαλαίου:


    Πώς μπορούμε να χαρτογραφήσουμε τις φυσικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ χρωμοσωμικών περιοχών;


    


    


    Μέθοδοι Σύλληψης της Χρωμοσωμικής Διαμόρφωσης (Chromosome Conformation Capture)


    


    Ο όρος “Σύλληψη της Χρωμοσωμικής Διαμόρφωσης” περιγράφει μια σειρά από μεθόδους που αποσκοπούν στη μελέτη χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων με διαφορετικό βαθμό διακριτικής ικανότητας. Η μεθοδολογική αρχή όλων των παραλλαγών αυτής της τεχνικής βασίζεται στην αρχική διασύνδεση του γονιδίωματικού DNA με κάποιο χημικό παράγοντα (που συνήθως είναι η φορμαλδεϋδη) και την επακόλουθη αλληλούχιση των τμημάτων που βρίσκονται να είναι διασυνδεδεμένα με έναν τρόπο που να εξασφαλίζει την ανεξάρτητη ταυτοποίησή τους σε ό,τι αφορά τις γονιδιωματικές τους συντεταγμένες (Dekker, Rippe, Dekker & Kleckner, 2002)⁠. Η βασική υπόθεση είναι ότι τμήματα του γονιδιώματος που βρίσκονται κοντά στον τριδιάστατο χώρο θα έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα να διασυνδεθούν χημικά, θα εμπλουτιστούν στο δείγμα και κατά συνέπεια θα αλληλουχηθούν σε μεγαλύτερη αφθονία. Ανάλογα με την παραλλαγή της μεθόδου, τόσο η έκταση των περιοχών που μελετώνται, όσο και η διακριτική ικανότητα με την οποία εντοπίζονται οι αλληλεπιδράσεις, διαφέρει.
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    Εικόνα 5.10: Σχηματική αναπαράσταση των ειδών αλληλεπιδράσεων που εντοπίζονται με τις διαφορετικές παραλλαγές της 3C μεθοδολογίας.


    


    


    Στην Εικόνα 5.10 (α έως δ) φαίνονται σχηματικά οι διαφορές μεταξύ των παραλλαγών αυτών από την κλασσική 3C (το όνομα της οποίας προκύπτει από το Chromatin Conformation Capture) ως την πιο μεγάλης-κλίμακας προσέγγιση Hi-C. Η βασική διαφορά μεταξύ των μεθόδων βρίσκεται στον τρόπο που τα υβριδικά μόρια, τα τμήματα δηλαδή του DNA που έχουν διασυνδεθεί, ανιχνεύονται και προσδιορίζονται ποσοτικά. Στην κλασσική 3C τα τμήματα αυτά ανιχνεύονται με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) ένα κάθε φορά κι έτσι η ανάλυση επικεντρώνεται σε ένα συγκεκριμένο σημείο (εστιακό σημείο) και ποσοτικοποιεί την αλληλεπίδρασή του με θέσεις σε μια στενή περιοχή μερικών χιλιάδων βάσεων. Το ποσοτικό αποτέλεσμα είναι στην ουσία ένα ιστόγραμμα που αναπαριστά τη συχνότητα των επαφών των γονιδιωματικών περιοχών με το εστιακό σημείο, όπως φαίνεται στην Εικόνα 5.10α. Η 4C (Circular Chromosome Conformation Capture) (Εικόνα 5.10β) αποτελεί μια παραλλαγή της 3C, η οποία παρέχει αυξημένη διακριτική ικανότητα κι έτσι αποδίδει ανάλογου τύπου ιστογράμματα που όμως εκτείνονται για εκατομμύρια βάσεις σε κάθε πλευρά του ίδιου χρωμοσώματος και είναι έτσι εξαιρετικά χρήσιμη για τη μελέτη αλληλεπιδράσεων μεταξύ ρυθμιστικών στοιχείων όπως π.χ. οι μακρυνοί ενισχυτές ενός γονιδίου. Η 5C (Carbon-copy Chromosome Conformation Capture) επιτρέπει την ταυτόχρονη ανάλυση ενός μεγαλύτερου αριθμού περιοχών. Με διακριτική ικανότητα που είναι ανάλογη της 4C, τα δεδομένα που προκύπτουν από ένα 5C πείραμα αναπαρίστανται καλύτερα ως θερμικοί χάρτες των οποίων οι συντεταγμένες αντιστοιχούν στα ζεύγη γονιδιωματικών περιοχών που αλληλεπιδρούν και ο χρωματικός κώδικας αντιστοιχεί στην ένταση της αλληλεπίδρασης. Η Ηi-C μέθοδος είναι τέλος η παραλλαγή που επιτρέπει μια χαμηλής διακριτικής ικανότητας 5C σε γονιδιωματική κλίμακα. Το αποτέλεσμα είναι επίσης ένας θερμικός χάρτης που όμως αναφέρεται πλέον σε όλο το γονιδίωμα και δεν περιορίζεται μόνο σε ένδο-χρωμοσωμικές αλληλεπιδράσεις (Dekker, Marti-Renom & Mirny, 2013)⁠.


    


    Ερώτηση: Ποια από τις παραπάνω τεχνικές θα επιλέγατε αν θέλατε να μελετήσετε τις δομικές σχέσεις στη ρύθμιση ενός γονιδίου με τους πιθανούς ενισχυτές του;


    


    Οι προσεγγίσεις αυτού του τύπου, καθώς και πιο εξελιγμένες τεχνικές που δεν αναφέραμε παραπάνω[19], έχουν οδηγήσει τα τελευταία χρόνια στην ανάδειξη μιας σειράς από ενδιαφέρουσες ιδιότητες του γονιδιώματος, όπως είναι τα “εργοστάσια μεταγραφής” και οι τοπολογικές επικράτειες, αλλά και στην καλύτερη κατανόηση πιο θεμελιωδών αρχών που σχετίζονται με τη δυναμική αρχιτεκτονική του γονιδιώματος.


    


    


    Αλληλεπίδραση με μακρυνούς υποκινητές


    


    Ακόμα και σε μικρή κλίμακα, η εφαρμογή μεθόδων 4C και 5C σε συγκεκριμένες περιοχές του γονιδιώματος μπορεί να οδηγήσει σε πολύ ενδιαφέροντα συμπεράσματα για τη λειτουργία του γονιδιώματος. Μια χαρακτηριστική περίπτωση είναι η αλληλεπίδραση μεταξύ στοιχείων μεταγραφικής ρύθμισης όπως οι ενισχυτές και οι υποκινητές. Για πολλά χρόνια, η αντίληψη ότι μακρυνοί ενισχυτές που κάποιες φορές βρίσκονται δεκάδες ή και εκατοντάδες χιλιάδες βάσεις μακριά από το γονίδιο που ελέγχουν, ρυθμίζουν τη μεταγραφή του μέσω χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων βασιζόταν περισσότερο σε υποθέσεις παρά σε πειραματικά δεδομένα. Η χρήση μεθόδων όπως αυτές που συζητήσαμε παραπάνω επέτρεψε, τα τελευταία χρόνια, τον ακριβή ποιοτικό και ποσοτικό χαρακτηρισμό του φαινομένου. Μια σειρά από μελέτες έχουν έτσι αναδείξει την ύπαρξη μακρυνών ενισχυτών με ρόλο στη μεταγραφή γονιδίων που βρίσκονται χιλιάδες βάσεις μακριά σε γραμμική απόσταση, αλλά που αλληλεπιδρούν άμεσα με τα ρυθμιστικά τους στοιχεία στις τρεις διαστάσεις (Gibcus & Dekker, 2013)⁠. Οι μελέτες αυτές, ανέδειξαν επίσης το βασικό ρόλο που έχουν στην ανάλυση των αποτελεσμάτων αυτών των τεχνικών οι υπολογιστικές προσεγγίσεις, καθώς τα δεδομένα χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων μπορούν να ερμηνευτούν με διαφορετικές διαμόρφωσεις, από τις οποίες πρέπει να επιλεχθεί αυτή που καλύτερα περιγράφει την πραγματικότητα. Η ανάλυση έτσι των πρωτογενών δεδομένων βασίζεται συχνά σε μεθόδους μοριακής μοντελοποίησης, που σκοπό έχουν να ελαχιστοποιήσουν τη θερμοδυναμική ενέργεια μεταξύ των πιθανών δομών. Ακόμα και οι πιο εξελιγμένες μέθοδοι, ωστόσο, δεν επιτρέπουν τον αποτελεσματικό χειρισμό τού όγκου και της πολυπλοκότητας των δεδομένων 5C πειραμάτων, για την ανάλυση των οποίων έχουν προταθεί “υβριδικές” μέθοδοι που συνδυάζουν δεδομένα από διαφορετικές πηγές (βιοχημικά δεδομένα, μικροσκοπία, κρυσταλλογραφία κλπ) (Baù et al., 2011)⁠.


    Η χρησιμότητα υπολογιστικών μεθόδων αναδεικνύεται σε πιο εκλεπτυσμένες αναλύσεις όπως αυτές που αφορούν συγκριτικές μελέτες διαμόρφωσης στις οποίες ο ίδιος γενετικός τόπος ή γονιδιωματική περιοχή αναλύεται κάτω από διαφορετικές συνθήκες ή σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους. Παρόλο που οι χρωμοσωμικές διαμορφώσεις είναι σε μεγάλο βαθμό σταθερές, μικρές αλλά σημαντικές μεταβολές στα πρότυπα αλληλεπιδράσεων μπορούν να οδηγήσουν σε αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων ή και σε μεγαλύτερης κλίμακας διαφοροποιήσεις. Η έκφραση του γονιδίου της α-σφαιρίνης από λευχαιμικά κύτταρα, αλλά όχι από λεμφοβλαστοειδή, είναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα όπου εναλλακτική διαμόρφωση του γενετικού τόπου επιτρέπει στην πρώτη περίπτωση την αλληλεπίδραση του γονιδίου με έναν μακρυνό ενισχυτή, όχι όμως και στη δεύτερη (Baù et al., 2011)⁠.


    


    


    Εργοστάσια μεταγραφής


    


    Tα εργοστάσια μεταγραφής (transcription factories) είναι σχηματισμοί του πυρήνα στους οποίους διαφορετικές γονιδιωματικές περιοχές αλληλεπιδρούν με μεγάλη πυκνότητα μεταγραφικών παραγόντων και μορίων RNA πολυμεράσης, εξασφαλίζοντας έτσι τη συντονισμένη μεταγραφή των γονιδίων που περιέχουν. Ο όρος χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά το 1993 όταν σε μια πρωτοποριακή μελέτη (Jackson, Hassan, Errington & Cook, 1993)⁠ έγινε σαφές ότι η μεταγραφή μέσα στον πυρήνα δε συμβαίνει με τρόπο ομογενή αλλά είναι αντίθετα εστιασμένη σε συγκεκριμένα σημεία με αυξημένη μεταγραφική ενεργότητα, ο αριθμός των οποίων είναι της τάξης μερικών εκατοντάδων ανά κύτταρο. Αν και τα εργοστάσια μεταγραφής πρωτοπαρατηρήθηκαν μέσω τεχνικών μικροσκοπίας, η μελέτη τους έχει διευκολυνθεί σε μεγάλο βαθμό με τη χρήση μεθόδων σύλληψης χρωμοσωμικής διαμόρφωσης (Papantonis et al., 2012)⁠. Πέρα από το ρόλο τους στη ρύθμιση της μεταγραφής, είναι πολύ πιθανό να εμπλέκονται στη συνολική διαμόρφωση της δομής του γονιδιώματος.


    


    


    Τοπολογικά διασυνδεμένες χρωμοσωμικές επικράτειες


    


    Σε προηγούμενη ενότητα αναφερθήκαμε στην εναλλακτική πυκνότητα των νουκλεοσωμάτων ως έναν από τους παράγοντες που διαμορφώνουν την πυκνότητα της χρωματίνης σε ευρύτερες περιοχές. Το ερώτημα που προκύπτει από μια τέτοια παρατήρηση είναι με ποιον τρόπο καθορίζονται τα όρια των περιοχών, μέσα στις οποίες η χρωματίνη θα έχει συγκεκριμένη διαμόρφωση. Κάτω από το πρίσμα των χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων που είδαμε μέχρι τώρα, ένα μοντέλο για την οργάνωση του γονιδιώματος προβλέπει ότι περιοχές με κοινά λειτουργικά χαρακτηριστικά θα τείνουν να έχουν μεταξύ τους πυκνότερες αλληλεπιδράσεις. Εφαρμογή της ΗiC μεθοδολογίας σε πολύπλοκα ευκαρυωτικά γονιδιώματα όπως του ανθρώπου και του ποντικιού επιβεβαίωσε αυτήν την υπόθεση, καθώς ανέδειξε την ύπαρξη γονιδιωματικών επικρατειών με μεγάλη συχνότητα εσωτερικών αλληλεπιδράσεων, μεταξύ των οποίων όμως οι αλληλεπιδράσεις είναι σπάνιες. Οι περιοχές αυτές, που ονομάζονται Τοπολογικά Διασυνδεμένες Επικράτειες (Topologically-associated Domains, ή για συντομια TAD) έχουν μέσο μήκος μερικές εκατοντάδες χιλιάδες βάσεις και ορίζουν διακριτά τμήματα του γονιδιώματος μεταξύ των οποίων οι αλληλεπιδράσεις είναι ελάχιστες (Dixon et al., 2012)⁠.


    Ο τρόπος καθορισμού των ΤΑD είναι ιδιαίτερα έξυπνος και βασίζεται σε μια απλή ποσότητα που αντιστοιχεί στο βαθμό που μια συγκεκριμένη περιοχή αλληλεπιδρά με θέσεις που προηγούνται ή βρίσκονται μετά από αυτήν στη γραμμική διάταξη του γονιδιώματος. Έτσι, μια συγκεκριμένη θέση που έχει μεγάλο αριθμό επαφών με χρωμοσωμικές συντεταγμένες που βρίσκονται ανοδικά της αλλά μικρό με αυτές που βρίσκονται καθοδικά από αυτήν, είναι πολύ πιθανό να βρίσκεται στο δεξί όριο μιας TAD περιοχής, ενώ το αντίθετο θα ισχύει για μια θέση με πολλές αλληλεπιδράσεις καθοδικά σε σχέση με ανοδικά (θα είναι δηλαδή κοντά το αριστερό όριο μιας TAD). Το μέτρο αυτού του “δείκτη κατευθυντικότητας” (directionality index) είναι με αυτόν τον τρόπο ενδεικτικό της τοποθέτησης γονιδιωματικών συντεταγμένων εντός συγκεκριμένων TAD ή στα ορία μεταξύ δύο διαδοχικών τέτοιων περιοχών. Μια τιμή κατωφλίου στις σχετικές εντάσεις μεταξύ ανοδικών και καθοδικών αθροιστικών αλληλεπιδράσεων καθορίζει αν η θέση που εξετάζεται είναι εσωτερική, αριστερό ή δεξί όριο. Μια πιο αναλυτική περιγραφή του απλού αυτού αλγορίθμου δίνεται στη συνέχεια.


    


    Αλγόριθμος :: DirectionalityIndex


    Δεδομένο: Ένας πίνακας Ι τιμών αλληλεπιδράσεων κατά μήκος ενός χρωμοσώματος;


    Δεδομένο: μήκος παραθύρου w


    Δεδομένο: όριο τιμής κατωφλίου lim


    Aπαρίθμηση για k=w+1 έως k=L-w-1 # L αριθμός τιμών που ορίζει ο Ι


     Aπαρίθμηση για j=-w έως j=0


     upstream[k]=upstream[k]+I[k+j]


     Τερματισμός #up


     Aπαρίθμηση για j=0 έως j=w


     downstream[k]=downstream[k]+I[k+j]


     Τερματισμός #down


     dirIndex[k]=log(upstream[k]/downstream[k])


     Έλεγχος: Αν dirIndex[k]>>0 → k είναι δεξί όριο


     Έλεγχος: Αν dirIndex[k]<<0 → k είναι αριστερό όριο


     Έλεγχος: Αν -lim < dirIndex[k] < lim → k is part of TAD


     Τερματισμός Απαρίθμησης k


    Απόδωσε αποτέλεσμα Δεξιά/Αριστερά Όρια


    Τερματισμός


    


    


     Στην Εικόνα 5.11 απεικονίζεται σχηματικά μια σειρά από διαδοχικές TAD στο γονιδίωμα του ποντικού. Οι αλληλεπιδράσεις αναπαρίστανται με τη μορφή διαγώνιων θερμικών χαρτών οι οποίοι έχουν περιστραφεί κατά 45 μέρες και περιοριστεί στό πάνω μισό για να ταυτιστούν με τις γονιδιωματικές συντεταγμένες. Τριγωνικοί σχηματισμοί σε αυτούς τους θερμικούς χάρτες αντιστοιχούν σε περιοχές που ορίζουν τοπολογικές επικράτειες καθώς μέσα στο τρίγωνο οι αλληλεπιδράσεις είναι συχνές, ενώ σπανίζουν μεταξύ διαφορετικών τριγώνων. Στην εικόνα φαίνεται ότι ο δείκτης κατευθυντικότητας κατά μήκος μιας περιοχής ΤΑD παραμένει σε απόλυτες τιμές χαμηλός, ενώ μεταξύ δύο διαδοχικών περιοχών εμφανίζει ένα χαρακτηριστικό πρότυπο χαμηλής/υψηλής τιμής που επιτρέπει έτσι τον ακριβή προσδιορισμό των ορίων τους.
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    Εικόνα 5.11: Οι Τοπολογικά Διασυνδεμένες Επικράτειες (ΤAD) ορίζονται ως περιοχές του γονιδιώματος μεταξύ των οποίων ο βαθμός αλληλεπιδράσεων είναι σημαντικά υψηλός. Ο δείκτης κατευθυντικότητας για μια περιοχή Χ ισούται με τον αριθμό των καθοδικών (downstream) αλληλεπιδράσεων μείον αυτόν των ανοδικών (upstream). Σημεία απότομης αλλαγής του δείκτη αυτό (όπως το σημείο Β-Γ στο σχήμα) αποτελούν όρια μεταξύ συνεχόμενων TAD.



    


    


     Μέσα στην ίδια TAD, τα γονίδια τείνουν να εκφράζονται με τον ίδιο τρόπο και να υπόκεινται σε ανάλογους περιορισμούς σε ό,τι αφορά τη ρύθμισή τους από μεταγραφικούς παράγοντες, τη δομή των νουκλεοσωμάτων κλπ, γεγονός που συνδέει την οργάνωση της χρωματίνης σε μέση κλίμακα με ευρύτερες περιοχές που καθορίζονται μέσω χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων (Dixon et al., 2015)⁠. Σε όλα τα γονιδιώματα που έχουν μελετηθεί, οι ΤAD εμφανίζουν έναν αξιοσημείωτο βαθμό συντήρησης σε ό,τι αφορά τις θέσεις τους, οι οποίες διαφέρουν σε μικρό βαθμό μεταξύ διαφορετικών κυτταρικών τύπων, σταδίων διαφοροποίησης και συνθηκών. Φαίνεται έτσι, πως αποτελούν σε κάποιο βαθμό αυτόνομες οργανώσεις του γονιδιώματος και εγγενή συστατικά της συνολικής του δομής. Στην επόμενη, τελευταία ενότητα αυτού του κεφαλαίου θα δούμε πώς τέτοια συστατικά οργανώνονται σε ακόμα μεγαλύτερες κλίμακες με έναν εντυπωσιακά απροσδόκητο τρόπο.


    


    


    Χρωμοσωμικοί χάρτες σε τρείς διαστάσεις. Το μορφοκλασματικό γονιδίωμα


    


    Ακόμα και οι μεγαλύτερες TAD (που μπορούν να φτάσουν σε μήκος το ένα εκατομμύριο βάσεις), ορίζονται πάντοτε κατά μήκος του ίδιου χρωμοσώματος. Σε μεγαλύτερες κλίμακες μήκους, το γονιδίωμα των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανώνεται σε διακριτές γονιδιωματικές συνιστώσες (genomic components) που δεν περιορίζονται σε ένα συγκεκριμένο χρωμόσωμα αλλα περιλαμβάνουν μεγάλες περιοχές διαφορετικών χρωμοσωμάτων που αλληλεπιδρούν διαχρωμοσωμικά. Ο προσδιορισμός αυτών των συνιστωσών μέσα από μελέτες χρωμοσωμικής διαμόρφωσης σε μεγάλη κλίμακα (ΗiC) ανέδειξε ότι ανήκουν σε δύο μεγάλες κατηγορίες που ονομάζονται Α και Β (Gibcus & Dekker, 2013)⁠. Η συνιστώσα Α περιέχει γονιδιωματικές περιοχές που είναι πυνκές σε γονίδια και με χαρακτηριστικά που σχετίζονται με το ευχρωματινικό, ενεργά μεταγραφόμενο μέρος του γονιδιώματος ενώ η συνιστώσα Β αντιστοιχεί σε περιοχές με ετεροχρωματινικά χαρακτηριστικά. Σε αντίθεση με τις TAD οι συνιστώσες διαμορφώνονται δυναμικά, αλλάζουν δηλαδή ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και τις συνθήκες ενώ το μέσο (αθροιστικό) μήκος τους είναι πολλαπλάσιο των ΤΑD φτάνοντας τα μερικά εκατομμύρια βάσεις. Οι συνιστώσες Α και Β περιέχουν μεν αυτούσιες επικράτειες ΤAD, οι οποίες όμως δεν είναι πάντα οι ίδιες, ενώ σε ένα ακόμα μεγαλύτερο επίπεδο μπορεί κανείς να παρατηρήσει έναν περιορισμένο αριθμό αλληλεπιδράσεων και μεταξύ των διαφορετικών συνιστωσών.
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    Εικόνα 5.12: Αυτο-ομοιότητα α) σε χάρτες χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων στο ανθρώπινο γονιδίωμα (Εικόνα από ένα HiC πείραμα) β) στο περίγραμμα της ακτογραμμής των Νορβηγικών φιορδ. Ανάλογες εικόνες αναπαράγονται σε διαφορετικές κλίμακες.


    


    


    Μια εντυπωσιακή ιδιότητα αυτής της οργάνωσης, από τους γενετικούς τόπους, στις τοπολογικές επικράτειες και από αυτές στις γονιδιωματικές συνιστώσες και σε ανώτερα επίπεδα αλληλεπιδράσεων, είναι ότι ο τρόπος με τον οποίο διαρθρώνεται στην ίδια ενοποιητική αρχή, που είναι οι χρωμοσωμικές αλληλεπιδράσεις. Αυτή η ιδιότητα προσδίδει στο γονιδίωμα χαρακτηριστικά αυτο-ομοιότητας (self-similarity) που είναι ενδεικτικά μια οργάνωσης μορφοκλασματικού (fractal) τύπου (Lieberman-Aiden et al., 2009)⁠. Για να καταλάβετε καλύτερα τις έννοιες των μορφοκλασματικών (fractal) αντικειμένων και της αυτο-ομοιότητας φανταστείτε ότι αντί για τον χάρτη ενός γονιδίωματος (Εικόνα 5.12α) παρατηρείτε το χάρτη της ακτογραμμής των Νορβηγικών φιορδ (Εικονα 5.12β). Η αυτο-όμοια δομή της γεωγραφίας των φιορδ, με αλλεπάλληλες μικρές πτυχώσεις, νησιά και κανάλια διαφορετικών μεγεθών κάνει την Εικόνα 5.12β να μοιάζει πάρα πολύ σε διαφορετικά επίπεδα εστίασης. Αν κάποιος κοιτάζει την ακτή της Νορβηγίας σε κλίμακα 1:106, 1:105 ή 1:10000 η διαμόρφωση των φιορδ είναι πολύ παρόμοια. Με τον ίδιο τρόπο αν κανείς εξετάσει έναν θερμικό χάρτη χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων σαν αυτόν της Εικόνας 5.12α θα βρεθεί αρχικά μπροστά σε μοτίβα αλληλεπιδράσεων που αντιστοιχούν σε συσσωματώματα συνιστωσών, ενώ εστιάζοντας σταδιακά όλο και περισσότερο θα δει την ίδια εικόνα να αναπαράγεται σε μικρότερες κλίμακες, αρχικά συνιστωσών και στη συνέχεια τοπολογικών επικρατειών.


    


    Ερώτηση: Ποια εναλλακτική δομή μπορείτε να σκεφτείτε αντί για την αυτο-όμοια δομή των γονιδιωμάτων. Ποια πλεονεκτήματα έχει η μία σε σχέση με την άλλη;


    


    Η αυτο-όμοια δομή του ευκαρυωτικού γονιδιώματος έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον για πολλούς λόγους. Αρχικά, επειδή αντανακλά τις δυναμικές διαδικασίες που οδηγούν σε αυτού του τύπου τις δομές κατά την εξέλιξη των γονιδιωμάτων. Δυναμικές διαδικασίες που μπορούν να οδηγήσουν σε αυτο-ομοιότητα είναι συνδυασμοί διπλασιασμών και ακόλουθων απαλοιφών γονιδιωματικών περιοχών, καθώς και διαδικασίες συσσωμάτωσης, της “συμπύκνωσης” δηλαδή στοιχείων του γονιδιώματος μέσω της απαλοιφής ενδιάμεσων μη-λειτουργικών τμημάτων. Όλες αυτές οι διαδικασίες είναι γνωστό ότι συμβαίνουν στα ευκαρυωτικά γονιδιώματα. Από την άλλη πλευρά, κάτι που είναι ίσως ακόμα σημαντικότερο, είναι οι ιδιότητες που προσδίδει αυτή η αυτο-ομοια δομή στο γονιδίωμα. Λόγω ακριβώς μιας ιεραρχικής οργάνωσης σε διαφορετικές κλίμακες, η διάρθρωση του γονιδιώματος σε περιοχές διαφορετικών μεγεθών επιτρέπει πολύ ταχύτερη πρόσβαση σε οποιοδήποτε σημείο του σε σχέση με άλλες δομές συμπύκνωσης. Η αυτο-όμοια, μορφοκλασματική δομή επιτρέπει έτσι τη διατήρηση της ισορροπίας μεταξύ δομική σταθερότητας και λειτουργικής ευελιξίας και σε τελική ανάλυση το μόνο που μας εκπλήσσει με την υιοθέτηση αυτής της δομής από τα ευκαρυωτικά γονιδιώματα είναι για άλλη μια φορά η δύναμη της εξέλιξης που τα οδήγησε να την υιοθετήσουν.


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Στο κεφάλαιο αυτό αναπτύχθηκαν μια σειρά από θέματα, των οποίων η ενοποιητική αρχή είναι η δομή των γονιδιωματικών αλληλουχιών σε τρεις διαστάσεις. Τα θέματα αυτά καλύπτουν, όπως είδαμε, διαδοχικές κλίμακες μεγέθους από το επίπεδο λίγων νουκλεοτιδίων έως αυτό των εκατομμυρίων βάσεων. Παρότι εξετάσαμε τις ιδιότητες κάθε κλίμακας ξεχωριστά, δε θα πρέπει να ξεχνάμε πως το γονιδίωμα οργανώνεται ταυτόχρονα σε όλες τις κλίμακες με έναν ιεραρχικό τρόπο. Οι διάφορες κυτταρικές διεργασίες μπορούν έτσι να συμβαίνουν παράλληλα σε διαφορετικά επίπεδα, όπως για παράδειγμα ένας μεταγραφικός παράγοντας προσδένεται σε μια μικρή, ολιγονουκλεοτιδική αλληλουχία στον υποκινητή ενός γονιδίου, την ίδια στιγμή που, σε πολύ μεγαλύτερη κλίμακα, η περιοχή που περιλαμβάνει το εν λόγω γονίδιο μπορεί να μετακινείται για να ενταχθεί σε ένα σχηματιζόμενο εργοστάσιο μεταγραφής. Ο συντονισμός των διαδικασιών αυτών με τρόπο ανεξάρτητο από την κλίμακα, αποτελεί μια από τις πιο αξιοθαύμαστες λειτουργίες του γονιδιώματος και -όπως θα δούμε σε επόμενα κεφάλαια- ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα αναδυόμενης ιδιότητας (emergent property), μιας ιδιότητας δηλαδή που προκύπτει από την οργάνωση των τμημάτων του γονιδιώματος αλλά που το χαρακτηρίζει στο σύνολό του και σχετίζεται άμεσα με την εξέλιξη της αρχιτεκτονικής του στο χρόνο.


    Πριν όμως συζητήσουμε την εξελικτική διαδικασία σε τόσο μεγάλη έκταση, θα επικεντρωθούμε, στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο, στη μοριακή εξέλιξη σε μικρότερη κλίμακα.


    


    


    


    


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Να εξηγήσετε γιατί στερεοχημικά είναι προτιμώτερη η διάταξη της διπλής έλικας από την “σκάλα DNA” κατά την οποία δύο διαδοχικά ζεύγη βάσεων “γλιστρούν” κατά μήκος του άξονα των δεσμών υδρογόνου, αντί να περιστραφούν.


    


    2. Στην Εικόνα 5.4β παρουσιάζεται σχηματικά η δυνατότητα καμπύλωσης του DNA που επάγεται από υψηλές απόλυτες τιμές roll. Ένα χαρακτηριστικό που δεν εμφανίζεται στο απλουστευμένο σχήμα είναι ότι η περιστροφή των βάσεων της διπλής έλικας θα απαιτεί ένα συγκεκριμένο μοτίβο roll τιμών κατά μήκος της αλληλουχίας. Μπορείτε να σκεφτείτε ποιο θα ήταν το μοτίβο αυτό;


    


    3. Με βάση το πρότυπο των ισχυρά τοποθετημένων πρώτων νουκλεοσωμάτων και το μοντέλο του “νουκλεοσωμικού τείχους” τι προβλέπετε για την αλληλουχία των πρώτων εκατοντάδων βάσεων των γονιδίων σε σχέση με το υπόλοιπο μήκος τους;


    


    4. Γονίδια που έχουν χάσει τη δυνατότητα κωδικοποίησης και έχουν “αποσαρθρωθεί” σε ψευδογονίδια μέσω της συσσώρευσης μεταλλαγών διατηρούν συχνά τα σινιάλα συρραφής ενώ δεν εμφανίζουν τη χαρακτηριστική τάση για τοποθέτηση νουκλεοσωμάτων που παρατηρείται στα εξόνια (Εικόνα 5.7β). Τι μας λέει αυτό για την τάση διατήρησης των δομικών ιδιοτήτων της αλληλουχίας;


    


    5. Να αποτολμήσετε να προτείνετε έναν αλγόριθμο για την ανάλυση που αναπαρίσταται σχηματικά στην Εικόνα 5.9. Ποια είναι τα σημεία που θα δημιουργήσουν ιδιαίτερη δυσκολία στην υλοποίηση ενός τέτοιου αλγορίθμου;


    


    6. Να προτείνετε έναν τρόπο για να διακρίνετε μεταξύ ενός μορφοκλασματικού γονιδιωματικού χάρτη από έναν που θα έχει δημιουργηθεί τυχαία. (Σημ: Ίσως σας βοηθήσει να διαβάσετε πρώτα το Κεφάλαιο 9).


    


    


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τη δομή της διπλής έλικας και τις γεωμετρικές ιδιότητες του DNA:


    Μια εξαιρετική εισαγωγή μπορείτε να βρείτε στο Understanding DNA: The molecule and how it works (Calladine, Drew, Luisi & Travers, 2004)⁠ Τα Κεφάλαια 2-5 και μέρος των παραρτημάτων περιέχουν μια αναλυτική συζήτηση για τις δομικές ιδιότητες του μορίου.


    


    Για τη δομική πλευρά της πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων στο DNA:


    Στο Κεφάλαιο 8 του ίδιου⁠ (Calladine et al., 2004) αλλά και σε λιγότερο εξειδικευμένα για το DNA βασικά εγχειρίδια μοριακής βιολογίας. Μια πιο εξειδικευμένη εισαγωγή στο θέμα είναι οι εργασίες των (Fiedler & Marc Timmers, 2000)⁠⁠ για την επίδραση της αλληλεπίδρασης με μεταγραφικούς παράγοντες στη διαμόρφωσης του DNA. Η εργασία των (Stormo & Zhao, 2010)⁠ είναι μια πολύ καλή επισκόπηση του προβλήματος αναγνώρισης DNA από μεταγραφικούς παράγοντες γενικότερα.


    


    Για τα νουκλεοσώματα και τους νουκλεοσωμικούς χάρτες:


    Μια γενικότερη εισαγωγή στη χρωματίνη αποτελεί το Chromatin: Structure and Function (Wolffe, 2012)⁠ καθώς και το DNA Topology (Bates & Maxwell, 2005)⁠. Οι νουκλεοσωμικοί χάρτες είναι πλέον αρκετά κοινοί αλλά οι πρώτες προσπάθειες που δίνουν και μια “ιστορική” διάσταση του προβλήματος είναι οι (Yuan et al., 2005)⁠ και (Lee et al., 2007)⁠


    


    Για τα μοντέλα πρόβλεψης της τοποθέτησης νουκλεοσωμάτων:


    Μια πολύ καλή επισκόπηση δίνεται στο (Segal & Widom, 2009)⁠ από δύο από τους συγγραφείς του, κατά γενική ομολογία, πιο αποτελεσματικού μοντέλου. Τα σημαντικότερα μοντέλα περιγράφονται στο κείμενο, ωστόσο αξίζει να αναφερθούν παλιότερες προσπάθειες όπως αυτές που περιγράφονται στο (Baldi, Brunak, Chauvin & Krogh, 1996)⁠.


    


    Για τον “κώδικα των ιστονών” και τη διαμόρφωση περιοχών στη χρωματίνη με διαφορετικές ιδιότητες:


    Η πρωτοποριακή εργασία των (Jenuwein & Allis, 2001)⁠ που πρακτικά εισήγαγε την έννοια του κώδικα των ιστονών είναι μια εξαιρετική εισαγωγή και ταυτόχρονα υπόδειγμα επιστημονικής διορατικότητας. Στο (Baker, 2011)⁠ θα βρείτε μια πιο απλουστευμένη αλλά γενική επισκόπηση για το θέμα, ενώ για τον αναγνώστη που επιθυμεί να εμβαθύνει στο πεδίο, το σύγγραμμα αναφοράς είναι το Epigenetics (Allis, 2007)⁠.


    


    Για τη δομή του γονιδιώματος σε τρεις διαστάσεις και τα τις μεθόδους σύλληψης διαμόρφωσης χρωματίνης:


    Μια σειρά από πρόσφατα άρθρα επισκόπησης μπορούν να βοηθήσουν σε μεγάλο βαθμό στην κατανόηση της πολυπλοκότητας τόσο της μεθοδολογίας όσο και της ανάλυσης των δεδομένων. Μια καλή εισαγωγή στο θέμα προσφέρουν οι (Dekker et al., 2013)⁠ και (de Wit & de Laat, 2012)⁠.


    


    Για τη μοντελοποίηση δεδομένων από 5C και HiC πειράματα:


    Η λεπτομερής περιγραφή του μοντέλου που αναφέρουμε στο κείμενο μπορεί να βρεθεί εδώ: http://www.integrativemodeling.org/


    


    Για την αυτο-ομοιότητα και τη fractal γεωμετρία των ευκαρυωτικών γονιδιωμάτων:


    Η εργασία των (Lieberman-Aiden et al., 2009)⁠ που αναφέρεται στο κείμενο είναι η βασική εργασία στο θέμα. Για όσους ενδιαφέρονται για τη μορφοκλασματική (fractal) γεωμετρία γενικότερα πέρα από τα όρια των βιολογικών συστημάτων, το βιβλίο του Benoit Mandelbrot, The Fractal Geometry of Nature (Mandelbrot, 1983)⁠ είναι, πέρα από εξαιρετικά ενδιαφερόν, κι ένα από τα πιο κλασσικά συγγράμματα διεπιστημονικής προσέγγισης στις φυσικές επιστήμες.
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    Κεφάλαιο 6:Φυλογενετική Ανάλυση


    


    Σύνοψη


    


    Στο κεφάλαιο αυτό θα επιστρέψουμε σε προβλήματα που αφορούν τη σύγκριση αλληλουχιών με το ενδιαφέρον να επικεντρώνεται τώρα όχι στο βαθμός ομοιότητας αλλά στο τι συμπεράσματα μπορούμε να εξάγουμε από αυτόν, καθώς και από άλλα μέτρα σύγκρισης αλληλουχιών. Σ' αυτά τα πλαίσια θα παρουσιαστούν οι βασικές αρχές της μοριακής εξέλιξης και της φυλογενετικής ανάλυσης. Με σημείο εκκίνησης τις αναλύσεις στοίχισης αλληλουχιών όπως περιγράφηκαν σε προηγούμενο κεφάλαιο θα συζητηθούν οι βασικές έννοιες της ομολογίας, τα μοντέλα νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων και η αναπαράσταση φυλογενετικών σχέσεων μέσω "δέντρων". Στο επίκεντρο του κεφαλαίου θα βρεθεί το πραγματικό βιολογικό πρόβλημα της κατασκευής ενός φυλογενετικού δέντρου από μια πολλαπλή στοίχιση. Θα περιγραφεί αναλυτικά η θεωρία των νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων, με παραδείγματα για τα βασικά μοντέλα και στη συνέχεια θα δούμε τη θεωρία πίσω από τον υπολογισμό εξελικτικών αποστάσεων μέσω μοντέλων αντικατάστασης. Στο δεύτερο μέρος του Κεφαλαίου θα συζητηθούν συνοπτικά μέθοδοι για την κατασκευή και αξιολόγηση φυλογενετικών δέντρων. Μια αρχική εισαγωγή στη συνδυαστική θα αναδείξει την πολυπλοκότητα του προβλήματος μέσω της καταμέτρησης των πιθανών συνδυασμών ν αντικειμένων σε ένα δέντρο. Στη συνέχεια θα εξεταστούν με τη σειρά οι αλγόριθμοι πινάκων αποστάσεων όπως η UPGMA και η NJ και ελαχιστοποίησης κριτηρίων όπως οι μέθοδοι μέγιστης φειδωλότητας και πιθανοφάνειας. Τέλος, θα παρουσιαστεί η μέθοδος bootstrap για τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων φυλογενετικής ανάλυσης.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να κατανοήσετε έννοιες όπως “ρυθμός αντικατάστασης”, “μοριακό ρολόι” και πώς μπορούν να μας βοηθήσουν να εξάγουμε συμπεράσματα για την εξέλιξη αλληλουχιών στο χρόνο.


    · Να υπολογίσετε τον αριθμό των πιθανών δέντρων με τα οποία περιγράφουμε δεδομένο αριθμό ταξονομικών μονάδων.


    · Να αναγνωρίζετε δέντρα που είναι τοπολογικά ισοδύναμα.


    · Να δημιουργήσετε πίνακες αποστάσεων και να τους χρησιμοποιήσετε για να δημιουργήσετε φυλογενετικά δέντρα.


    · Να αξιολογήσετε στατιστικά ένα δέντρο φυλογένεσης.

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στα Κεφάλαια 3 και 4 συναντήσαμε αρκετές φορές την έννοια της ομοιότητας αλληλουχιών και συζητήσαμε σχετικά με τα συμπεράσματα που μπορούν να προκύψουν από αυτήν. Τι μπορεί να σημαίνει από βιολογική άποψη η παρατήρηση μεγάλου βαθμού ομοιότητας μεταξύ δύο αλληλουχιών; Αν αναλογιστούμε ότι οι αλληλουχίες εξελίσσονται στο χρόνο μπορούμε εύλογα να υποθέσουμε ότι η ομοιότητά τους υποδηλώνει ότι προέρχονται από μια κοινή προγονική αλληλουχία, με τον ίδιο τρόπο που μπορούμε να υποθέσουμε ότι δύο άτομα που μοιάζουν αρκετά μπορεί να συνδέονται με μια συγγενική σχέση (να είναι π.χ. αδέρφια). Σ' ένα επόμενο βήμα μπορούμε να προσπαθήσουμε να ποσοτικοποιήσουμε την απόσταση που έχουν οι αλληλουχίες από τον κοινό τους πρόγονο με βάση το βαθμό της ομοιότητάς τους. Μπορούμε δηλαδή να προσπαθήσουμε να συμπεράνουμε αν οι αλληλουχίες είναι “αδέρφια”, “πρώτα” ή “δεύτερα ξαδέρφια” με βάση το ποσοστό στο οποίο μοιάζουν μεταξύ τους.


    Φυσικά μια τέτοια διαδικασία ποσοτικοποίησης δεν μπορεί παρά να γίνει με αυστηρά αντικειμενικά κριτήρια και με διαδικασίες που θα λαμβάνουν υπόψη τους διάφορες παραμέτρους. Κάποιες από αυτές έχουν να κάνουν με την προέλευση των αλληλουχιών που συγκρίνουμε, το αν προέρχονται από το γονιδίωμα του ίδιου οργανισμού ή όχι, την ταχύτητα με την οποία μεταβάλλονται στο χρόνο οι αλληλουχίες καθώς και με κάποιες βασικές υποθέσεις σχετικά με τον τρόπο με τον οποίο μια αλληλουχία μπορεί να υπόκειται σε αντικαταστάσεις, και μεταθέσεις νουκλεοτιδίων. Στο συγκεκριμένο κεφάλαιο θα δούμε αρχικά πώς μπορούμε να εκφράσουμε ποσοτικά τις μεταβολές αυτές σε επίπεδο νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και στη συνέχεια θα δούμε πώς ο ρυθμός και το είδος των μεταβολών αυτών μπορεί να μεταφραστεί σε χρονικά διαστήματα. Στο δεύτερο μέρος του κεφαλαίου θα δούμε πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε μέτρα μεταβολής αλληλουχιών για να εξαγάγουμε τις συγγενικές μεταξύ τους σχέσεις σε μια διαδικασία που ονομάζεται Φυλογενετική Ανάλυση.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    


    Το βιολογικό πρόβλημα με το οποίο θα ασχοληθούμε στο συγκεκριμένο κεφάλαιο διαρθρώνεται σε μια σειρά από διαδοχικά ερωτήματα που σχετίζονται με την ανασύσταση της εξελικτικής ιστορίας γονιδιωματικών αλληλουχιών. Συγκεκριμένα θα προσπαθήσουμε, δεδομένης μιας σειράς αλληλουχιών με ένα επίπεδο ομοιότητας, να διερευνήσουμε την πιθανότητα η ομοιότητά τους αυτή να ανάγεται στην προέλευσή τους από μία κοινή προγονική αλληλουχία, να ποσοτικοποιήσουμε τη χρονική απόστασή τους από αυτήν και να κατασκευάσουμε σχήματα/γενεαλογικά δέντρα αλληλουχιών, που να εξηγούν την ιστορία τους στον εξελικτικό χρόνο με τον καλύτερο τρόπο.


    Συνοψίζοντας, τo βιολογικό πρόβλημα με το οποίο θα ασχοληθούμε σε αυτό το κεφάλαιο είναι η εξαγωγή φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ αλληλουχιών και περιστρέφεται γύρω από τα τρία ακόλουθα βασικά ερωτήματα:


    1. Πώς μπορούμε να εξάγουμε συμπεράσματα για την απόσταση που χωρίζει χρονικά δύο αλληλουχιές από μια υποτιθέμενη κοινή προγονική αλληλουχία με βάση τον υπολογισμό της ομοιότητάς τους;


    2. Πώς μπορούμε να ανασυστήσουμε την εξελικτική ιστορία περισσότερων από δύο ομόλογων αλληλουχιών με βάση τις μεταξύ τους αποστάσεις;


    3. Πώς μπορούμε να εκτιμήσουμε την ακρίβεια των εξελικτικών σχέσεων που εξάγουμε;


    


    


    Φυλογενετική Ανάλυση σε μοριακό επίπεδο


    


    Tα ερωτήματα που διατυπώθηκαν παραπάνω συνιστούν το πρόβλημα της Φυλογενετικής Ανάλυσης σε μοριακό επίπεδο, της προσπάθειας δηλαδή ανασύστασης της πιθανότερης εξελικτικής διαδρομής βιομορίων (γονιδιωματικών αλληλουχιών ή πρωτεϊνών) με βάση τη σύγκριση της πρωτοταγούς τους αλληλουχίας. Στο πλαίσιο αυτού του κεφαλαίου θα συζητήσουμε μόνο τις βασικές αρχές πίσω απ' αυτό το πρόβλημα που είναι αρκετά ευρύ, ώστε να αποτελεί σε μεγάλο βαθμό ένα ξεχωριστό πεδίο των Βιολογικών Επιστημών. Χωρίς να μπούμε σε λεπτομέρειες σε κάποια από τα πιο τεχνικά σημεία των μεθοδολογιών, θα προσπαθήσουμε να περιγράψουμε συνοπτικά τη διαδικασία με την οποία μπορεί κανείς να πραγματοποιήσει απλές φυλογενετικές αναλύσεις και να καταλήξει σε χρήσιμα συμπεράσματα.


    Η φυλογενετική ανάλυση σε επίπεδο βιομορίων μπορεί να οργανωθεί από πλευράς διαδικασίας σε πέντε διακριτά βήματα, κάποια από τα οποία έχουμε ήδη συζητήσει. Στη συνέχεια θα περιγράψουμε επιγραμματικά ποια είναι αυτά, πριν περάσουμε στην πιο αναλυτική συζήτηση αυτών που αφορούν τα θέματα του συγκεκριμένου κεφαλαίου.


    · Αποκομιδή αλληλουχιών: Πρόκειται για το πρώτο στάδιο μιας ανάλυσης και αφορά ουσιαστικά τη συλλογή των πρωτογενών δεδομένων πάνω στα οποία θα γίνει η ανάλυση. Αφορά τη συγκέντρωση των αλληλουχιών που θα συγκριθούν, η οποία μπορεί να γίνει είτε από βάσεις δεδομένων, είτε από αδημοσίευτα πειραματικά δεδομένα. Στο κεφάλαιο αυτό θεωρούμε πως οι αλληλουχίες είναι δεδομένες.


    · Στοίχιση αλληλουχιών και υπολογισμός βαθμών ομοιότητας: Το πρόβλημα της στοίχισης αλληλουχιών περιγράφηκε αναλυτικά στο Κεφάλαιο 4. Ο υπολογισμός του βαθμού ομοιότητας μεταξύ αλληλουχιών αποτελεί το πρώτο υπολογιστικό στάδιο της φυλογενετικής ανάλυσης. Παρόλο που στο Κεφάλαιο 4 δεν συζητήθηκαν προβλήματα πολλαπλής στοίχισης (περισσότερων από δύο δηλαδή αλληλουχιών), οι βασικές αρχές δεν αλλάζουν. Ουσιαστικά η φυλογενετική ανάλυση έχει ως σημείο εκκίνησης μια πολλαπλή στοίχιση.


    · Υπολογισμός εξελικτικών αποστάσεων μεταξύ αλληλουχιών: To στάδιο αυτό είναι το πρώτο υπολογιστικό βήμα με το οποίο θα ασχοληθούμε σε αυτό το κεφάλαιο. Θα δούμε ότι ο βαθμός ομοιότητας δύο αλληλουχιών δεν υποδηλώνει αυτόματα εξελικτική σχέση, ούτε μπορεί να μεταφραστεί απευθείας σε απόσταση στον εξελικτικό χρόνο. Μια σειρά από παραδοχές και προσεκτική στάθμιση παραμέτρων είναι απαραίτητες για να εκτιμηθούν οι χρονικές αποστάσεις από τιμές ομοιότητας.


    · Κατασκευή φυλογενετικών δέντρων: Η ανασύσταση των εξελικτικών σχέσεων αλληλουχιών προχωράει με τη δημιουργία ειδικών γράφων (graphs) που ονομάζονται φυλογενετικά δέντρα. Στο δεύτερο και μεγαλύτερο μέρος του κεφαλαίου αυτού θα δούμε κατ' αρχάς πώς ορίζονται αυτές οι μαθηματικές κατασκευές, ποια είναι τα χαρακτηριστικά τους και στη συνέχεια θα περιγράψουμε μεθόδους για τη δημιουργία τους από δεδομένα πολλαπλών στοιχίσεων αλληλουχιών.


    · Στατιστική εκτίμηση των φυλογενετικών δέντρων: Το τελευταίο στάδιο μιας φυλογενετικής ανάλυσης είναι η στατιστική εκτίμηση των αποτελεσμάτων. Καθώς το τελικό αποτέλεσμα της ανάλυσης είναι τις περισσότερες φορές ένας φυλογενετικό δέντρο με συγκεκριμένη τοπολογία (οργάνωση των στοιχείων του) η στατιστική ανάλυση επικεντρώνεται στην εκτίμηση της σημασίας της τοπολογίας αυτής. Το τελευταίο μέρος αυτού του κεφαλαίου επικεντρώνεται σε θέματα επαναληψιμότητας των αναλύσεων και μεθόδους στατιστικής εκτίμησης φυλογενετικών δέντρων.


    


    


    Από την ομοιότητα αλληλουχιών στην ομολογία


    


    Στο Κεφάλαιο 4 είδαμε ότι ο καλύτερος τρόπος για να συγκρίνουμε δύο αλληλουχίες είναι μέσω της στοίχισής τους. Η στοίχιση δύο αλληλουχιών αποδίδει εκτός από την καλύτερη δυνατή “ευθυγράμμισή” τους κι ένα μέτρο της ομοιότητάς τους που μπορεί να εκφραστεί είτε αρνητικά ως “απόσταση” (σε αναλογία με την απόσταση Hamming, την απόσταση Levenshtein ή άλλες συναφείς ποσότητες), είτε θετικά ως βαθμός ομοιότητας που συνήθως εκφράζεται με τη μορφή ποσοστού. Στην Εικόνα 6.1 οι αλληλουχίες Seq1 και Seq2 έχουν ομοιότητα 80% ή αντίστοιχα λέμε πως η απόστασή τους είναι 0.2 καθώς διαφέρουν σε 2 από τα 10 νουκλεοτίδια. Αν θεωρήσουμε ότι η ομοιότητα των δύο αλληλουχιών είναι αρκετή για να υποθέσουμε ότι οι αλληλουχίες έχουν έναν κοινό πρόγονο, προέρχονται δηλαδή από μια κοινή αλληλουχία, έχοντας υποστεί έναν συγκεκριμένο αριθμό μεταβολών, τότε λέμε ότι οι δύο αλληλουχίες είναι ομόλογες. Στο σημείο αυτό θα πρέπει να πούμε ότι χρειάζεται προσοχή στη χρήση των όρων ομοιότητα και ομολογία. Η ομοιότητα είναι ένα αντικειμενικά μετρήσιμο μέγεθος και λαμβάνει αριθμητικές τιμές. Λέμε δηλαδή ότι “οι αλληλουχίες Α και Β έχουν ομοιότητα 76%”. Η ομολογία αντίθετα είναι μια ποιοτική ιδιότητα που αναφέρεται στην εξελικτική σχέση δύο αλληλουχιών χωρίς να ποσοτικοποιείται αριθμητικά. Δύο αλληλουχίες είτε είναι ομόλογες, ή δεν είναι είναι (Reeck et al. 1987)⁠.


    [image: ]


    


    Εικόνα 6.1: Αντικαταστάσεις σε μια μικρή αλληλουχία. Στα τρία παραδείγματα του κάτω μέρους της εικόνας φαίνονται οι διαφορές που μπορεί να υπάρξουν μεταξύ φαινομενικών (παρατηρούμενων) και πραγματικών αντικαταστάσεων.


    


    Από τη στιγμή που έχουμε υποθέσει ότι δύο ή περισσότερες αλληλουχίες είναι ομόλογες, μια σειρά από επιπλέον ερωτήματα ανακύπτουν σχεδόν αυτόματα. Ένα πρώτο ερώτημα είναι: Πόσο μακριά βρίσκονται οι αλληλουχίες στον εξελικτικό χρόνο από τον κοινό τους πρόγονο; Στην εξελικτική βιολογία χρησιμοποιούμε τον όρο απόκλιση (divergence) για να υποδηλώσουμε αυτήν τη χρονική απόσταση. Έχοντας υπολογίσει τους χρόνους απόκλισης μεταξύ αλληλουχιών, ή κάποια αντίστοιχα μέτρα εξελικτικών σχέσεων μεταξύ αλληλουχιών ένα επόμενο ερώτημα που προκύπτει είναι: Δεδομένων των εξελικτικών αποστάσεων ενός συνόλου αλληλουχιών, πώς μπορούμε να ανασυστήσουμε την “ιστορία” τους στον χρόνο; Το ερώτημα αυτό συνίσταται ουσιαστικά στη δημιουργία ενός “γενεαλογικού δέντρου” για αλληλουχίες. Τέτοια δέντρα είναι πολύ κοινά στην εξελικτική βιολογία και τα ονομάζουμε δέντρα φυλογένεσης (phylogenetic trees).


    Επιστρέφοντας στο πρώτο από αυτά τα ερωτήματα, θα δούμε αρχικά πώς μπορούμε να εκτιμήσουμε τη χρονική απόσταση απόκλισης από έναν κοινό πρόγονο αναλύοντας το αποτέλεσμα μιας στοίχισης.


    


    


    Νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις


    


    Στην Εικόνα 6.1α είδαμε το παράδειγμα δύο αλληλουχιών με έναν συγκεκριμένο βαθμό ομοιότητας για τις οποίες υποθέσαμε πως προέρχονται από έναν κοινό πρόγονο. Φυσικά δεν μπορούμε να γνωρίζουμε την αλληλουχία του υποτιθέμενου κοινού προγόνου, παρά μόνο να κάνουμε υποθέσεις για το ποια θα είναι αυτή. Στη βάση των υποθέσεών μας αυτών, θα είναι η παραδοχή ότι στην πορεία της εξέλιξης οι αλληλουχίες Seq1 και Seq2 έχουν μεταβληθεί σε σχέση με την προγονική τους αλληλουχία στα σημεία στα οποία διαφέρουν. Έτσι, όπως φαίνεται στην Εικόνα 6.1β μπορούμε να υποθέσουμε ότι στην τρίτη θέση ο κοινός πρόγονος είχε Τ το οποίο σε κάποιο σημείο έγινε C στην Seq2 ενώ έχει παραμείνει Τ στην Seq1. Σε μια τέτοια περίπτωση ο αριθμός των μεταβολών στις αλληλουχίες, ο αριθμός όπως λέμε των νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων είναι ίσος με 1 και είναι επίσης ίσος με τον αριθμό των μεταβολών που παρατηρούμε στη στοίχιση της τρίτης θέσης. Κάτι τέτοιο όμως δεν είναι το μοναδικό ενδεχόμενο. Μπορούμε να φανταστούμε π.χ. για την 8η θέση, στην οποία επίσης παρατηρούμε μια αντικατάσταση, ένα πιο πολύπλοκο σενάριο που φαίνεται στην Εικόνα 6.1γ. Σε αυτήν την περίπτωση η προγονική αλληλουχία δεν περιείχε ούτε G, ούτε Α αλλά C και στην εξελικτική ιστορία των Seq1, Seq2 έχουν επισυμβεί δύο αντικαταστάσεις, μία για καθεμία από τις δύο αλληλουχίες. Σε αυτήν την περίπτωση έχουμε παρατηρήσει μία μόνο από τις δύο αντικαταστάσεις που συνέβησαν. Ακόμα χειρότερα στην Εικόνα 6.1δ μπορούμε να αναλογιστούμε μια περίπτωση όπου δύο ανεξάρτητες αντικαταστάσεις οδήγησαν στο ίδιο αποτέλεσμα. Η παρατήρησή μας δεν μπορεί σε καμία περίπτωση να μάς δώσει πληροφορίες για την προγονική αλληλουχία και δεν καταγράφουμε καμία από τις δύο αντικαταστάσεις στα δεδομένα μας. Σε μια ακόμα πιο ακραία περίπτωση θα μπορούσαμε να φανταστούμε περισσότερες από μία αντικαταστάσεις σε μια θέση, τέτοιες που να καταλήγουν στο ίδιο κατάλοιπο π.χ. Α→Τ→C→A. Σε μια τέτοια περίπτωση ο πραγματικός αριθμός αντικατάστασεων είναι 3 ενώ ο φαινομενικός είναι 0.


    Το πρόβλημα θα πρέπει να είναι πια προφανές. Η απλή παρατήρηση των αντικαταστάσεων σε μια στοίχιση δεν αντιστοιχεί με τον αριθμό των πραγματικών αντικαταστάσεων που έχουν επισυμβεί στον εξελικτικό χρόνο. Μια άλλη παράμετρος, έχει να κάνει με το είδος των αντικαταστάσεων που παρατηρούμε. Παρά το γεγονός ότι θεωρητικά όλες οι αντικαταστάσεις είναι το ίδιο (ή σχεδόν το ίδιο) πιθανές να συμβούν, αυτό δε σημαίνει ότι διατηρούνται στους πληθυσμούς με την ίδια πιθανότητα. Έτσι η πιθανότητα παρατήρησης μιας αντικατάστασης σχετίζεται με το είδος της μεταβολής που αυτή επιφέρει στο γονιδίωμα και κατ' επέκταση στο άτομο που το φέρει.


    


    


    Είδη νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων


    


    Γνωρίζουμε ότι η βάση της εξέλιξης των αλληλουχιών είναι οι μεταλλαγές στις οποίες υπόκεινται τα γονιδιώματα όλων των ζωντανών οργανισμών. Οι μεταλλαγές είναι τυχαίες, συμβαίνουν δηλαδή με τρόπο που δεν μπορούμε να προβλέψουμε και σε θέσεις που δεν μπορούμε να προσδιορίσουμε εξαρχής. Παρ' όλ' αυτά, η θεωρία της φυσικής επιλογής προβλέπει ότι ανάλογα με τη θέση στην οποία θα συμβεί μια μεταλλαγή και με βάση τις επιπτώσεις που μπορεί αυτή να έχει στο προϊόν της αλληλουχίας στην οποία συμβαίνει, υπάρχει διαφορετική πιθανότητα διατήρησής της. Για παράδειγμα, μεταλλαγές που συμβαίνουν στο γονίδιο μιας πρωτεΐνης και που σαν αποτέλεσμα έχουν μια δραστική αλλαγή στη δομή και τη λειτουργία της, με τρόπο που αυτή να καθίσταται δυσλειτουργική, είναι πολύ πιθανό να οδηγήσουν το άτομο που φέρει τη μεταλλαγή σε δυσκολότερη θέση να επιβιώσει και να αναπαραχθεί. Έτσι δεν μπορεί να “κληροδοτήσει” αυτή τη μεταλλαγή στους απογόνους του και αυτή μοιραία χάνεται. Αντίθετα μια μεταλλαγή που θα προσδώσει στο άτομο ένα πλεονέκτημα (θα κάνει π.χ. ένα βακτήριο ανθεκτικό σ' ένα αντιβιωτικό) έχει αυξημένη πιθανότητα να κληρονομηθεί από τους απογόνους του, ακριβώς επειδή αυτοί είναι πιθανότερο να γεννηθούν και να επιβιώσουν. Ανάλογα λοιπόν με το είδος και την επίδραση των μεταλλαγών, τις οποίες παρατηρούμε στους απογόνους ως νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις, μπορούμε να διακρίνουμε τις εξής κατηγορίες:


    1. Ουδέτερες αντικαταστάσεις. Είναι αυτές που συμβαίνουν σε περιοχές του γονιδιώματος για τις οποίες δεν υπάρχει κάποια εξακριβωμένη λειτουργία και συνεπώς δεν αναμένεται να έχουν επίδραση στη φυσική ικανότητα επιβίωσης του ατόμου. Με την επιφύλαξη ότι ακόμα δε γνωρίζουμε όλες τις λειτουργικές περιοχές για όλα τα γονιδιώματα, μπορούμε να πούμε ότι μια αντικατάσταση που συμβαίνει σε περιοχές που δεν κωδικοποιούν κάποιο προϊόν, (πρωτεΐνη ή RNA) και δεν έχουν ρυθμιστικό ρόλο, είναι ουδέτερη.


    2. Συνώνυμες αντικαταστάσεις. Είναι μέρος των ουδέτερων με την έννοια ότι δεν επηρεάζουν την

    αρμοστικότητα (fitness), την ικανότητα δηλαδή επιβίωσης και αναπαραγωγής του ατόμου, αλλά συμβαίνουν σε γονιδιωματικές αλληλουχίες που κωδικοποιούν χωρίς όμως να αλλάζουν την αλληλουχία των προϊόντων της κωδικοποίησης αυτής. Οι συνώνυμες αντικαταστάσεις αναφέρονται κυρίως για τις αντικαταστάσεις που συμβαίνουν σε πρωτεϊνικά γονίδια και που έχουν ως αποτέλεσμα την κωδικοποιήση του ίδιου αμινοξέος (μέσω του εκφυλισμού του γενετικού κώδικα) με αποτέλεσμα η αλληλουχία της πρωτεΐνης να μην αλλάζει. Στο επίπεδο των λειτουργικών RNA είναι δυσκολότερο να τις ορίσουμε αλλά μπορούμε να πούμε πως οποιαδήποτε αντικατάσταση δε μεταβάλλει τη δευτεροταγή δομή του RNA θα μπορούσε να θεωρηθεί συνώνυμη.


    3. Mη-συνώνυμες αντικαταστάσεις είναι οι αντικαταστάσεις εκείνες που μεταβάλλουν την αλληλουχία της παραγόμενης πρωτεΐνης (η σε αναλογία, τη δευτεροταγή δομή του RNA). Τέτοιου τύπου αντικαταστάσεις ονομάζονται παρα-νοηματικές (mis-sense). Στις μη-συνώνυμες αντικαταστάσεις συμπεριλαμβάνονται και οι μη-νοηματικές (non-sense) αυτές δηλαδή που αντί να αλλάζουν το κωδικοποιούμενο αμινοξύ, δημιουργούν κωδικόνιο λήξης (stop codon). Οι τελευταίες έχουν συντριπτικά επιζήμιο χαρακτήρα, οι παρανοηματικές ωστόσο ενδέχεται να οδηγήσουν σε προϊόντα που θα προσδώσουν πλεονέκτημα στο άτομο που τις φέρει.


    Με βάση το παραπάνω σχήμα, και την ισορροπία μεταξύ συνώνυμων και μη-συνώνυμων αντικαταστάσεων μπορούμε να εξάγουμε χρήσιμα συμπεράσματα για την εξελικτική “τάση” που υπάρχει μεταξύ των απογόνων μιας αλληλουχίας. Έτσι αν σε μια πολλαπλή στοίχιση συγγενικών αλληλουχιών, ορίσουμε ως Ka το ρυθμό με τον οποίο συμβαίνουν μη-συνώνυμες αντικαταστάσεις και Ks τον αντίστοιχο για τις συνώνυμες, ο λόγος Ka/Ks μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να μας δώσει πληροφορίες σχετικά με τον τρόπο με τον οποίο εξελίσσονται οι αλληλουχίες αυτές (Nei and Gojobori 1986)⁠. Πιο συγκεκριμένα:


    Αν Κa/Ks≈1 τότε οι συνώνυμες και οι μη-συνώνυμες αντικαταστάσεις συμβαίνουν με συγκρίσιμους ρυθμούς. Κάτι τέτοιο είναι ενδεικτικό ότι η αλληλουχία που εξετάζουμε δεν υπόκειται σε συγκεκριμένη εξελικτική πίεση και λέμε ότι εξελίσσεται “ουδέτερα” (neutral evolution).


    Αν Κa/Ks>1, οι μη-συνώνυμες δηλαδή αντικαταστάσεις είναι συχνότερες, τότε η αλληλουχία υπόκειται σε “θετική” ή δαρβινική επιλογή (positive, darwinian selection), υπάρχει δηλαδή μια τάση να μεταβληθεί προς μια μορφή με διαφορετικές λειτουργίες (οι οποίες θεωρητικά προσδίδουν πλεονέκτημα).


    Αν τέλος Κa/Ks<1, είναι δηλαδή οι συνώνυμες αντικαταστάσεις που είναι συχνότερες, τότε η αλληλουχία υπόκειται σε “αρνητική” ή “εκκαθαρίζουσα” επιλογή (negative, purifying selection). Η τάση δηλαδή είναι να γίνονται αντικαταστάσεις που δεν αλλάζουν τη λειτουργία της πρωτεΐνης αλλά συμβαίνουν αρκετά συχνά ώστε να μειωθεί η ποικιλομορφία του πληθυσμού μέσω της “εκκαθάρισης” τυχαίων μεταλλάξεων.


    


    Ερώτηση: Τι είδους μεταλλαγή είναι αυτή που προσδίδει σ' ένα βακτήριο ανθεκτικότητα σ' ένα αντιβιωτικό;


    


    Λαμβάνοντας υπόψη τα είδη των αντικαταστάσεων αλλά και την πιθανότητα παρατήρησής τους μέσω μιας πολλαπλής στοίχισης, γίνεται σαφές ότι η εκτίμηση της εξελικτικής απόστασης δύο αλληλουχιών απευθείας από μία πολλαπλή στοίχιση δεν είναι εφικτή. Χρειαζόμαστε μαθηματικά μοντέλα που να μας επιτρέψουν να υπολογίσουμε την απόσταση αυτή, με την καλύτερη δυνατή εκτίμηση του πραγματικού και όχι του φαινομενικού αριθμού αντικαταστάσεων. Στη συνέχεια θα δούμε με ποιον τρόπο μπορούμε να κάνουμε κάτι τέτοιο υιοθετώντας μοντέλα ρυθμών νουκλεοτιδικών αντικατάστασεων.


    


    


    Μοντέλα νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων


    


    Με βάση τα όσα συζητήσαμε παραπάνω, μπορούμε να παραφράσουμε το γνωστό απόσπασμα του George Orwell και να πούμε ότι “όλες οι αντικαταστάσεις είναι ισοπίθανες αλλά κάποιες είναι πιο πιθανές από άλλες”. Πράγματι ο ρυθμός με τον οποίο παρατηρούμε μεταλλαγές σε αλληλουχίες DNA διαφέρει ανάλογα, μεταξύ άλλων και με τη φύση των νουκλεοτιδίων. Στην ενότητα αυτή θα συζητήσουμε μοντέλα νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων που μας βοηθούν να εκτιμήσουμε το ρυθμό με τον οποίο αυτές συμβαίνουν στην πραγματικότητα. Τα μοντέλα αυτά ουσιαστικά θα αποτελούν τετραγωνικούς 4x4 πίνακες, οι τιμές των οποίων αντιστοιχούν στο ρυθμό με τον οποίο κάθε νουκλεοτίδιο μπορεί να αντικατασταθεί από οποιοδήποτε άλλο. Στην Εικόνα 6.2 βλέπουμε πώς μπορούμε να αναπαραστήσουμε σχηματικά τέτοια μοντέλα με διαφορετικό βαθμό πολυπλοκότητας. Το πιο απλό από τα αυτά είναι ένα μοντέλο μίας παραμέτρου α (Εικόνα 6.2α) η οποία αντιστοιχεί στο ρυθμό όλων των πιθανών αντικαταστάσεων, οι οποίες είναι ισοπίθανες. Το μοντέλο αυτό που προτάθηκε από τους Jukes και Cantor το 1969 (Jukes and Cantor 1969)⁠ αντιστοιχεί σε μια εξαιρετικά απλοποιημένη θεώρηση. Κάθε βάση έχει ίση πιθανότητα pA->G = pA->C = pA->Τ = α να μετατραπεί σε κάθεμια από τις άλλες τρεις και πιθανότητα pA->A = 1-3α να μην αντικατασταθεί καθόλου. Από χημικής άποψης γνωρίζουμε ότι οι βάσεις του DNA ανήκουν σε δύο κατηγορίες, τις πουρίνες (A, G) και τις πυριμιδινές (C, T) και ότι η χημική μεταβολή μεταξύ τους (πουρίνη σε πουρίνη, πυριμιδινή σε πυριμιδίνη) που ονομάζουμε “μετάπτωση” (transition) απαιτεί πολύ μικρότερο ενεργειακό άλμα απ' ότι μια αντικατάσταση από τη μία κατηγορία στην άλλη (πουρίνη σε πυριμιδίνη και αντίστροφα) που ονομάζουμε “μεταστροφή” (transversion). To 1980 o Kimura (Kimura 1980)⁠ πρότεινε ένα πιο πολύπλοκο μοντέλο από αυτό των Jukes-Cantor στο οποίο οι ρυθμοί αντικαταστάσεων αντανακλούσαν τη διαφορετική πιθανότητα μεταπτώσεων-μεταστροφών. Το μοντέλο αυτό έχει έτσι δύο παραμέτρους α, β και φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 6.2β, όπου pA->G=α, pA->C=β, pA->Τ=β και κατά συνέπεια pA->A=1-α-2β. Πρακτικά ωστόσο, ακόμα και το μοντέλο του Kimura δεν αποτελεί παρά μια απλούστευση της σύνθετης δυναμικής στην οποία υπόκεινται οι νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις. Ένα πιο σύνθετο μοντέλο, τριών παραμέτρων προτάθηκε το 1992 από τους Tamura και Nei (Tamura 1992)⁠. To μοντέλο αυτό, πέρα από τις δύο παραμέτρους α, β του μοντέλου του Kimura εισήγαγε μια επιπλέον συνεχή παράμετρο θ που αντανακλά το ποσοστό GC% της αλληλουχίας (Εικόνα 6.2γ).
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    Εικόνα 6.2: Διαφορετικά μοντέλα νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων από το απλούστερο μοντέλο μιας παραμέτρου (Jukes-Cantor), στο διπαραμετρικό του Κimura και στο σύνθετο μοντέλο των Tamura-Νei.


    


    


    Θα πρέπει να γίνει εδώ σαφές ότι όλα τα παραπάνω μοντέλα δεν είναι παρά προσεγγίσεις. Με βάση τις παρατηρήσεις που έχει κανείς μπορεί να δημιουργήσει ακόμα πιο σύνθετα μοντέλα αντικαταστάσεων όπου η καθεμία από τις τιμές αντικατάστασης μπορεί να έχει εκτιμηθεί ακριβέστερα με βάση πειραματικές παρατηρήσεις. Στον πίνακα 6.1 φαίνονται πίνακες αντικατάστασεις για το μοντέλο των Jukes-Cantor, αυτό του Kimura αλλά και ενός ad hoc μοντέλου αντικαταστάσεων που μπορεί να φανταστεί κανείς να έχει προκύψει από πραγματικές μετρήσεις. Στην πραγματικότητα, τέτοια μοντέλα “εκτιμήσεων” είναι δύσκολο να προκύψουν για νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις λόγω της δυσκολίας με την οποία μπορεί κανείς να εξαγάγει φυλογενετικές σχέσεις από νουκλεοτιδικές αλληλουχίες μεγάλου μήκους και άγνωστης λειτουργικότητας. Σύνθετα μοντέλα αντικαταστάσεων σε επίπεδο αμινοξικών αλληλουχιών είναι ωστόσο πολύ κοινά. Οι πίνακες PAM και ΒLOSUM που συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 4 είναι ακριβώς τέτοιου είδους μοντέλα, τα οποία χρησιμοποιούμε όχι μόνο για την πραγματοποίηση της στοίχισης πρωτεϊνικών αλληλουχιών αλλά και για τον υπολογισμό εξελικτικών αποστάσεων από αυτές.


    Ας θυμηθούμε εδώ το λόγο για τον οποίο αναζητήσαμε αυτά τα μοντέλα εξαρχής. Ξεκινώντας από μια στοίχιση για την οποία μπορούμε να μετρήσουμε ακριβώς τον αριθμό των φαινομενικών αντικαταστάσεων, θέλουμε να εκτιμήσουμε όσο το δυνατόν καλύτερα τον πραγματικό τους αριθμό και να τον χρησιμοποιήσουμε ως μέτρο της εξελικτικής απόστασης δύο αλληλουχιών. Στην επόμενη ενότητα, θα μπούμε για τα καλά στα μαθηματικά πίσω από αυτήν τη διαδικασία μοντελοποίησης.


    


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Από τους ρυθμούς Αντικατάστασης σε μέτρα Απόστασης


    


    Επιστρέφοντας στο βιολογικό πρόβλημα που συζητάμε σε αυτήν την ενότητα, θέλουμε τώρα να υπολογίσουμε την πραγματική εξελικτική απόσταση μεταξύ των αλληλουχιών Seq1 και Seq2 δεδομένων των παρατηρήσεών μας για d αριθμό φαινομενικών αντικαταστάσεων. Σ' αυτήν την ενότητα θα δούμε πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε ένα μοντέλο νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων για να υπολογίσουμε μια ποσότητα που να είναι όσο το δυνατόν πιο δηλωτική αυτής της απόστασης και που να έχει φυσικά χαρακτηριστικά που να αντιστοιχούν στη βιολογική της έννοια. Θα χρησιμοποιήσουμε, χάριν συντόμευσης των υπολογισμών, το μοντέλο των Jukes-Cantor ως το απλούστερο από τα μοντέλα, καθώς μας ενδιαφέρει κυρίως να δείξουμε τη λογική πίσω από τον υπολογισμό των αποστάσεων[20].


    Στον πίνακα 6.1α βλέπουμε την αναπαράσταση των παραμέτρων του μοντέλου Jukes-Cantor.
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    Πίνακας 6.1: Ρυθμοί αντικατάστασης στο μοντέλο των α) Jukes-Cantor β) Kimura γ) ενός ad hoc μοντέλου


    


    Από τον πίνακα αυτόν προκύπτει ότι ο ρυθμός αντικατάστασης του κάθε νουκλεοτιδίου είναι συνολικά 3α (το άθροισμα των ρυθμών με τους οποίους αντικαθίσταται σε οποιοδήποτε από τα άλλα τρία=α+α+α). Εφόσον μιλάμε για ρυθμό θα μπορούσαμε σχετικά εύκολα να υπολογίσουμε τον αριθμό των αντικαταστάσεων που συμβαίνουν σε μια θέση. Έστω ότι μελετούμε δύο αλληλουχίες Seq1 και Seq2 που απέχουν ίσο χρόνο t από τον κοινό τους πρόγονο. Σε αυτήν την περίπτωση ο συνολικός χρόνος που έχει παρέλθει είναι 2t καθώς θα πρέπει να αναλογιστούμε ότι καθεμία από τις δύο αλληλουχίες εξελίσσεται ανεξάρτητα για χρόνο t. Ο αριθμός των αντικαταστάσεων σε μια συγκεκριμένη θέση θα δίνεται τότε από τη σχέση:
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    To πρόβλημα που έχουμε σε αυτήν την περίπτωση είναι ότι δεν έχουμε (συνήθως) καμία ιδέα για τις τιμές των α και t. Ακόμα χειρότερα το πρόβλημα είναι ότι η σχέση μεταξύ του χρόνου t και των παρατηρήσεών μας, επιτρέπει να έχουν συμβεί πολλές αντικαταστάσεις που δεν παρατηρούμε. Έστω π.χ. ότι σε μια συγκεκριμένη θέση παρατηρούμε διατήρηση ενός καταλοίπου π.χ. του Α αντί για αντικατάστασή του. Πώς θα μπορέσουμε να υπολογίσουμε τον αριθμό των πραγματικών αντικαταστάσεων που έχουν συμβεί μέσα σε χρόνο t; Eίναι σημαντικό εδώ να έχουμε στο μυαλό μας το παράδειγμα της Εικόνας 6.1γ και να θυμηθούμε ότι η παρατήρηση του ίδιου καταλοίπου δε σημαίνει υποχρεωτικά ότι δεν έχουν συμβεί αντικαταστάσεις. Μιλώντας λοιπόν για αντικαταστάσεις γενικώς, ο ρυθμός με τον οποίο συμβαίνει ουσιαστικά η “αντικατάσταση” του Α από τον εαυτό του δίνεται από τη παρακάτω διαφορική εξίσωση:
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    Σημειώστε ότι στην αρχική της μορφή η 6.2 θα περιείχε έναν όρο ίσο με (1-3α)PAA, όμως καθώς δουλεύουμε με ρυθμούς μεταβολής ο όρος αυτός μπορεί να απλοποιηθεί σε 3αPAA καθώς η συνεισφορά του όρου PAA είναι αμετάβλητη στο χρόνο. Η 6.2 μας λέει ότι ουσιαστικά η πιθανότητα διατήρησης/επανεμφάνισης του Α στην ίδια θέση στον εξελικτικό χρόνο εξαρτάται τόσο από το ρυθμό με τον οποίο μετατρέπεται στα G,C και Τ αλλά και από την πιθανότητα διατήρησής του.


    Σε ό,τι αφορά τους ρυθμούς μεταβολής ξέρουμε ότι:
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    Συνδυασμός των εξισώσεων 6.2 και 6.3 δίνει:
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    Επίλυση της διαφορικής εξίσωσης 6.4 δίνει με τη σειρά της:
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    Η 6.5 δίνει το ρυθμό διατήρησης του Α. Λόγω της συμμετρίας του μοντέλου για το οποίο γνωρίζουμε ότι:


    pA->G = pA->C = pA->Τ αλλά και δεδομένου ότι:


    pA->G + pA->C + pA->Τ + pA->Α = 1


    προκύπτει σχετικά εύκολα ότι:


    [image: ]6.6


    Tι μας λένε όμως οι εξισώσεις 6.5 και 6.6 για το ρυθμό των αντικαταστάσεων; Η 6.5 μας δίνει την πιθανότητα μη-παρατήρησης αντικατάστασης σε μια δεδομένη θέση, ενώ η 6.6 μας δίνει τη συμπληρωματική της πιθανότητα να παρατηρούμε μια φαινομενική αντικατάσταση. Πώς μεταφράζεται αυτό πρακτικά; Η πιθανότητα που έχουν οι δύο αλληλουχίες Seq1 και Seq2 να διαφέρουν φαινομενικά κατά μία βάση, δίνεται από την εξίσωση 6.6 και είναι ίση με:


    [image: ]6.7


    (σημειώστε ότι ο εκθέτης είναι -8αt καθώς ο χρόνος είναι τώρα =2t)


    Η εξίσωση 6.7 μας λέει ότι σε θεωρητικά άπειρο χρόνο (οπότε ο εκθετικός όρος τείνει στο 0) οι αντικαταστάσεις που θα παρατηρούμε σε κάθε θέση θα είναι ίσες με D=3/4.


    


    Ερώτηση: Πώς σχετίζεται η τιμή D=3/4 με τη δομή του μοντέλου Jukes-Cantor; Πώς ερμηνεύεται θεωρητικά αυτή η τιμή, πώς καταλαβαίνετε δηλαδή το γεγονός ότι μετά από αρκετά μεγάλο χρονικό διάστημα δύο αλληλουχίες θα διαφέρουν κατά 3/4=75%;


    


    Πράγματι μπορούμε να σκεφτούμε ότι μετά από άπειρο χρόνο, οι δύο αλληλουχίες δεν θα έχουν καμία σχέση μεταξύ τους και με βάση το μοντέλο Jukes-Cantor η πιθανότητα τυχαίας εμφάνισης του ίδιου νουκλεοτιδίου σε μια δεδομένη θέση θα είναι 1/4. Από την άλλη όμως, είναι σαφές πως σε άπειρο χρόνο, ο αριθμός των πραγματικών αντικαταστάσεων θα τείνει επίσης στο άπειρο. Πώς μπορούμε να συνδυάσουμε αυτές τις δύο ποσότητες; Σκεφτείτε ότι έχουμε στα χέρια μας μία εξίσωση που δίνει τον πραγματικό αριθμό των αντικαταστάσεων (με βάση το μοντέλο μας) (6.1) και μία που δίνει το φαινομενικά παρατηρούμενο (6.7). Τόσο η 6.1 όσο και η 6.7 περιέχουν όρους (α, t) που δεν μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε απευθείας καθώς είναι δύσκολο να εκτιμηθούν. Δεν είναι όμως δύσκολο να απαλειφθούν! Ο συνδυασμός τους μας δίνει:


    [image: ]=> [image: ]
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    και λύνοντας ως προς d:
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    Αναλογιστείτε πόσο σημαντική είναι η εξίσωση 6.8. Mας επιτρέπει να εκτιμήσουμε την εξελικτική απόσταση όπως αποτυπώνεται από τον πραγματικό αριθμό αντικαταστάσεων d με βάση ένα μέγεθος που μπορούμε να μετρήσουμε, τον αριθμό των φαινομενικών αντικαταστάσεων D. Η τιμή d έχει πραγματικά χαρακτηριστικά απόστασης και ονομάζεται απόσταση Jukes-Cantor καθώς βασίζεται στο ομώνυμο μοντέλο. Η d σχετίζεται με την D μέσω μιας λογαριθμικής σχέσης από την οποία προκύπτει ότι για μικρά D (D<1/4) οι δύο τιμές είναι πρακτικά ίσες d≈D, ενώ για D>1/2 η d αρχίζει να γίνεται σημαντικά μεγαλύτερη της D. Το βασικό πλεονέκτημα της σχέσης 6.8 είναι ότι ξεπερνά τον περιορισμό της οριακής τιμής D=3/4, καθώς το όριο της d για D=3/4 τείνει στο άπειρο όπως θα αναμέναμε με βάση τους συλλογισμούς που αναπτύξαμε παραπάνω (Jukes and Cantor 1969)⁠.


    Για πιο σύνθετα μοντέλα όπως αυτό των δύο παραμέτρων (Kimura 1980)⁠ η διαδικασία εξαγωγής της μαθηματικής σχέσης που συνδέει τον αριθμό των πραγματικών και των φαινομενικών καταστάσεων είναι πιο πολύπλοκη, λόγω ακριβώς της ύπαρξης περισσότερων από μίας παραμέτρων. Η λογική, ωστόσο, δεν αλλάζει. Ο αναγνώστης που θέλει να εμβαθύνει σε αυτό το σημείο παραπέμπεται στη σχετική βιβλιογραφία στο τέλος του κεφαλαίου.


    


    


    Η υπόθεση του “μοριακού ρολογιού” και υπολογισμός χρόνου απόκλισης


    


    Οι σχέσεις που είδαμε στην προηγούμενη ενότητα και η εφαρμογή τους σε φυλογενετικές αναλύσεις είναι πολύ σημαντικές, υπόκεινται όμως σε μια βασική παραδοχή, η οποία θα πρέπει να συζητηθεί πιο αναλυτικά. Η παραδοχή αυτή είναι ότι ο ρυθμός με τον οποίο συμβαίνουν οι αντικαταστάσεις είναι σταθερός. Η υπόθεση αυτή του σταθερού ρυθμού είναι γνωστή και ως “υπόθεση του μοριακού ρολογιού”. Oι ρίζες της βρίσκονται στις μελέτες των Emil Ζuckerkandl και Linus Pauling οι οποίοι παρατήρησαν ήδη από το 1962 ότι ο αριθμός των αντικαταστάσεων αμινοξέων στο γονίδιο της αιμοσφαιρίνης εμφάνιζε μια γραμμική σχέση με τον εκτιμώμενο χρόνο απόκλισης μεταξύ των ειδών (Zuckerkandl and Pauling 1962)⁠. Η ιδέα του σταθερού ρυθμού αντικαταστάσεων βρίσκεται στη βάση όχι μόνο των υπολογισμών αποστάσεων όπως αυτές που είδαμε παραπάνω αλλά της δημιουργίας φυλογενετικών δέντρων με διάφορες μεθόδους όπως θα δούμε παρακάτω. Και παρόλο που η υπόθεση δεν ισχύει σε απόλυτο βαθμό, πολλές φορές είναι μια αρκετά ικανοποιητική προσέγγιση. Καλό είναι να έχουμε επίσης υπόψη πως το μοριακό ρολόι δεν “τρέχει” με την ίδια ταχύτητα για όλες τις αλληλουχίες. Έτσι μη-κωδικές αλληλουχίες είναι αναμενόμενο να μεταβάλλονται πιο γρήγορα από τις κωδικές αλλά και μεταξύ των κωδικών αλληλουχιών υπάρχουν διαφοροποιήσεις που οφείλονται στο είδος και τη λειτουργία των γονιδίων. Στην Εικόνα 6.3 βλέπουμε δεδομένα προσομοίωσης για το βαθμό αντικαταστάσεων αμινοξέων σε συνάρτηση με τον χρόνο απόκλισης για τρία διαφορετικά είδη πρωτεϊνών. Βλέπουμε ότι πρωτεΐνες με πολύ σημαντική λειτουργία που είναι υψηλά συντηρημένες (π.χ. το κυτόχρωμα C) μεταβάλλονται πολύ πιο αργά από δομικές πρωτεΐνες (π.χ. ινοσυνδετίνη) που μπορούν να “αντέξουν” μεγαλύτερο αριθμό αντικαταστάσεων.
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    Εικόνα 6.3: Δεδομένα προσωμοίωσης νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων για τρεις διαφορετικές πρωτεΐνες με διαφορετικό ρυθμό αντικαταστάσεων. Μπλε:κυττόχρωμα C, πράσινο: ανοσοσφαρίνη ΙgA, κόκκινο: ινοσυνδετίνη. Οι ευθείες γραμμές με σταθερή κλίση είναι δηλωτικές της ύπαρξης μοριακού ρολογιού που όμως διαφέρει σε ρυθμό μεταξύ των οικογενειών (MΥr: εκατομμύρια χρόνια).



    


    


    Σε γενικές γραμμές η ταχύτητα του μοριακού ρολογιού εξαρτάται από μια πληθώρα παραμέτρων που περιλαμβάνουν τόσο το είδος της πρωτεΐνης όσο και τους οργανισμούς στους οποίους διενεργείται η ανάλυση, το ενεργό μέγεθος πληθυσμού και τους χρόνους γενεάς τους (Kumar 2005)⁠. Παρότι, όπως είπαμε παραπάνω, είναι μια βολική και πρακτική υπόθεση, θα πρέπει να έχουμε πάντα υπόψη μας ότι αποτελεί μία ακομα προσέγγιση.


    


    Ερώτηση: Τι συμπέρασμα θα βγάζατε αν παρατηρούσατε μια καμπύλη αντί για ευθεία στην Εικόνα 6.3; Τι διαφορά θα είχε αν η καμπύλη ήταν κυρτή ή κοίλη;


    


    


    Ανασυστήνοντας την εξελικτική ιστορία. Φυλογενετικά δέντρα


    


    Έχοντας λύσει το πρόβλημα του υπολογισμού των αποστάσεων, στρεφόμαστε τώρα στο πρόβλημα της ανασύστασης των εξελικτικών σχέσεων μεταξύ αλληλουχιών. Στο σημείο αυτό θα χρειαστεί να κάνουμε μια εισαγωγή στα φυλογενετικά δέντρα, καθώς αποτελούν το βασικό τρόπο αναπαράστασης της εξελικτικής ιστορίας όπως προκύπτει από μια φυλογενετική ανάλυση.


    Από βιολογική άποψη, τα φυλογενετικά δέντρα είναι διαγράμματα που απεικονίζουν τις σχέσεις γειτνίασης (ομοιότητας) μεταξύ βιολογικών “αντικειμένων”. Οι σχέσεις ομοιότητας αντανακλούν την εξελικτική “συγγένεια” μεταξύ των αντικειμένων αυτών (που μπορεί να είναι μορφολογικά χαρακτηριστικά αλλά ολοένα και συχνότερα είναι αλληλουχίες) και με αυτόν τον τρόπο τα δέντρα αντιστοιχούν κατά κάποιον τρόπο στη “γενεαλογία” των αλληλουχιών/οργανισμών. Από μαθηματικής πλευράς τα φυλογενετικά δέντρα ανήκουν σε μια γενικότερη κατηγορία γράφων (graphs) που ονομάζονται “μη-κατευθυνόμενοι ακυκλικοί γράφοι” (undirected acyclic graphs). Στην Εικόνα 6.4 μπορείτε να δείτε παραδείγματα φυλογενετικών δέντρων που αναπαριστάνουν τα ίδια (ή σχεδόν ίδια) δεδομένα με διαφορετικές παραλλαγές. Πριν περάσουμε στη συζήτηση των επιμέρους αυτών παραλλαγών καλό είναι να αναλύσουμε τα στοιχεία που συνθέτουν ένα δέντρο.


    Κάθε φυλογενετικό δέντρο βασίζεται στις σχέσεις Ν “αντικειμένων” που ονομάζονται λειτουργικές ταξινομικές μονάδες (operational taxonomic units, OTU). Ο αριθμός των OTU αντιστοιχεί στο μέγεθος του δέντρου και στην τελική του μορφή το φυλογενετικό δέντρο θα έχει Ν “φύλλα”, N δηλαδή απολήξεις, οι οποίες θα επισημαίνονται πάντοτε με το αντίστοιχο όνομα της κάθε ταξινομικής μονάδας. Η εσωτερική δομή του δέντρου καθορίζεται από την κατανομή των “κλάδων” (ή ακμών), που αποτελούν τις γραμμές που ενώνουν τα διάφορα στοιχεία του, και των εσωτερικών σημείων, “κόμβων”, στα οποία διακλαδίζονται οι γραμμές αυτές. Όπως συζητήσαμε και παραπάνω, οι OTU, για τους σκοπούς αυτού του βιβλίου θα είναι αποκλειστικά αλληλουχίες, συνεπώς στο εξής όταν συζητάμε για ένα δέντρο με 10 φύλλα ή ΟΤU, θα αναφερόμαστε σε 10 αλληλουχίες.


    Ο τρόπος με τον οποίον οι OTU διατάσσονται στο δέντρο είναι αυτό που ονομάζουμε “τοπολογία” του δέντρου. Η τοπολογία είναι ένα από τα βασικά χαρακτηριστικά ενός φυλογενετικού δέντρου καθώς μας δίνει τη σειρά με την οποία έχουν αποκλίνει οι διάφορες OTU μεταξύ τους, που στην ουσία αποτελεί και την ποιοτική αποτύπωση των εξελικτικών τους σχέσεων. Στην Εικόνα 6.4α για παράδειγμα, η τοπολογία του δέντρου μας λέει ότι η αλληλουχία Α είναι πιο κοντά εξελικτικά στη β, έπειτα στην C και τέλος στην D. Διατρέχοντας το δέντρο από πάνω προς τα κάτω η σειρά των διακλαδώσεων (branching order) του δέντρου αποδίδει τη σειρά με την οποία τα διάφορα OTU προβλέπονται να απέκκλιναν από τους κοινούς τους προγόνους. Ο τύπος του δέντρου της Εικόνας 6.4α ονομάζεται “κλαδόγραμμα” και περιέχει μόνο την ποιοτική πληροφορία της σειράς των διακλαδώσεων. Κατά συνέπεια μπορεί μόνο να μας πει ότι οι Α και Β είχαν έναν κοινό πρόγονο, ο οποίος είχε έναν κοινό πρόγονο με την C, ο οποίος με τη σειρά του είχε έναν κοινό πρόγονο με την D (στο σημείο που όλοι οι κλάδοι του δέντρου συγκλίνουν).


    [image: ]


    


    Εικόνα 6.4: Παραδείγματα Δέντρων. α) Κλαδόγραμμα χωρίς μήκους κλάδων β) Φυλόγραμμα όπου τα μήκη των κλάδων αντιστοιχούν σε χρόνους απόκλισης. γ) Δεντρο χωρίς ρίζα δ) Κλαδόγραμμα που είναι τοπολογικά ισοδύναμο του (β) ε) Κλαδόγραμμα που δεν είναι τοπολογικά ισοδύναμο του (β) στ) Προσθήκη εξω-ομάδας σε δέντρο για τον εντοπισμό της ρίζας.


    


    


    Ένας άλλος τύπος δέντρου για τα ίδια δεδομένα φαίνεται στην Εικόνα 6.4β. Το δέντρο αυτό, που ονομάζεται “φυλόγραμμα” περιέχει την ίδια ποιοτική πληροφορία με το κλαδόγραμμα της 6.4α, καθώς η τοπολογία τους είναι πανομοιότυπη. Επιπλέον όμως, περιέχει ποσοτική πληροφορία για την προβλεπόμενη απόσταση σε εξελικτικό χρόνο μεταξύ των φύλλων και των κοινών τους προγόνων. Οι κοινοί αυτοί πρόγονοι αντιστοιχούν στα εσωτερικά σημεία διακλαδώσεων (Χ και Υ) τα οποία και ονομάζονται “κόμβοι” (nodes) του δέντρου. Στην Εικόνα 6.4β, το μήκος, σε κάθετη κατεύθυνση, μεταξύ των κόμβων Χ και Υ και των φύλλων αντιστοιχεί σε ένα μέτρο της εξελικτικής απόστασης μεταξύ τους. Έτσι η αλληλουχία Α προβλέπεται πως απέχει χρόνο t από τον πρόγονο Χ που μοιράζεται με τη Β και αντίστοιχα η απόστασή της με τη β ισούται με 2t (βλέπε και παραπάνω). Tα φυλογράμματα και τα κλαδογράμματα είναι τα πιο κοινά ήδη δέντρων που θα συναντήσουμε χωρίς αυτό να σημαίνει ότι δεν υπάρχουν άλλοι τρόποι αναπαράστασης. Στην Εικόνα 6.4γ βλέπουμε το ίδιο τοπολογικά δέντρο να αναπαρίσταται με μια διαφορετική μορφή. Σημειώστε ότι τα 6.4α,β και γ είναι τοπολογικά ισοδύναμα και ότι υπό προϋποθέσεις, τα μήκη των κλάδων του 6.4γ μπορούν να είναι και ποσοτικά ισοδύναμα και με αυτά του δέντρου 6.4β. Το μόνο που αλλάζει είναι ο τρόπος αναπαράστασης.


    Σε ό,τι αφορά την τοπολογία, υπάρχει η δυνατότητα πολλαπλών αναπαραστάσεων απολύτως ισοδύναμων (ταυτόσημων) δέντρων. Έτσι π.χ. το δέντρο της Εικόνας 6.4δ δεν διαφέρει σε τίποτα από το αντίστοιχο της 6.4β. Η φαινομενική αλλαγή στη σειρά των Α και Β δεν αλλάζει τη συνολική τοπολογία κι αυτό γιατί μεταθέσεις μεταξύ κλάδων που καταλήγουν σε φύλλα (που ονομάζονται εξωτερικοί κλάδοι) είναι επιτρεπτές εφόσον δεν αλλάζουν τη διάταξη των κόμβων ή κλάδων που δεν καταλήγουν σε φύλλα (που ονομάζονται εσωτερικοί). Στην Εικόνα 6.4δ ο κοινός πρόγονος των Α, Β εξακολουθεί να είναι στην ίδια θέση και το δέντρο είναι πρακτικά ισοδύναμο με το 6.4β. Αντίθετα, στην Εικόνα 6.4ε η μετάθεση έχει συμβεί μεταξύ εξωτερικών κλάδων που αλλάζουν τη θέση των κοινών προγόνων. Στη θέση του Χ τώρα θα πρέπει να φανταστούμε τον κοινό πρόγονο των A και C και αντίστοιχα για τη θέση του Y. Τα δέντρα δ και ε δεν είναι ισοδύναμα. Ένας πιο απλός τρόπος για να το καταλάβετε είναι να φανταστείτε ένα κλαδόγραμμα για το ε. Εφόσον η σειρά διακλαδώσεων διαφέρει μεταξύ δύο κλαδογραμμάτων, η τοπολογία των δέντρων είναι διαφορετική.


    


    Ερώτηση: Πόσες παραλλαγές του δέντρου 6.4β, που να είναι τοπολογικά ισοδύναμες, μπορείτε να σχεδιάσετε;


    


    Στην Εικόνα 6.4στ τέλος, φαίνεται ένα δέντρο που έχει μεγάλη ομοιότητα με τα ισοδύναμα β, δ, το οποίο περιλαμβάνει μια επιπλέον ταξινομική μονάδα Ο. Η προσθήκη μιας επιπλέον OTU κατά την κατασκευή φυλογενετικών δέντρων γίνεται πολύ συχνά με σκοπό τη δημιουργία μιας “ρίζας” στο δέντρο. Αν αγνοήσουμε την Ο, τότε τα δέντρα 6.4β και 6.4δ διαφέρουν μόνο στην ύπαρξη ενός επιπλέον κόμβου στο σημείο R. Ονομάζουμε τον κόμβο αυτόν “ρίζα” του φυλογενετικού δέντρου, σε ό,τι αφορά τη σύγκριση των ταξινομικών μονάδων Α, Β, C και D και αναφερόμαστε στην O ως την “έξω-ομάδα” (outgroup) του δέντρου. Η επιλογή της εξω-ομάδας, ως μιας ταξινομικής μονάδας που γνωρίζουμε ότι απέχει εξελικτικά αρκετά από όλα τα στοιχεία που αναλύουμε, γίνεται με σκοπό να προστεθεί η ρίζα στο δέντρο μας, έτσι ώστε να μπορέσουμε να έχουμε επιπλέον πληροφορία για τον κοινό πρόγονο όλων των OTU. Έτσι, στην Εικόνα 6.4στ, το R αντιστοιχεί στον κοινό πρόγονο των Α, Β, C και D, ενώ επιπλέον μπορούμε να υπολογίσουμε την απόσταση του Υ από αυτόν (tR).


    Έχοντας συνοψίσει τα βασικά χαρακτηριστικά των φυλογενετικών δέντρων σε αυτήν την ενότητα, είναι καλό να σημειώσουμε ένα ακόμα: Κάθε δέντρο που προκύπτει από μια φυλογενετική ανάλυση αποτελεί το προϊόν μιας σειράς υποθέσεων σε συνδυασμό με πολλούς (συχνά πολύπλοκους) υπολογισμούς. Είναι έτσι ένα δέντρο που εμείς συνάγουμε από τα δεδομένα μας με κάποιες παραδοχές και που είναι αδύνατον να συγκριθεί με το πραγματικό δέντρο, το οποίο δεν μπορούμε να γνωρίζουμε. Θα πρέπει λοιπόν πάντα να θυμόμαστε ότι μιλάμε για συναγόμενα (inferred) δέντρα που δεν αποτελούν παρά την καλύτερη εκτίμησή μας για την πραγματική “διαδρομή” των αλληλουχιών σε εκατομμύρια χρόνια εξέλιξης. Θα επανέλθουμε σε αυτό το λεπτό αλλά ουσιαστικό σημείο στο τέλος του Κεφαλαίου.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ. Αριθμός Πιθανών Δέντρων για Ν ταξινομικές μονάδες


    


    Η φυλογενετική ανάλυση είναι ένα βιολογικό πεδίο που απαίτησε την εφαρμογή υπολογιστικών μεθόδων από πολύ νωρίς. Ένας από τους λόγους είναι η εξαιρετικά μεγάλη πολυπλοκότητα των προβλημάτων που σχετίζονται με τη δημιουργία φυλογενετικών δέντρων, η οποία πηγάζει από ένα απλό ζήτημα συνδυαστικής, το οποίο μπορεί να συνοψιστεί στο εξής ερώτημα, το οποίο τέθηκε και λίγο πιο πάνω:


    Πόσα είναι τα πιθανά δέντρα που μπορούμε να σχηματίσουμε για την αναπαράσταση των φυλογενετικών σχέσεων Ν ταξινομικών μονάδων;


    Θα απαντήσουμε σε αυτό το ερώτημα σταδιακά, ξεκινώντας από την απλούστερη περίπτωση όπου Ν=3 (για Ν=2 δεν υπάρχει δέντρο καθώς υπάρχει μία μοναδική σχέση). Ένα δέντρο με Ν=3 έχει μόνο μία πιθανή τοπολογία όπως φαίνεται στο αριστερό, πάνω μέρος Εικόνας 6.5. Για Ν=3, υπάρχουν 3 κλάδοι συνολικά και μόλις ένας κόμβος όπου συναντώνται τα 3 OTU. Αν τώρα περάσουμε σε ένα σχήμα με Ν=4 μπορούμε να φανταστούμε ότι η επιπλέον OTU μπορεί να τοποθετηθεί στο υπάρχον δέντρο σε 3 διαφορετικές θέσεις, σε καθέναν δηλαδή από τους τρεις κλάδους του Ν3 δέντρου, όπως βλέπουμε στην Εικόνα 6.5. Προκύπτουν έτσι 3 δέντρα, καθένα από τα οποία έχει 2 κόμβους και 5 κλάδους. Με απολύτως αντίστοιχο τρόπο μια επιπλέον OTU θα μπορέσει να προστεθεί σε καθέναν από τους 5 αυτούς κλάδους, σε καθένα από τα 3 πιθανά δέντρα με Ν=4, δίνοντας έτσι 15 πιθανά δέντρα με Ν=5.
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    Εικόνα 6.5: Σταδιακή δημιουργία δέντρων με αυξανόμενο αριθμό ταξινομικών μονάδων


    


    


    Ακολουθώντας αυτή τη διαδικασία για Ν=6, 7 κ.ο.κ βλέπουμε ότι προκύπτει μια αναδρομική σχέση που μπορούμε να εκμεταλλευτούμε για να υπολογίσουμε τον αριθμό των πιθανών δέντρων για οποιοδήποτε Ν. Αυτή βασίζεται στα εξής:


    1. Για ένα οποιοδήποτε δέντρων Ν στοιχείων υπάρχουν Ν-2 κόμβοι. Aυτό συμβαίνει γιατί κάθε καινούργιο φύλλο θα δημιουργεί έναν επιπλέον κόμβο από το σημείο που υπάρχουν τουλάχιστον 2 φύλλα (OTU).


    2. Για κάθε κόμβο που υπάρχει σε ένα δέντρο υπάρχουν 3 κλάδοι στους οποίους μπορεί να προστεθεί μια επιπλέον ταξινομική ομάδα. Λαμβάνοντας υπόψη ότι 2 γειτονικοί κόμβοι μοιράζονται ακριβώς έναν κοινό κλάδο, ο αριθμός των κλάδων σε σχέση με τον αριθμό των κόμβων δίνεται από τη σχέση:
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    δηλαδή 3 κλάδοι για κάθε κόμβο, αφαιρώντας το πλήθος των κόμβων-1 για να μην μετρηθούν δύο φορές οι κοινοί κλάδοι. Αντικαθιστώντας τώρα στην παραπάνω εξίσωση τον αριθμό των κόμβων ως Ν-2 έχουμε:
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    που σημαίνει ότι σε κάθε δέντρο με Ν φύλλα, υπάρχουν 2Ν-3 κλάδοι στους οποίους μπορεί να προστεθεί ένα επιπλέον φύλλο. Αν ορίσουμε ΔΝ τον αριθμό των δέντρων με Ν φύλλα, τότε προκύπτει ότι:
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    Η εξίσωση 6.9 είναι αναδρομική σχέση, υπολογίζει δηλαδή τον αριθμό δέντρων για Ν+1 ως συνάρτηση του αριθμού των δέντρων για Ν. Αν θελήσουμε να αναπτύξουμε τη σχέση αυτή προκύπτει ότι:
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    Η 6.10 είναι ουσιαστικά ένα γινόμενο από μια σειρά από παράγοντες 2Ν-5, 2Ν-7, 2Ν-9,...,1. Ανάπτυξη αυτού του γινομένου δίνει:
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    Ερώτηση: Προσπαθήστε να εξαγάγετε τη σχέση 6.11 από την 6.10.


    


    Αυτό που έχει μεγαλύτερη σημασία είναι να κατανοήσετε τον τεράστιο αριθμό δέντρων που προκύπτει ακόμα και για μικρά Ν. Για Ν=5, τα δέντρα είναι 15, για Ν=6 υπάρχουν 105 δέντρα και για Ν=10 τα δέντρα είναι περισσότερα από 2 εκατομμύρια! Ακόμα χειρότερα, οι αριθμοί αυτοί αντιστοιχούν στα δέντρα χωρίς ρίζα. Αν κανείς θέλει να υπολογίσει τον αντίστοιχο αριθμό δέντρων με ρίζα μπορεί να φανταστεί ότι η τοποθέτηση μιας ρίζας σε δέντρο με Ν φύλλα είναι ανάλογη με την προσθήκη ενός ακόμα φύλλου. Έτσι ο αριθμός των δέντρων με ρίζα για Ν φύλλα είναι ίσος με τον αριθμό των δέντρων χωρίς ρίζα για Ν+1 φύλλα. Ο αντίστοιχος τύπος είναι:
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    η απόδειξη του οποίου αφήνεται σαν άσκηση για τον αναγνώστη.


    Μέχρι εδώ θα πρέπει να έχετε καταλάβει τους λόγους για τους οποίους η δημιουργία φυλογενετικών δέντρων είναι μια δύσκολη υπόθεση που απαιτεί υποχρεωτικά τη χρήση υπολογιστικών μεθόδων. Πώς όμως μπορούμε να κατασκευάσουμε το καλύτερο δυνατό δέντρο; Στις επόμενες ενότητες θα δούμε πώς αυτό μπορεί να γίνει με διαφορετικές μεθόδους.


    


    


    


    


    Μέθοδοι για τη δημιουργία φυλογενετικών δέντρων


    


    Οι μέθοδοι δημιουργίας φυλογενετικών δέντρων διακρίνονται βασικά σε δύο μεγάλες κατηγορίες. Στις μεθόδους αποστάσεων και στις μεθόδους ελαχιστοποίησης κριτηρίων.


    Οι πρώτες βασίζονται, όπως φαίνεται κι από το όνομά τους, σε έναν πίνακα αποστάσεων μεταξύ των ταξινομικών μονάδων. Σημείο εκκίνησης είναι δηλαδή μια μήτρα αριθμητικών τιμών που υποδηλώνουν με κάποιον ποσοτικό τρόπο τις ανά ζεύγη εξελικτικές αποστάσεις όλων των αλληλουχιών (στις περιπτώσεις που εξετάζουμε, θα είναι πάντα αλληλουχίες). Οι πιο γνωστές τέτοιες μέθοδοι είναι οι UPGMA και Neighbour Joining (NJ).


    Οι μέθοδοι ελαχιστοποίησης κριτηρίων αποτελούν μια κατηγορία πιο εκλεπτυσμένων μεθόδων που βασίζονται στην προσπάθεια εύρεσης μιας βέλτιστης λύσης σε ένα πρόβλημα ελαχιστοποίησης. Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες είναι η μέθοδοι της Μέγιστης Φειδωλότητας (Μaximum Parsimony, MP) και της Μέγιστης Πιθανοφάνειας (Maximum Likelihood, ML). Σε αντίθεση με τα ονόματά τους είναι στην ουσία μέθοδοι που προσπαθούν να ελαχιστοποιήσουν μια ποσότητα. Στην μέθοδο MP η ποσότητα αυτή είναι ο αριθμός των αντικαταστάσεων καταλοίπων, ενώ στην ML η ποσότητα που πρέπει να ελαχιστοποιηθεί είναι η διαφορά μεταξύ των παρατηρούμενων θέσεων στο δέντρο και μιας πιθανότητας που προκύπτει από ένα μοντέλο.


    Στη συνέχεια θα δούμε τις τέσσερις αυτές μεθόδους πιο αναλυτικά με τη σειρά που τις αναφέραμε, πριν περάσουμε σε μια γενικότερη συζήτηση για τις ομοιότητες και τις διαφορές τους.


    


    


    Μέθοδοι Aποστάσεων


    


    Οι μέθοδοι αποστάσεων ξεκινούν την κατασκευή ενός δέντρου με βάση έναν πίνακα που περιέχει τις ανα-ζεύγος αποστάσεις μεταξύ των αλληλουχιών που θα συγκριθούν. Ο αντικειμενικός στόχος των μεθόδων αποστάσεων είναι να δημιουργήσουν ένα δέντρο του οποίου τόσο η τοπολογία, όσο και τα μήκη των κλάδων να συμφωνούν όσο το δυνατόν περισσότερο με τις παρατηρούμενες αποστάσεις. Οι μέθοδοι αποστάσεων όπως η UPGMA και η NJ που θα δούμε στη συνέχεια, έχουν το πλεονέκτημα ότι είναι εξαιρετικά γρήγορες και συνεπώς είναι ιδιαίτερα χρήσιμες για τη δημιουργία μεγάλων δέντρων, όπου αναλύονται ταυτόχρονα περισσότερες π.χ. από 50 ή και 100 αλληλουχίες.


    


    


    UPGMΑ και υπερμετρικά δέντρα


    


    Η μέθοδος UPGMA (Sokal and Michener 1958)⁠ παίρνει το όνομά της από το ακρωνύμιο “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages”, που μπορεί να μεταφραστεί ελεύθερα σε “Μη-σταθμισμένη Ζευγαρωτή Μέθοδος Αριθμητικών Μέσων” και που περιγράφει σε μεγάλο βαθμό τη διαδικασία που ακολουθείται για τη δημιουργία του δέντρου. Η UPGMA ξεκινά από έναν πίνακα αποστάσεων και σχηματίζει ένα δέντρο ιεραρχικά με την εξής απλή διαδοχή βημάτων:


    Μέσα στον πίνακα αποστάσεων D εντοπίζεται το στοιχείο με την μικρότερη τιμή D[i,j]. Αυτή αντιστοιχεί στις δύο αλληλουχίες i, j με την μικρότερη απόσταση. Οι αλληλουχίες αυτές θα ενωθούν πρώτες.


    Δημιουργείται σταδιακά ένα δέντρο από κάτω (από τα φύλλα) προς τα πάνω (τη ρίζα). Τα πρώτα δύο φύλλα του δέντρου είναι τα i, j, που ενώνονται σε έναν κόμβο x ο οποίος απέχει από αυτά ίσο μήκος l=D[i,j]/2. Στο σημείο αυτό εφαρμόζεται η βασική παραδοχή της UPGMA για συμμετρικά μήκη κλάδων ίσα με τον αριθμητικό μέσο των αποστάσεων.


    Επιστρέφοντας στον πίνακα αποστάσεων D, δημιουργούμε έναν νέο πίνακα D' με διαστάσεις (Ν-1)2 αντί για N2 που είχε ο D. Αυτό συμβαίνει γιατί τη θέση των i, j στον πίνακα D' παίρνει ένα στοιχείο x που αντιστοιχεί στον κόμβο του δέντρου στον οποίο ενώθηκαν οι αλληλουχίες i, j. Oι νέες αποστάσεις κάθε αλληλουχίας s του πίνακα D' με το x υπολογίζονται να είναι ίσες με τον αριθμητικό μέσο των αποστάσεων που είχε η s από τις i, j έτσι ώστε D'[s,x]=(D[i,s]+D[j,s])/2.


    Στον πίνακα D' επιλέγεται το στοιχείο με την μικρότερη τιμή D'[m,n]. Oι αλληλουχίες m, n ενώνονται σε κόμβο y που απέχει από αυτές μήκος κλάδου D'[m,n]/2 και η ίδια διαδικασία επαναλαμβάνεται έως ότου να μην υπάρχουν άλλα στοιχεία στον πίνακα αποστάσεων.


    Ένας απλοποιημένος σχετικά αλγόριθμος για την υλοποίηση της UPGMA περιγράφεται παρακάτω, ενώ η διαδοχή των βημάτων 1-4 που μόλις συζητήσαμε φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 6.6.


    


    Αλγόριθμος :: UPGMA


    Διάβασε Πίνακα Αποστάσεων D[Ν2]


    Αρχικοποίηση: Ένα δέντρο Τ


     Δέντρο: για όσο υπάρχουν στοιχεία στον Πίνακα D


     Εντόπισε το μικρότερο στοιχείο D[i,j];


     Ένωσε τα στοιχεία i,j σε έναν κόμβο x[k] του δέντρου Τ


     Υπολόγισε μήκος κλάδου l[i, x[k]]=l[j, x[k]]=D[i,j]/2


     Υπολόγισε νέες αποστάσεις όλων των στοιχείων του D


     για κάθε στοιχείο s του D (εκτός i,j)


     D[s,x]=(D[i,s]+D[j,s])/2


     Επιστροφή στο Δέντρο


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Το δέντρο Τ με τα μήκη κλάδων l


    Τερματισμός


    


    H UPGMA είναι η πιο απλή και διαισθητικά προφανής μέθοδος δημιουργίας δέντρων αποστάσεων. Είναι ιδιαίτερα γρήγορη και παράγει ικανοποιητικά δέντρα ακόμα και για μεγάλο αριθμό αλληλουχιών, ωστόσο βασίζεται σε κάποιες αρκετά περιοριστικές παραδοχές που θα πρέπει να θυμόμαστε.


    Η πρώτη και βασικότερη παραδοχή της UPGMA είναι ότι ο ρυθμός αντικαταστάσεων είναι σταθερός για όλους τους κλάδους του δέντρου, ότι ισχύει, δηλαδή, η υπόθεση του μοριακού ρολογιού που συζητήσαμε σε προηγούμενη ενότητα. Εξαιτίας της παραδοχής αυτής, τα δέντρα που παράγονται με την UPGMA είναι εξ' ορισμού δέντρα με ρίζα, καθώς οι αποστάσεις ακόμα και των ψηλότερων ιεραρχικά κλάδων μπορούν να υπολογιστούν ακριβώς μέσω των αριθμητικών μέσων.


    Η παραδοχή του μοριακού ρολογιού οδηγεί σε μια δεύτερη βασική ιδιότητα των UPGMA δέντρων. Δεδομένου του σταθερού ρυθμού αντικαταστάσεων τα αθροίσματα των μηκών των κλάδων που οδηγούν από δύο αλληλουχίες i, j, σε μια τρίτη αλληλουχία k θα είναι πάντοτε ίσα μεταξύ τους. Η ιδιότητα αυτή μπορεί να γενικευτεί στην εξής πρόταση:


    Δεδομένων τριών αποστάσεων ανα-ζεύγη μεταξύ τριών αλληλουχιών, οι δύο μεγαλύτερες από αυτές θα είναι πάντοτε ίσες μεταξύ τους.


    Η ιδιότητα αυτή ονομάζεται υπερμετρικότητα (ultrametricity). Η υπερμετρικότητα ισχύει για ποσότητες που υπολογίζονται έμμεσα (όπως για παράδειγμα οι χρόνοι απόκλισης ειδών από έναν κοινό πρόγονο), αλλά δεν ισχύει υποχρεωτικά για πίνακες αποστάσεων που βασίζονται σε υπολογισμούς αντικαταστάσεων, καθώς οι αντικαταστάσεις υπόκεινται σε τυχαίες διακυμάνσεις.
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    Εικόνα 6.6: Σχηματική περιγραφή της μεθόδου UPGMA


    


    Η UPGMA επιβάλλει την υπερμετρικότητα στα δέντρα που δημιουργεί, κάτι που μπορεί να είναι προβληματικό στην περίπτωση που δεν ισχύει η αρχική υπόθεση του μοριακού ρολογιού. Σε περιπτώσεις που αυτή δεν ισχύει (και είναι πολλές) θα πρέπει κανείς να σκεφτεί εναλλακτικές μεθόδους δημιουργίας δέντρων, όπως αυτές που θα συζητήσουμε στη συνέχεια.


    


    


    Νeighbour Joining (NJ) και προσθετικά δέντρα


    


    H παραδοχή του μοριακού ρολογιού μπορεί να οδηγήσει μεθόδους όπως η UPGMA να δημιουργήσουν λανθασμένα δέντρα εφόσον δεν ισχύει η υπερμετρικότητα. Ωστόσο, η ιδιότητα της υπερμετρικότητας εμπεριέχει την ύπαρξη ενός -λιγότερο αυστηρού- περιορισμού στους πίνακες αποστάσεων, της ιδιότητας της προσθετικότητας (additivity). Σύμφωνα με την αρχή της προσθετικότητας η απόσταση μεταξύ δύο οποιωνδήποτε φύλλων του δέντρου θα είναι πάντοτε ίση με το άθροισμα των κλάδων που τα συνδέουν. Η προσθέτικοτητα είναι απευθείας απόρροια της αρχής της υπερμετρικότητας αλλά το αντίθετο δεν ισχύει. Ένα δέντρο μπορεί να είναι προσθετικό χωρίς να είναι υπερμετρικό και αυτό μας επιτρέπει να χρησιμοποιήσουμε την προσθετική ιδιότητα χωρίς να υποθέτουμε την ύπαρξη μοριακού ρολογιού.


    Το παράδειγμα της Εικόνας 6.7 μπορεί να μας βοηθήσει να καταλάβουμε καλύτερα την αρχή της προσθετικότητας. Στην Εικόνα 6.7α βλέπουμε ένα απλό δέντρο με τέσσερα φύλλα που ορίζεται από δύο διακλαδώσεις. Σύμφωνα με την τοπολογία του δέντρου τα στοιχεία i και m είναι γειτονικά στο δέντρο καθώς ενώνονται με δύο κλάδους μήκους x και y αντίστοιχα. Με ανάλογο τρόπο τα j, n είναι “γείτονες” με ίδιες αποστάσεις μεταξύ τους. Το πρόβλημα που προκύπτει με αυτό το δέντρο είναι ότι οι σχέσεις γειτνίασης, όπως ορίζονται από την τοπολογία δεν αντανακλούν τις αποστάσεις των στοιχείων μεταξύ τους. Κι αυτό γιατί είναι προφανές πως η συνολική απόσταση του m από το n είναι μικρότερη από αυτήν του m από το i. Με βάση τις αποστάσεις και εφόσον:
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    θα μπορούσαμε να φανταστούμε ένα δέντρο στο οποίο πρώτοι γείτονες θα ήταν τα m, n και τα i, j όπως αυτό της Εικόνας 6.7β. Το δέντρο της 6.7β δεν είναι προφανώς υπερμετρικό καθώς οι αποστάσεις από τους κόμβους στα φύλλα δεν είναι ίσες, είναι όμως προσθετικό εφόσον υπακουεί στο παρακάτω κριτήριο:


    Για πρώτους γείτονες m, n και i, j ισχύει ότι:
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    Το κριτήριο αυτό, γνωστό και ως κριτήριο της ανισότητας των τεσσάρων σημείων, εξασφαλίζει ότι οι αποστάσεις μεταξύ των φύλλων του δέντρου αντανακλώνται στα μήκη των κλάδων που συνδέουν τις αντίστοιχες OTU και αποτελεί τη βάση για μια μέθοδο δημιουργίας δέντρων που ονομάζεται Neighbour Joining (NJ) (Saitou and Nei 1987)⁠ καθώς βασίζεται στην ανάδειξη των πρώτων γειτόνων με βάση τη μεγαλύτερη δυνατόν συμφωνία με τις μεταξύ τους αποστάσεις.
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    Εικόνα 6.7: To πρόβλημα της εγγύτητας όπως περιγράφεται για ένα μη-προσθετικό δέντρο (α). Αναδιάταξη των φύλλων δίνει το προσθετικό δέντρο (β).



    


    


    Η NJ μέθοδος ξεκινά με Ν ταξινομικές μονάδες κι έναν Ν x N πίνακα των μεταξύ τους αποστάσεων. Το πρώτο βήμα κατά την εκτέλεσή της είναι να μετασχηματίσει αυτές τις αποστάσεις σε νέες ποσότητες που είναι δηλωτικές της μεταξύ τους γειτνίασης. Με βάση το παραπάνω παράδειγμα για τις τέσσερις αλληλουχίες, μπορούμε να σκεφτούμε ως εξής:


    Αν ανάμεσα σε Ν αλληλουχίες αναζητούμε τις δύο i, j με τη μεγαλύτερη γειτνίαση τότε θα ισχύει ότι για οποιοδήποτε ζεύγος αλληλουχιών x, y μεταξύ των Ν θα ισχύει η 6.13:
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    Πώς θα ελέγξουμε την ισχύ αυτής της ανισότητας για κάθε ζεύγος x, y; Θα προσπαθήσουμε να γενικεύσουμε αυτή τη σχέση για το σύνολο των αλληλουχιών Ν. Αν ξεκινήσουμε με μια αλληλουχία i υπάρχουν Ν-3 επιλογές για μια αλληλουχία j ως πρώτου γείτονα (δεδομένου ότι χρειαζόμαστε άλλες δύο x, y για την ανισότητα), έτσι η 6.14 μπορεί να γενικευτεί ως:
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    αν ορίσουμε μια νέα ποσότητα R για κάθε ταξινομική μονάδα ίση με:
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    τότε η 6.15 γίνεται μπορεί να απλοποιηθεί στην:


    [image: ][21] 6.16


    Αφαιρώντας κι από τα δύο μέλη της 6.16 το άθροισμα [image: ], προκύπτει η πιο συμμετρική μορφή:
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    Tα δύο μέλη της 6.17 είναι απολύτως συμμετρικά και συνεπώς αν ορίσουμε μια ποσότητα που θα ισούται με:
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    Έχουμε την ισοδύναμη ανισότητα των τεσσάρων σημείων να μετασχηματίζεται σε
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    H σχέση 6.19 αποτελεί τη βάση για την μέθοδο NJ. Με δεδομένο έναν πίνακα αποστάσεων D η ΝJ αρχικά μετασχηματίζει τον D σ' έναν νέο πίνακα Μ, τον οποίο υπολογίζει με βάση τη σχέση 6.18. Στη συνέχεια προχωρά μέσω της εξής διαδικασίας που φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 6.8:


    Από τον πίνακα Μ επιλέγεται αρχικά το ζεύγος των στοιχείων i, j με την μικρότερη τιμή Μ[i, j].


    Για δεδομένα τα στοιχεία i, j ξεκινά τη δημιουργία ενός δέντρου στο οποίο τα i και j ενώνονται σε έναν νέο κόμβο x. Οι αποστάσεις των i, j από το x υπολογίζονται με βάση μια σειρά από σχέσεις που αντιμετωπίζουν το σύνολο των Ν-2 υπόλοιπων στοιχείων εκτός των i, j ως ένα σημείο p, όπως φαίνεται στην Εικόνα 6.8β. Έτσι η απόσταση του i από το x είναι ίση με[22]:


    [image: ]6.20


    η απόσταση του j από το x υπολογίζεται απλούστερα ως:
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    Εικόνα 6.8: H διαδικασία δημιουργίας δέντρου με την μέθοδο ΝJ. Τα α,β,γ και δ αναπαριστούν σχηματικά τη διαδικασία που περιγράφεται στο κείμενο.


    


    Έχοντας υπολογίσει τις δύο αυτές αποστάσεις έχει προστεθεί στο δέντρο το πρώτο ζεύγος φύλλων. Τα μήκη των κλάδων όπως υπολογίστηκαν παραπάνω δεν είναι υποχρεωτικά ίσα, κάτι που μας επιτρέπει να χρησιμοποίησουμε την ΝJ μέθοδο σε περιπτώσεις που δεν ισχύει η υπόθεση του μοριακού ρολογιού.


    Στο επόμενο βήμα, τα στοιχεία i, j αφαιρούνται από τον πίνακα στον οποίο τώρα θα πρέπει να προστεθεί ο κόμβος x ως νέο στοιχείο. Στη συνέχεια υπολογίζουμε νέες αποστάσεις για όλα τα Ν-2 στοιχεία από το νέο στοιχείο x. Αυτές προκύπτουν αν αναλογιστούμε το x ως τον αριθμητικό μέσο των στοιχείων i, j:


    [image: ]


    Στο τελευταίο βήμα, ο πίνακας των αρχικών Ν αλληλουχιών έχει μειωθεί σε μέγεθος κατά 1, με το x να έχει πάρει τη θέση των i, j. H διαδικασία τώρα ξεκινά από την αρχή αναζητώντας το επόμενο ζεύγος στοιχείων με την ελάχιστη τιμή Μ.


    Η μέθοδος NJ σε αντίθεση με την UPGMA αποδίδει δέντρα χωρίς ρίζα. Για το λόγο αυτό, σε NJ δέντρα χρησιμοποιούμε συνήθως την προσθήκη εξω-ομάδας. Στην Εικόνα 6.9 βλέπουμε δύο δέντρα για το ίδιο σύνολο αλληλουχιών από επτά διαφορετικά ήδη του μύκητα Saccharomyces που έχουν δημιουργηθεί με UPGMA (6.9α) και με ΝJ (6.9β). H τοπολογία είναι ίδια στα δύο δέντρα, ωστόσο υπάρχουν διαφορές στα σχετικά μήκη των κλάδων λόγω της παραδοχής της ύπαρξης μοριακού ρολογιού από την UPGMA. Από την άλλη πλευρά, το UPGMA δέντρο προβλέπει ότι η ρίζα του δέντρου είναι ο κοινός πρόγονος των S. castelii και S. kluyveri, πληροφορία που δεν μπορούμε να πάρουμε από το NJ δέντρο. Με την προσθήκη μιας εξω-ομάδας (C. albicans) μπορούμε να ορίσουμε στο NJ δέντρο που προκύπτει (γ) τη ρίζα στην ίδια θέση με αυτή που προβλέπεται από την UPGMA μέθοδο.
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    Εικόνα 6.9: a) UPGMA και β) NJ δέντρο για αλληλουχίες του 16S rRNA από επτά είδη μυκήτων του γένους Saccharomuyces. γ) Το NJ δέντρο με την προσθήκη της C. albicans ως εξω-ομάδας τοποθετεί τη ρίζα στο σημείο που προβλέπεται και από την UPGMA


    


    


    


    


    Μέθοδοι Ελαχιστοποίησης Κριτηρίων


    


    Οι μέθοδοι που περιγράφηκαν ως εδώ αποτελούν παραδείγματα μεθόδων που χρησιμοποιούν έναν πίνακα αποστάσεων για τη δημιουργία του δέντρου. Ακόμα κι αν δεν γίνεται προφανές, και οι δύο μέθοδοι που είδαμε (UPGMA, NJ) και κυριότερα η δεύτερη εμπεριέχουν ένα στοιχείο βελτιστοποίησης. Η μεν UPGMA προσπαθεί να ελαχιστοποιήσει τις διαφορές μεταξύ του πίνακα των αποστάσεων και της τοπολογίας του τελικού δέντρου, ενώ η NJ είναι στην ουσία μια μέθοδος ελαχιστοποίησης του συνολικού μήκους των κλάδων ενός δέντρου που όμως βασίζεται σε δεδομένο πίνακα αποστάσεων, ένα κριτήριο που ονομάζεται και κριτήριο “ισορροπημένης ελάχιστης εξέλιξης” (Rzhetsky and Nei 1993)⁠.


    Στη συνέχεια θα εξετάσουμε δύο από τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες μεθόδους κατασκευής δέντρων που βασίζονται στην ελαχιστοποίηση κριτηρίων χωρίς να ξεκινούν από έναν πίνακα αποστάσεων. Παρά το γεγονός ότι δεν είναι απαραίτητος ένας τέτοιος πίνακας, και οι δύο μέθοδοι, της Μέγιστης Φειδωλότητας και της Μέγιστης Πιθανοφάνειας, είναι εξαιρετικά απαιτητικές υπολογιστικά και η χρήση τους περιορίζεται για μικρά δέντρα, με μικρό δηλαδή αριθμό ταξινομικών μονάδων. Σε κάθε περίπτωση όμως, τα κριτήρια που χρησιμοποιούν είναι βιολογικά πιο “συμπαγή” και γενικώς θεωρούνται καλύτερη επιλογή για πιο ακριβή δέντρα.


    


    


    Mέγιστη Φειδωλότητα (Maximum Parsimony)


    


    Η μέθοδος της Μέγιστης Φειδωλότητας βασίζεται σε μια εκδοχή του “ξυραφιού του Όκκαμ”[23] για τις βιολογικές αλληλουχίες, σύμφωνα με την οποία το πιο ακριβές δέντρο είναι αυτό που εξηγείται από τον ελάχιστο αριθμό αντικαταστάσεων (κριτήριο φειδωλότητας). Η μέθοδος αρχικά περιγράφηκε για μορφολογικά χαρακτηριστικά από τους Eck και Dayhoff (Eck and Dayhoff 1966)⁠. Για παράδειγμα, τόσο τα πτηνά όσο και τα θηλαστικά έχουν καρδιά με τέσσερα διαμερίσματα, ενώ η καρδιά των ερπετών έχει μόνο δύο. Σε ένα δέντρο φυλογένεσης των τριών τάξεων είναι λογικότερο να δεχτούμε πως τα ερπετά απέκκλιναν πρώτα και πως τα πτηνά και τα θηλαστικά έχουν έναν κοινό πρόγονο, καθώς σε αυτήν την περίπτωση ο μορφολογικός χαρακτήρας της καρδιάς με τέσσερα διαμερίσματα θα έχει προκύψει μία φορά κατά την εξέλιξη. Αν αντίθετα θεωρήσουμε ότι αρχικά απέκκλινε ένας κοινός πρόγονος των πτηνών και των ερπετών θα πρέπει να φανταστούμε πως η καρδιά με τέσσερα διαμερίσματα έχει προκύψει εξελικτικά δύο φορές σε δύο ανεξάρτητους κλάδους. Παρόλο που δεν είναι μπορούμε να αποκλείσουμε κάτι τέτοιο, η αρχή της μέγιστης φειδωλότητας προβλέπει πως είναι εξαιρετικά απίθανο.


    Σε μοριακό επίπεδο, η αρχή της μέγιστης φειδωλότητας (Maximum Parsimony, στο εξής ΜΡ) βασίζεται στην αρχή του ελάχιστου αριθμού αντικαταστάσεων. Έτσι, από μια πολλαπλή στοίχιση όπως αυτή που φαίνεται στην Εικόνα 6.10, για μια ανάλυση MP θα χρησιμοποιηθούν μόνο τα κατάλοιπα που φαίνονται μέσα στα γαλάζια πλαίσια, εκείνα δηλαδή για τα οποία στη στοίχιση παρατηρείται ποικιλομορφία με έστω και μία παρατηρούμενη αντικατάσταση. Τα κατάλοιπα αυτά ονομάζονται πληροφοριακά και είναι αυτά που χρησιμοποιούνται για την κατασκευή του δέντρου ΜΡ. Στην Εικόνα 6.10α, μόνο δύο από τις θέσεις της στοίχισης είναι πληροφοριακές. Η πρώτη με δύο μόνο πιθανά ενδεχόμενα (Τ, C) και η δεύτερη με τρία πιθανά ενδεχόμενα (Α, G, T). Για να καταλάβουμε καλύτερα την έννοια της φειδωλότητας, ας δούμε πώς θα μπορούσαμε να δημιουργήσουμε ένα δέντρο για τα δεδομένα μιας θέσης μόνο.


    Στην Εικόνα 6.10β φαίνονται δύο δέντρα που μπορούν να ερμηνεύσουν τα ενδεχόμενα της θέσης 2 (G, A, T, T, A). Στο αριστερό δέντρο, η διάταξη των φύλλων είναι τέτοια που μπορεί να εξηγηθεί από 3 αντικαταστάσεις (που φαίνονται στα σημεία που είναι επισημασμένα με κύκλους). Τα δύο πρώτα στοιχεία (Α, Τ) έχουν έναν κοινό πρόγονο που θα περιείχε είτε Α είτε Τ στη συγκεκριμένη θέση, συνεπώς στο σημείο αυτό θα έχει συμβεί αναγκαστικά μια αντικατάσταση. Ο κοινός πρόγονος του κόμβου {Α,Τ} και του τρίτου στοιχείου (Τ) θα ήταν Τ (λόγω της αρχής της φειδωλότητας, δεν χρειάζεται να υποθέσουμε αντικατάσταση) αλλά ο κοινός πρόγονος αυτού του κόμβου θα έχει υποστεί αναγκαστικά μια αντικατάσταση καθώς ο κλάδος δεξιά της ρίζας του δέντρου περιέχει μόνο Α και G κατάλοιπα. Ο συνολικός αριθμός αντικαταστάσεων ισοδυναμεί με την τιμή φειδωλότητας (parsimony score), που σε αυτήν την περίπτωση είναι 3. Το κόκκινο δέντρο στα δεξιά, αναπαριστά μια εναλλακτική διάταξη των ίδιων πέντε φύλλων για την οποία τώρα απαιτούνται μόνο 2 αντικαταστάσεις (επισημασμένες με κύκλους). Με τιμή φειδωλότητας ίση με 2, το κόκκινο δέντρο είναι το πιο “φειδωλό” δέντρο και αυτό που θα προτιμηθεί με βάση το κριτήριο MP.
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    Εικόνα 6.10: Πληροφοριακά κατάλοιπα από μια πολλαπλή στοίχιση 5 αλληλουχιών και δυο δέντρα φειδωλότητας για την πληροφοριακή θέση 2. Το αριστερά έχει σκορ φειδωλότητας 3 ενώ το δεξιά 2. Το δέντρο στα δεξιά είναι το δέντρο με τη μέγιστη φειδωλότητα.


    


    


    Ερώτηση: Με την ίδια λογική που περιγράφηκε παραπάνω, μπορείτε να δημιουργήσετε το πιο φειδωλό δέντρο για τα κατάλοιπα της θέσης 1 και να υπολογίσετε την τιμή φειδωλότητας;


    


    Προκειμένου να υπολογίσουμε τις τιμές φειδωλότητας στα δύο απλά δέντρα του παραδείγματος χρειάστηκε να κάνουμε μια σειρά από -όχι και τόσο απλούς- συλλογισμούς, ώστε να προσδιορίσουμε τις πιθανές καταστάσεις των κόμβων του δέντρου. Σε γενικές γραμμές, η διαδικασία δημιουργίας ενός δέντρου με βάση το κριτήριο ΜP είναι πιο πολύπλοκη από τις αντίστοιχες για τις μεθόδους αποστάσεων κι αυτό γιατί στο πλαίσιο της διαδικασίας αυτής καλούμαστε να επιλύσουμε δύο προβλήματα. Αυτά είναι:


    1. Το “μικρό πρόβλημα” της Φειδωλότητας: Δεδομένης της τοπολογίας ενός δέντρου να προσδιοριστούν οι καταστάσεις των κόμβων του δέντρου και να υπολογιστεί το σκορ φειδωλότητας.


    2. Το “μεγάλο πρόβλημα” της Φειδωλότητας: Δεδομένου συνόλου πληροφοριακών καταλοίπων να προσδιοριστεί το δέντρο του οποίου η τοπολογία αντιστοιχεί στο ελάχιστο σκορ φειδωλότητας.


     Αν και σε μεγάλο βαθμό το “μεγάλο” πρόβλημα περιλαμβάνει το “μικρό”, θα δούμε αρχικά πώς επιλύεται το πιο εύκολο από τα δύο, πριν συζητήσουμε, σε πιο αδρές γραμμές, προσεγγίσεις για το “μεγάλο”. Για την επίλυση του μικρού προβλήματος, μπορούμε να ακολουθήσουμε τον αλγόριθμο του Fitch (Fitch 1971)⁠ ο οποίος περιγράφεται παρακάτω.


    


    Αλγόριθμος :: FITCH_SPP


    Διάβασε δέντρο Τ


    Σκορ Φειδωλότητας P=0


     Δέντρο: ξεκινώντας από ένα ζεύγος φύλλων [l1,l2] και ως τη ρίζα R


     Αν τα l1,l2 έχουν κοινό πρόγονο A


     Αν [image: ]


     Tότε απόδωσε [image: ]και συνέχισε σε ανώτερο κόμβο


     Αν [image: ]


     Tότε απόδωσε[image: ]


     P=P+1 # αύξησε το P κατά 1


     συνέχισε σε ανώτερο κόμβο


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Το δέντρο Τ με τις τιμές Α


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Το τελικό σκορ φειδωλότητας P


    Τερματισμός


    


    Σύμφωνα με τον παραπάνω αλγόριθμο, ξεκινώντας από τα φύλλα του δέντρου και ανεβαίνοντας σταδιακά προς τη ρίζα, σταματάμε σε κάθε κόμβο και εξετάζουμε τα θυγατρικά του φύλλα/κόμβους. Αν η τομή των θυγατρικών αυτών φύλλων/κόμβων δεν είναι το κενό σύνολο, αν υπάρχει δηλαδή κοινό στοιχείο (ή για το παράδειγμά μας της Εικόνας 6.10 αν είναι το ίδιο στοιχείο) τότε δεν χρειάζεται να υποτεθεί μια αντικατάσταση, στο μητρικό κόμβο αποδίδεται ο χαρακτήρας που αντιστοιχεί στην μη-κενή τομή των δυο φύλλων (l1, l2) και η τιμή φειδωλότητας δε μεταβάλλεται. Στην αντίθετη περίπτωση, που η τομή των δύο φύλλων είναι το κενό σύνολο, στο μητρικό κόμβο αποδίδεται η ένωση των δύο χαρακτήρων και το σκορ φειδωλότητας, αυξάνεται κατά 1. Η τελική τιμή φειδωλότητας προκύπτει όταν η διαδικασία αυτή ολοκληρωθεί στη ρίζα του δέντρου.


    Περνώντας τώρα στο “μεγάλο” πρόβλημα της Φειδωλότητας, θα συζητήσουμε περιληπτικά μόνο κάποιες προσεγγίσεις. Το “μεγαλό” πρόβλημα χαρακτηρίζεται αλγοριθμικά ως ΝP-δύσκολο (NP-hard) (Saitou and Imanashi 1989)⁠ που σημαίνει ότι πιθανότατα δεν υπάρχει αλγόριθμος που να το επιλύει σε πολυωνυμικό χρόνο. Κι αυτό εξαιτίας του μεγάλου αριθμού των πιθανών δέντρων που θα πρέπει να εξεταστούν ακόμα και για μικρό αριθμό ταξινομικών μονάδων (όπως συζητήσαμε σε προηγούμενη ενότητα). Μια προσέγγιση για την επίλυσή του είναι η χρήση μιας αλγοριθμικής τεχνικής που ονομάζεται διακλάδωση-οριοθέτηση (branch and bound) (Hendy and Penny 1982)⁠. Σύμφωνα μ' αυτήν, ξεκινά κανείς από το ελάχιστο δέντρο με τρία φύλλα και προσθέτει ένα-ένα επιπλέον φύλλα, δημιουργώντας διακλαδώσεις (branch). Πριν συνεχίσει στην επόμενη προσθήκη φύλλου, εξετάζει τα δέντρα που δημιουργήθηκαν στο προηγούμενο βήμα και αποκλείει εκείνα των οποίων το σκορ φειδωλότητας ξεπερνά ένα εκτιμώμενο πάνω όριο (bound). Έτσι μειώνεται ο αριθμός των δέντρων που θα πρέπει να εξεταστούν στο επόμενο βήμα. Μια τέτοια μέθοδος έχει το πλεονέκτημα ότι μπορεί σε εύλογο χρονικό διάστημα να δώσει ένα προσεγγιστικά καλό δέντρο, δεν εγγυάται όμως το πιο φειδωλό δέντρο και βασίζεται σε μια παράμετρο (το όριο φειδωλότητας) που θα πρέπει να έχει εκτιμηθεί περαιτέρω.


    


    


    Μέγιστη Πιθανοφάνεια (Maximum Likelihood)


    


    Η τελευταία μέθοδος την οποία θα εξετάσουμε είναι μια κατηγορία μεθόδων, γνωστή ως Μέγιστης Πιθανοφάνειας (Maximum Likelihood, στο εξής ML). Oι μέθοδοι ΜL είναι -όπως προκύπτει κι από το όνομά τους- πιθανοτικές μέθοδοι που βασίζονται σε συγκεκριμένα μοντέλα εξέλιξης αλληλουχιών. Το κριτήριο ελαχιστοποίησης εδώ είναι η διαφορά των παρατηρούμενων αντικαταστάσεων με τις αναμενόμενες βάση ενός μοντέλου. Η μέθοδος δηλαδή προχωρά μέσω της σταδιακής δημιουργίας ενός δέντρου που να είναι όσο το δυνατόν πιο πιθανό με βάση το αναμενόμενο από το μοντέλο (Felsenstein 1981; Kishino and Hasegawa 1989)⁠.


    Η ΜL μέθοδοι προχωρούν με τρόπο ανάλογο αυτού της επίλυσης του μικρού προβλήματος της φειδωλότητας. Έτσι, για ένα δέντρο με δεδομένη τοπολογία και ένα επίσης δεδομένο μοντέλο νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων (όπως αυτά του Πίνακα 6.1), η ΜL προχωρά υπολογίζοντας την πιθανοφάνεια για κάθε κόμβο του δέντρου δεδομένων των θυγατρικών του φύλλων/κόμβων. Aν π.χ. ένας κόμβος είναι μητρικός δύο φύλλων με A, G αντίστοιχα, η πιθανότητα ο κόμβος αυτός να είχε το κατάλοιπο Χ είναι:
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    Όπου με t συμβολίζονται οι χρόνοι που μεσολαβούν για την εξεταζόμενη αντικατάσταση (από Χ σε Α και από Χ σε G αντίστοιχα) και που είναι διαφορετικοί καθώς δε θεωρούμε ότι ισχύει η υπόθεση του μοριακού ρολογιού.


    Με τον ίδιο τρόπο μπορεί κανείς να προχωρήσει υπολογίζοντας το συνολικό γινόμενο πιθανοτήτων (πιθανοφάνειας) για όλο το δέντρο, περνώντας από κόμβο σε κόμβο. Το γινόμενο αυτό είναι ίσο με:


    [image: ]6.21


    H σχέση 6.21 γράφεται καλύτερα με τη μορφή αθροίσματος λογαρίθμων, λόγω της πολύ μικρή τιμής που προκύπτει από το γινόμενο μεγάλου αριθμού όρων πιθανοτήτων (<1) (βλ. σχετική συζήτηση και στο Κεφάλαιο 2).
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    Καθώς οι λογάριθμοι πιθανοτήτων (<1) έχουν αρνητικές τιμές, η συνολικές τιμές πιθανοφάνειας είναι αρνητικές και ως μέγιστη τιμή πιθανοφάνειας επιλέγεται αυτή με την μικρότερη απόλυτη τιμή.


    Οι υπολογιστικές απαιτήσεις της ML μεθόδου καθορίζονται, όπως και στη μεθόδο ΜP, από το πρόβλημα της ανάλυσης ενός μεγάλου αριθμού δέντρων. Οι υπολογισμοί που μόλις είδαμε, για τον προσδιορισμό της πιθανοφάνειας ενός δεδομένου δέντρου είναι εξαιρετικά απαιτητικοί και απαγορευτικοί αν θα πρέπει να γίνουν για όλα τα πιθανά δέντρα. Θα πρέπει, συνεπώς, να βρούμε έναν τρόπο για να αποκλείσουμε ένα μεγάλο αριθμό πιθανών δέντρων, ώστε να περιορίσουμε τους υπολογισμούς σ' ένα πλήθος δέντρων που να είναι διαχειρίσιμο. Αλγόριθμοι branch and bound σαν κι αυτόν που συζητήσαμε νωρίτερα χρησιμοποιούνται και σ' αυτήν την περίπτωση. Εναλλακτικές προσεγγίσεις περιλαμβάνουν αλγορίθμους “διαίρει και βασίλευε” (divide and conquer) που επιλύουν το πρόβλημα για τμήματα του συνολικού δέντρου πριν συνθέσουν τις λύσεις σε μεγαλύτερα (Liu et al. 2009; Price, Dehal, and Arkin 2010)⁠. Κι εδώ όπως και παραπάνω, η συζήτηση για τις λεπτομέρειες των μεθόδων αυτών θα παραλειφθεί καθώς ξεφεύγει από τους στόχους αυτού του βιβλίου.


    


    


    Εκτίμηση φυλογενετικών δέντρων


    


    Ερχόμαστε τώρα στο τελευταίο στάδιο μιας φυλογενετικής ανάλυσης που έχει να κάνει με τον έλεγχο της πιστότητας των φυλογενετικών δέντρων. Έλεγχοι μπορούν προφανώς να διενεργηθούν και στα υπόλοιπα στάδια μιας ανάλυσης, όπως είναι η στοίχιση, ο υπολογισμός των αποστάσεων κλπ, αλλά η κατασκευή του δέντρου είναι αυτό που περιέχει τη μεγαλύτερη πιθανότητα σφάλματος, ακριβώς εξαιτίας της επαγωγικής διαδικασίας και της πολυπλοκότητας των υπολογισμών που περιλαμβάνει.


    Οι έλεγχοι πιστότητας σε δέντρα μπορούν να είναι αναλυτικοί ή στατιστικοί. Ως αναλυτικούς ορίζουμε αυτούς που βασίζονται σε αντικειμενικά κριτήρια όπως το ελάχιστο μήκος κλάδων ή ο ελάχιστος αριθμός αντικαταστάσεων. Γενικά οι αναλυτικοί έλεγχοι είναι εξειδικευμένοι ανάλογα με το είδος της φυλογενετικής ανάλυσης που έχει προηγηθεί (απόστασης, φειδωλότητας κλπ) και για το λόγο αυτό δεν θα μπούμε σε λεπτομέρειες. Οι στατιστικοί έλεγχοι, από την άλλη, είναι όλοι εκείνοι που προσπαθούν να αποτιμήσουν τη σημασία ενός δέντρου συγκρίνοντάς το με δέντρα που θα μπορούσαν να έχουν προκύψει τυχαία. Στη συνέχεια θα συζητήσουμε για την κυριότερη από τις μεθόδους στατιστικού ελέγχου που είναι η μέθοδος bootstrap.


    


    


    Bootstrap αξιολόγηση φυλογενετικών δέντρων


    


    H μέθοδος bootstrap (ή bootstrapping) (Felsenstein 1985)⁠ είναι μια από τις ευρύτερα διαδεδομένες μεθόδους ελέγχου της αξιοπιστίας δεδομένων. Στη γενικευμένη της μορφή βρίσκει εφαρμογή σε μεγάλο αριθμό επιστημονικών πεδίων πέρα από αυτό της φυλογενετικής ανάλυσης, καθώς βασίζεται σε μια, απλή στη σύλληψη, αλλά ισχυρή στατιστικά τεχνική επαναλαμβανόμενης δειγματοληψίας (resampling). Στο πλαίσιο των φυλογενετικών αναλύσεων ο έλεγχος bootstrap (ή απλά bootstrap) γίνεται όπως περιγράφεται στην Εικόνα 6.11. Συγκεκριμένα, με σημείο εκκίνησης μια πολλαπλή στοίχιση και το συναγόμενο δέντρο, προχωρούμε ως εξής:


    · Ανακατατάσσουμε με τυχαίο τρόπο τις θέσεις στη στοίχιση, χωρίς να αλλάζουμε στο σύνολό τους τα κατάλοιπα που αποδίδονται σε κάθε αλληλουχία.


    · Για κάθε ανακαταταγμένη στοίχιση, δημιουργείται ένα δέντρο με την ίδια μεθοδολογία που ακολουθήθηκε κατά την κατασκευή του αρχικού δέντρου.


    · Στο δέντρο που προκύπτει από κάθε ανακατάταξη καταμετρώνται οι κόμβοι που βρίσκονται στην ίδια θέση με το αρχικό δέντρο. Αν ένας κόμβος ενώνει τα ίδια δύο φύλλα (ή τον ίδιο συνδυασμό κόμβων), η τιμή bootstrap του αυξάνεται κατά 1.


    · Η διαδικασίας των βημάτων 1 έως 3 επαναλαμβάνεται για έναν μεγάλο αριθμό φορών (συνήθως 100 αλλά συχνά και Ν>100). Στο τέλος των επαναλήψεων, αποδίδεται σε κάθε κόμβο η τιμή bootstrap που έχει υπολογιστεί ως ποσοστό με βάσει τον αριθμό Ν των επαναλήψεων.


    Μεγάλες τιμές bootstrap σημαίνουν πως ο κόμβος είναι στατιστικά σημαντικός και ότι κατά συνέπεια η συναγόμενη τοπολογία στη συγκεκριμένη θέση είναι βιολογικά σημαντική. Μεγάλες τιμές bootstrap για όλους τους κόμβους του δέντρου είναι δηλωτικές μιας γενικότερης αξιοπιστίας. Όπως ισχύει για κάθε στατιστική διαδικασία, η bootstrap αποδίδει πιο αξιόπιστα αποτελέσματα όσο μεγαλύτερο είναι το δείγμα.


    


    [image: ]


    


    Εικόνα 6.11: Σχηματική αναπαράσταση της μεθόδου bootstrap για τη στατιστική αξιολόγηση φυλογενετικών δέντρων. Ανακατάταξη των στοιχείων της αλληλουχίας δίνει ένα νέο δέντρο, στο οποίο καταμετρώνται οι κόμβοι που παραμένουν στη θέση τους σε σχέση με την τοπολογία του πραγματικού δέντρου. Μετά από Ν bootstraps, σε κάθε κόμβο αποδίδεται το ποσοστό των φορών που αυτός παρέμεινε στη θέση του.


    


    Συμπεράσματα


    


    Η φυλογενετική ανάλυση αποτελεί έναν μεγάλο κλάδο της επιστήμης της Εξελικτικής Βιολογίας. Το πλήρες θεωρητικό υπόβαθρο, αλλά και οι τεχνικές λεπτομέρειες των αντίστοιχων μεθοδολογιών δεν θα μπορούσαν να καλυφθούν σε ένα κεφάλαιο και ο αναγνώστης που ενδιαφέρεται περισσότερο θα πρέπει να στραφεί σε πιο εξειδικευμένα συγγράμματα (Saitou and Imanashi 1989; Felsenstein 1996)⁠. Στο συγκεκριμένο κεφάλαιο προσπαθήσαμε να δώσουμε μια συνολική περιγραφή των προβλημάτων της φυλογενετικής ανάλυσης καθώς και να περιγράψουμε τη βάση των πιο χαρακτηριστικών μεθοδολογιών. Δεδομένης της πολυπλοκότητας των αναλύσεων που περιγράψαμε στη διαδοχή των πέντε βημάτων θα ήταν καλό σε αυτό το σημείο να συζητήσουμε λίγο περισσότερο γι' αυτές με συγκριτικό τρόπο.


    Σε ό,τι αφορά τους τρόπους υπολογισμού εξελικτικών αποστάσεων είναι σημαντικό να θυμόμαστε πως τα μοντέλα νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων θα πρέπει να επιλέγονται με βάση την ανάλυση που επιθυμούμε να κάνουμε. Έτσι είναι προφανές ότι ένα πιο πολύπλοκο μοντέλο από το απλούστερο Jukes-Cantor θα πρέπει να χρησιμοποιηθεί εφόσον επιθυμούμε μια λεπτομερή ανάλυση. Aπό την άλλη όμως, όσο πιο πολύπλοκο είναι ένα μοντέλο, τόσες περισσότερες παραδοχές κάνει. Σε περιπτώσεις που δε γνωρίζουμε πολλά πράγματα για τους χρόνους απόκλισης, το βαθμό συντήρησης ή την ύπαρξη μεταβλητών ρυθμών εξέλιξης, ένα απλούστερο μοντέλο ίσως είναι προτιμότερο.


    Ερχόμαστε τώρα στο πρόβλημα της ανασύστασης φυλογενετικών δέντρων. Ως πρόβλημα είναι όπως είπαμε αρκετά περίπλοκο, με πολλές και διαφορετικές μεθόδους για την επίλυσή του. Είναι σημαντικό εδώ να γνωρίζουμε ότι ανάλογα με τη μεθοδολογία που επιλέγουμε, το δέντρο που προκύπτει μπορεί να είναι διαφορετικό, ενώ η ίδια η επιλογή της μεθοδολογίας είναι αμφιλεγόμενο ζήτημα. Κι αυτό διότι, ανάλογα με την πληροφορία που μας ενδιαφέρει, η επιλεγόμενη μέθοδος και τα επιμέρους χαρακτηριστικά των παραμέτρων της διαφέρουν. Για πολλά χρόνια, στο χώρο της εξελικτικής βιολογίας υπήρχαν δύο “αντιμαχόμενες” σχολές με σχεδόν εκ διαμέτρου αντίθετες απόψεις. Από τη μία πλευρά οι “κλαδιστές”, των οποίων το ενδιαφέρον επικεντρωνόταν στην πορεία της εξέλιξης και για τους οποίους το πιο σημαντικό σε ένα δέντρο είναι η τοπολογία, η διάρθρωση των κλάδων και ο αριθμός των διακλαδώσεων, πρόκριναν μεθόδους όπως η Μέγιστη Φειδωλότητα. Από την άλλη οι “φαινετιστές”, για τους οποίους μεγαλύτερη σημασία είχαν οι επιμέρους σχέσεις ομοιότητας μεταξύ των ειδών και των αλληλουχιών, προτιμούσαν μεθόδους αποστάσεων όπως η UPGMA για να εξάγουν τα σχετικά συμπεράσματα. Παρόλο που το επίπεδο της διαμάχης έχει καμφθεί σχετικά, είναι καλό να συζητήσουμε κάποια επιμέρους χαρακτηριστικά των μεθόδων που είδαμε εδώ σε συγκριτικό επίπεδο.


    Σχετικά με την ταχύτητα εκτέλεσης των μεθοδολογιών, οι μέθοδοι απόστασης είναι γενικά γρηγορότερες. Η σχέση ταχύτητας εκτέλεσης είναι ανάλογη με τον αριθμό των υποθέσεων που κάνει η κάθε μέθοδος. Έτσι η UPGMA, που έχει σαν σημείο εκκίνησης την πιο απλή υπόθεση για σταθερό ρυθμό αντικαταστάσεων και υπολογίζει τις επιμέρους αποστάσεις υπερμετρικά, είναι και η ταχύτερη. Προφανώς η ταχύτητα δεν θα πρέπει να είναι το μοναδικό μας κριτήριο και μια πολύ απλή μέθοδος δεν είναι υποχρεωτικά η καλύτερη. Μέθοδοι που επιχειρούν να λύσουν το πρόβλημα μέσω βελτιστοποίησης όπως η MP και η ML είναι λογικό να απαιτούν περισσότερο χρόνο. Το γεγονός ωστόσο ότι αναζητούν μια βέλτιστη λύση συγκρίνοντας ένα μεγάλο αριθμό δέντρων συνιστά την αποφυγή τους για μεγάλο αριθμό OTU.


    Σε κάθε περίπτωση η επιλογή της καλύτερης μεθόδου γίνεται με βάση την όσο το δυνατόν καλύτερη γνώση του προβλήματός μας και έχοντας υπόψη το ακριβές ερώτημα που θέλουμε να απαντήσουμε. Ανάλογα με το αν αυτό είναι “κλαδιστικού” ή “φαινετικού” τύπου, αν τα δεδομένα που έχουμε στα χέρια μας είναι πολλά ή διαχειρίσιμα, αν προσφέρονται ή όχι για μια ανάλυση αποστάσεων κλπ. Όπως και σε κάθε βιολογίκο πρόβλημα που έχουμε συναντήσει ως τώρα, δεν υπάρχει μια “χρυσή” συνταγή.


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Μια εξαιρετικά ενδιαφέρουσα κατηγορία γονιδιωματικών περιοχών στο ανθρώπινο γονιδίωμα είναι οι λεγόμενες “ανθρώπινες επιταχυνόμενες περιοχές” (human accelerated regions, HAR) (Pollard et al. 2006)⁠, που είναι αλληλουχίες, οι οποίες είναι συντηρημένες μεταξύ των θηλαστικών, αλλά που έχουν συσσωρεύσει πολλές μεταλλαγές στον άνθρωπο. Μπορείτε να προβλέψετε αν οι μεταλλαγές σε αυτές είναι ουδέτερες, συνώνυμες ή μη-συνώνυμες; Γιατί;


    


    2. Φανταστείτε ένα θεωρητικό πείραμα στο οποίο δύο ζεύγη αλληλουχίων εξελίσσονται για πολύ μεγάλο χρονικό διάστημα μέσω του μοντέλου Jukes-Cantor για α) α=0.1 και β) α=0.3 αντίστοιχα. Σε ποιο από τα δύο θα έχει συμβεί ο μεγαλύτερος αριθμός αντικαταστάσεων μετά από χρόνο t; Ποιο ζεύγος θα έχει το μεγαλύτερο αριθμό φαινομενικών αντικαταστάσεων μετά από την πάροδο πολύ μεγάλου χρονικού διαστήματος;


    


    3. Να εξαγάγετε τη σχέση με βάση την οποία προκύπτει ο αριθμός δέντρων με ρίζα για N ταξινομικές μονάδες.


    


    4. Ποια είναι η λεπτή διαφορά μεταξύ της αρχής της Ελάχιστης Εξέλιξης (minimum evolution) και αυτής της Μέγιστης Φειδωλότητας; Ποιο είναι το βασικό κριτήριο για καθεμία;


    


    5. Μπορείτε να σκεφτείτε ένα πρόβλημα από αυτά που έχουμε συζητήσει μέχρι εδώ, στο οποίο θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί η προσέγγιση bootstrap για τη στατιστική εκτίμηση των αποτελεσμάτων;


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τη Φυλογενετική Ανάλυση γενικά:


    To βασικό εγχειρίδιο αναφοράς είναι το Inferring Phylogenies (Felsenstein 2004)⁠ το οποίο όμως είναι εξαιρετικά αναλυτικό και μάλλον απευθύνεται στους αναγνώστες που επιθυμούν να εμβαθύνουν στο πλαίσιο ενός εξειδικευμένου μάθηματος. Μια εξαιρετική εισαγωγή στη μοριακή εξέλιξη είναι το Molecular Evolution (Li 1997)⁠ το οποίο καλύπτει επαρκώς τόσο θεωρητικά όσο και τεχνικά θέματα, ενώ μια προσέγγιση που επικεντρώνεται περισσότερο σε τεχνικά, υπολογιστικά θέματα είναι το Computational Molecular Evolution (Yang 2006)⁠.


    


    Για τις νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις:


    Mια αρκετά εύληπτη περιγραφή των εξισώσεων, ακόμα και για μη-μυημένους περιέχεται στο Κεφάλαιο 4 του Mathematical Models in Biology. An Introduction (Allman and Rhodes 2003)⁠. Λιγότερο αναλυτική αλλά εξίσου συνεκτική είναι η προσέγγιση των Higgs και Attwood στο Κεφάλαιο 4 του Bioinformatics and Molecular Evolution (Higgs and Attwood 2013)⁠.


    


    Για τη θεωρία του Μοριακού Ρολογιού:


    Μια πολύ καλή περιγραφή της θεωρίας αλλά και των παραδοχών που απορρέουν από αυτήν περιλαμβάνεται στο The origins of Genome Architecture (Lynch 2007)⁠.


    


    Για τη μαθηματική θεωρία πίσω από τα δέντρα:


    Μια γενική εισαγωγή μπορεί να βρει κανείς στο Κεφάλαιο 2 του Molecular Evolution: A phylogenetic approach (Page and Holmes 2009)⁠. Το Κεφάλαιο 7 του Biological sequence analysis (Durbin et al. 1998)⁠ περιέχει μια περιληπτική συζήτηση για τη θεωρία γράφων αλλά και μια πιο αναλυτική περιγραφή της συνδυαστικής που χρησιμοποιούμε για να υπολογίσουμε τους αριθμούς των πιθανών δέντρων.


    


    Για την UPGMA και την NJ:


    Το Κεφάλαιο 7 του Bioinformatics and Functional Genomics (Pevsner 2015)⁠ δίνει κάποιες πολύ αξιόλογες γραφικές αναπαραστασεις για τη UPGMA μέθοδο. Ωστόσο μια εξαιρετική παρουσίαση της μεθόδου είναι αυτή του Richard J. Edwards και μπορεί να βρεθεί εδώ http://www.southampton.ac.uk/~re1u06/teaching/upgma/. Η συζήτηση για την NJ που θα βρείτε στο Κεφάλαιο 8 του Bioinformatics and Molecular Evolution (Higgs and Attwood 2013)⁠ είναι ίσως η πιο αναλυτική σε βασικά εγχειρίδια χωρίς να μπαίνει σε πολλές τεχνικές λεπτομέρειες.


    


    Για τη μέθοδο Μέγιστης Φειδωλότητας:


    Το Κεφάλαιο 7 του Αlgorithms in Bioinformatics – A practical introduction (Sung 2009)⁠ περιέχει μια αρκετά τεχνική αλλά πλήρη περιγραφή τόσο των προβλημάτων της Φειδωλότητας όσο και κάποιων από τις λύσεις τους.


    


    Για τη Μέθοδο Μέγιστης Πιθανοφάνειας:


    Στο Κεφάλαιο 4 του Bioinformatics and Molecular Evolution (Higgs and Attwood 2013)⁠.


    


    Για τη συνεκτικότητα και το στατιστικό έλεγχο με την μέθοδο Bootstrap:


    Μια ισορροπημένη παρουσίαση τόσο της διαδικασίας όσο και της τεχνικής μπορεί να βρει κανείς στο Κεφάλαιο 4 του Molecular Evolution (Li 1997).⁠
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    Κεφάλαιο 7:Ανάλυση της Γονιδιακής Έκφρασης


    


    Σύνοψη


    


    Στο δεύτερο αυτό μέρος του βιβλίου, η θεματολογία περνά από την ανάλυση των γονιδιωματικών αλληλουχιών, στη μελέτη ανώτερης τάξης βιολογικών δεδομένων. Βασικό αντικείμενο αυτού του κεφαλαίου θα είναι η μελέτη και ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης. στο πλαίσιο της παρουσίασης του φαινομένου και τους είδους των πειραματικών δεδομένων που καλούμαστε να αναλύσουμε, θα γίνει αρχικά μια εισαγωγή στις σχετικές μεθοδολογίες αιχμής με έμφαση σε αυτές των μικρο-συστοιχειών και της αλληλούχισης RNA (RNASeq). Σημείο εκκίνησης θα είναι το πραγματικό βιολογικό πρόβλημα της εξαγωγής γονιδίων με διαφορική έκφραση από πειράματα σε γονιδιωματική κλίμακα. Αφού παρουσιαστεί λεπτομερώς, η διαδοχή των βημάτων για μια πλήρη ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης, θα συζητηθούν τεχνικές κανονικοποίησης των πρωτογενών δεδομένων. Σε μαθηματικό επίπεδο θα παρουσιαστούν, στη συνέχεια, οι τεχνικές σύγκρισης μεταξύ των τιμών δειγμάτων και οι έλεγχοι υποθέσεων που οδηγούν στην εξαγωγή καταλόγων διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων μεταξύ δύο διαφορετικών συνθηκών, καθώς και τρόποι αναπαράστασης των δεδομένων. Στο δεύτερο μέρος του κεφαλαίου, και με σκοπό την ανάδειξη συστάδων γονιδίων με κοινά πρότυπα έκφρασης, θα παρουσιαστούν βασικές μεθοδολογίες ομαδοποίησης δεδομένων (clustering) όπως η ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA), η ιεραρχική ομαδοποίηση και η ομαδοποίηση κ-μέσων (k-means).


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να χειριστείτε αρχεία από ένα πείραμα γονιδιακής έκφρασης και να εξάγετε καταλόγους κανονικοποιημένων τιμών έκφρασης.


    · Να πραγματοποιήσετε τους απαραίτητους στατιστικούς ελέγχους για την εξαγωγή διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων.


    · Να κατανοήσετε γραφικές αναπαραστάσεις αποτελεσμάτων από πειράματα έκφρασης, όπως τα διαγράμματα “κρατήρα ηφαιστείου” (volcano plots) και οι θερμικοί χάρτες (heatmaps).


    · Να ομαδοποιήσετε γονίδια με βάση τα πρότυπα έκφρασής τους σε διαφορετικές συνθήκες με διάφορες μεθόδους.

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Mέχρι στιγμής έχουμε συζητήσει για προβλήματα που σχετίζονται με τις βιολογικές (γονιδιωματικές και πρωτεϊνικές) αλληλουχίες. Στα κεφάλαια που απομένουν συνολικά θα ασχοληθούμε κυρίως με προβλήματα που σχετίζονται με τα προϊόντα αυτών των αλληλουχιών. Σ' αυτό το δεύτερο μισό του βιβλίου, το ενδιαφέρον μας μετατοπίζεται έτσι από το πεδίο της κωδικοποίησης και της οργάνωσης του γονιδιώματος στις λειτουργικά χαρακτηριστικά βιολογικών οντοτήτων όπως είναι τα μόρια του mRNA και οι πρωτεΐνες.


    Οι αλληλουχίες αποτελούν τη βασική “σταθερά” όλων των ζωντανών οργανισμών με την έννοια ότι είναι αυτές που καθορίζουν τη φύση τους, όμως τα πιο εντυπωσιακά από τα χαρακτηριστικά της ζωής προέρχονται ακριβώς από την ευελιξία που επιδεικνύουν οι ίδιοι οι οργανισμοί στην αξιοποίηση των δυνατοτήτων που τους “παρέχει” η γονιδιωματική τους αλληλουχία. Μ' αυτόν τον τρόπο, η οργάνωση διαφορετικών λειτουργιών στο χωρό και τον χρόνο, η δυνατότητα απόκρισης σε εξωτερικά ερεθίσματα, η διατήρηση ενεργειακών ισοζυγίων και χημικών ισορροπιών εντός του κυττάρου, η προγραμματισμένη διαίρεσή του, η επικοινωνία με άλλα κύτταρα και (στους πιο πολύπλοκους πολυκύτταρους οργανισμούς) η εξειδίκευση λειτουργιών σε ιστούς και όργανα είναι διαφορετικές εκφάνσεις της πολυπλοκότητας που προκύπτει από τη συντονισμένη διαχείριση της γονιδιωματικής πληροφορίας. Ένα δεδομένο κύτταρο “επιλέγει” να χρησιμοποιήσει αυτήν την πληροφορία με διαφορετικό τρόπο κάτω από διαφορετικές συνθήκες μέσω της παραγωγής συγκεκριμένων συνδυασμών πρωτεϊνικών μορίων σε συγκεκριμένες ποσότητες, ενεργοποιώντας ή καταστέλλοντας τη μεταγραφή των αντίστοιχων γονίδιων τους[24]. Λέμε τότε ότι το κύτταρο “εκφράζει” τα γονίδια του με συγκεκριμένο τρόπο. Η διαδικασία αυτή της έκφρασης είναι εξαιρετικά συντονισμένη και ενέχει χαρακτηριστικά προγράμματος (μιλάμε συχνά για “προγράμματα έκφρασης”) .


    Στα επόμενα δύο κεφάλαια θα εξετάσουμε ερωτήματα που σχετίζονται με τρόπους μελέτης της έκφρασης γονιδίων σε ό,τι αφορά τόσο τις μεθοδολογίες για την μέτρηση και την ανάλυση του βαθμού ενεργοποίησης και καταστολής της μεταγραφής γονιδίων, όσο και τις προσεγγίσεις για τη βιολογική ερμηνεία των αποτελεσμάτων τέτοιων πειραμάτων που είναι συνήθως μεγάλης κλίμακας.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    


    Tο γονιδίωμα ενός σύνθετου πολυκύτταρου οργανισμού, όπως του ανθρώπου, περιέχει περίπου 22000 γονίδια (Lander et al. 2001)⁠. Tα περισσότερα απ' αυτά δεν είναι ενεργοποιημένα σε καθέναν από τους ~200 κυτταρικούς τύπους αλλά, αντίθετα εκφράζονται σε διαφορετικό χρονικά σημεία και με διαφορετική ένταση ανάλογα με το είδος της λειτουργίας που επιτελείται από το κάθε κύτταρο (Lukk et al. 2010)⁠. Το γονίδιο της αιμοσφαιρίνης π.χ. που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη που δεσμεύει το σίδηρο και μεταφέρει το οξυγόνο στα ερυθροκύτταρα δεν εκφράζεται στα κύτταρα του εγκεφάλου ενώ το γονίδιο της ινσουλίνης αντίστοιχα εκφράζεται μόνο στα πανγκρεατικά κύτταρα. Η έκφραση κάποιων γονιδίων μπορεί να είναι επίσης συνάρτηση του χρόνου. Για παράδειγμα, μια σειρά από γονίδια που κωδικοποιούν για συγκεκριμένες κινάσες (ένζυμα των οποίων ο ρόλος είναι η ενεργοποίηση άλλων πρωτεϊνών μέσω προσθήκης ιόντων φωσφορικού οξέος) εκφράζονται σ' όλα τα κύτταρα αλλά μόνο κατά τη διαδικασία της κυτταρικής διαίρεσης, ενώ είναι κατεσταλμένα κατά το μεγαλύτερο μέρος της ζωής του κυττάρου. Ειδικά στους πολυκύτταρους οργανισμούς, η εναλλακτική, ή “διαφορική” (differential) όπως αποκαλείται, έκφραση των γονιδίων αποτελεί την αιτιακή βάση για την αρχική διαφοροποίηση των κυττάρων κατά την ανάπτυξη του εμβρύου και την εξειδίκευση της κυτταρικής λειτουργίας, την ομοιόστασή τους και την απόκρισή τους σε εσωτερικά και εξωτερικά ερεθίσματα. Γνωρίζουμε επίσης ότι σημαντικές διαφορές στο πρόγραμμα έκφρασης γονιδίων συμβαίνουν κατά την εκδήλωση παθολογικών καταστάσεων.


    Το βιολογικό πρόβλημα με το οποίο θα ασχοληθούμε σ' αυτό το κεφάλαιο σχετίζεται με την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης, η μελέτη της οποίας είναι πρωταρχικής σημασίας στη σύγχρονη μοριακή βιολογία. Πιο συγκεκριμένα, τα ερωτήματα που θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε είναι:


    Με ποιους τρόπους μπορούμε να ποσοτικοποιήσουμε την γονιδιακή έκφραση; Σε ποιο επίπεδο της διαδικασίας παραγωγής πρωτεϊνών είναι προτιμότερο να κάνουμε τις μετρήσεις μας; Ποιες είναι οι πιο κατάλληλες μέθοδοι για να το κάνουμε;


    Πώς προσδιορίζουμε ποια γονίδια είναι ενεργοποιημένα και ποια όχι από το σύνολο των γονιδίων ενός οργανισμού; Πώς ποσοτικοποιούμε τη μεταβολή των επιπέδων έκφρασης ώστε να ορίσουμε γονίδια που είναι “διαφορικά εκφραζόμενα” (differentially expressed) μεταξύ δύο καταστάσεων; Σε ποιο βαθμό μπορούμε να είμαστε σίγουροι ότι ένα γονίδιο είναι ενεργοποιημένο ή κατεσταλμένο;


    Πώς μπορούμε να ορίσουμε ομάδες-υποσύνολα γονιδίων που έχουν κοινά χαρακτηριστικά στα πρότυπα έκφρασής τους; Πώς μπορούμε δηλαδή να εντοπίσουμε γονίδια που ενεργοποιούνται ή/και καταστέλλονται κάτω από τις ίδιες συνθήκες;


    Στη συνέχεια θα εξετάσουμε με τη σειρά τα τρία αυτά βασικά βιολογικά προβλήματα ξεκινώντας από τη μεθοδολογία (1), περνώντας στην αρχική επεξεργασία των δεδομένων για την εξαγωγή των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (2), για να καταλήξουμε στο τελευταίο μέρος του κεφαλαίου στις μεθόδους ομαδοποίησης και πώς αυτές χρησιμοποιούνται στην ανάλυση δεδομένων έκφρασης γονιδίων (3).


    


    


    Μέθοδοι για τη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης


    


    Ανάλυση μεταγραφώματος (transcriptome analysis)


    


    Πώς μπορούμε να ποσοτικοποιήσουμε τη γονιδιακή έκφραση; Δεδομένου ότι οι κυτταρικές λειτουργίες επιτελούνται από πρωτεΐνες το πιο λογικό θα ήταν να προσπαθήσουμε να μετρήσουμε τις συγκεντρώσεις όλων των πρωτεϊνών σ' ένα κύτταρο. Τέτοιου είδους προσεγγίσεις υπάρχουν και κατηγοριοποιούνται κάτω από το γενικό όρο “πρωτεωμική ανάλυση”. Σύγχρονες μεθοδολογίες μας επιτρέπουν να ποσοτικοποιήσουμε 8000-10000 πρωτεΐνες σ' ένα κυτταρικό δείγμα. Παρ' όλ' αυτά, οι πρωτεωμικές αναλύσεις δεν είναι η μέθοδος που επιλέγουμε κατά προτίμηση όταν θέλουμε να αναλύσουμε τη γονιδιακή έκφραση, για μια σειρά από λόγους. Ο πρώτος λόγος έχει να κάνει με τεχνικά ζητήματα. Οι συγκεντρώσεις πρωτεϊνών σ' έναν κυτταρικό πληθυσμό διαφέρουν μεταξύ τους σε τρομακτικό βαθμό που καλύπτει πολλές τάξεις μεγέθους. Κάποιες υπάρχουν σε εκατομμύρια αντίγραφα, ενώ κάποιες άλλες σε μόλις μερικές δεκάδες. Δεύτερον, η ποικιλομορφία στις λειτουργίες που επιτελούν αντανακλάται και στην κυτταρική τους χωροθέτηση αλλά και στις χημικές ιδιότητες. Τα ένζυμα είναι διαλυτά και εύκολα απομονώνονται από το κυτταροδιάλυμα (cytosol), αλλά οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες και οι μεταφορείς βρίσκονται εγκολπωμένες στις λιπιδικές μεμβράνες. Σε γενικές γραμμές, δεν διαθέτουμε μια ιδανική πειραματική διάταξη που να διαθέτει διακριτική ικανότητα τέτοια, που να επιτρέπει την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών σε ίχνη, αλλά και να μπορεί να παίρνει ικανοποιητικό δείγμα από όλα τα σημεία του κυττάρου.


    Ξεπερνώντας τα τεχνικά θέματα, θα πρέπει να σκεφτούμε ότι η παραγωγή των πρωτεϊνών είναι μια πολύπλοκη διαδικασία που περιλαμβάνει πολλά επιμέρους βήματα, ξεκινώντας από την ενεργοποίηση της μεταγραφής των γονιδίων τους, περνώντας στην επεξεργασία του mRNA και τη μετάφρασή του από τα ριβοσώματα, στις μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις και την τελική διαδικασία της αναδίπλωσης των αμινοξικών αλυσίδων σε πλήρως λειτουργική πρωτεΐνη. Από τα παραπάνω βήματα, το πρώτο χρονικά, η μεταγραφή των mRNA είναι αυτό που συγκεντρώνει και τα περισσότερα πλεονεκτήματα για αξιόπιστες και αποτελεσματικές μετρήσεις. Το mRNA απομονώνεται εύκολα και σε ποσότητες ικανές για αποτελεσματική ποσοτικοποίηση, οι μεθοδολογίες που υπάρχουν μπορούν να ενισχύσουν το δείγμα και να ταυτοποιήσουν έτσι ακόμα και μόρια mRNA που βρίσκονται σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις, ενώ, επιπλέον, απ' όσο γνωρίζουμε η μεταγραφή είναι το στάδιο στη διαδικασία της έκφρασης γονιδίων, που υπόκειται στην πιο αυστηρή ρύθμιση. Με βάση τα παραπάνω, οι μετρήσεις σε επίπεδο mRNA, εξασφαλίζουν ομοιογένεια του δείγματος, είναι πιο εύκολες πειραματικά και μπορούν να είναι ποσοτικά ακριβείς. Επιπλέον, τα επίπεδα του mRNA αντανακλούν πιο άμεσα τις αλλαγές που επισυμβαίνουν στην έκφραση των γονιδίων, καθώς ο χρόνος που μεσολαβεί από τη στιγμή που ένα γονίδιο ενεργοποιείται ως την παραγωγή της πρωτεΐνης που κωδικοποιεί μπορεί συχνά να είναι απαγορευτικός για την μελέτη ταχείας απόκρισης σε ερεθίσματα.


    Τέλος, μια σειρά από μελέτες έχουν δείξει ότι σε σταθερές συνθήκες (steady state) τα επίπεδα των mRNA συσχετίζονται σε μεγάλο βαθμό με τα αντίστοιχα των πρωτεϊνών (Vogel and Marcotte 2012)⁠ και παρά το γεγονός ότι ο βαθμός συσχέτισης είναι μειωμένος για τα mRNA που βρίσκονται σε χαμηλή συγκέντρωση (Maier, Güell, and Serrano 2009)⁠, η ποσοτικοποίηση των mRNA θεωρείται ο πιο διαδεδομένος, άμεσος και συστηματικός τρόπος για τη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης. Στη συνέχεια αυτής της ενότητας θα δούμε τις βασικές μεθοδολογίες για την πειραματική μελέτη των επιπέδων mRNA. Καθώς το αντικείμενο του κεφαλαίου (αλλά και του βιβλίου γενικότερα) είναι η υπολογιστική ανάλυση, η συζήτηση δε θα επικεντρωθεί στις λεπτομέρειες των πειραματικών διατάξεων και των βιοχημικών διαδικασιών αλλά στο είδος των δεδομένων που παράγουν οι δύο κυριότερες από αυτές τις μεθοδολογίες, οι μικροσυστοιχίες DNA και η αλληλούχιση RNA.


    


    


    Μικροσυστοιχίες DNA (DNA microarrays)


    


    Οι μικροσυστοιχίες DNA ή DNA microarrays (Duggan et al. 1999)⁠ ήταν μέχρι πρότινος η πιο διαδεδομένη μέθοδος ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης. Η ευκολία στο χειρισμό, η μεγάλη διάχυση της τεχνολογίας και το σχετικά χαμηλό κόστος της είναι οι κύριοι λόγοι για τη μεγάλη τους εξάπλωση. Πάρα την ολοένα αυξανόμενη χρήση μεθόδων αλληλούχισης νέας γενιάς (βλ. Αλληλούχιση RNA παρακάτω), η μεγάλη πλειοψηφία των πειραμάτων έκφρασης που είναι διαθέσιμα έχουν διενεργηθεί με τη χρήση μικροσυστοιχειών DNA. Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στο συνδυασμό της φυσικής ιδιότητας της υβριδοποίησης του DNA και στην πρόοδο της νανοτεχνόλογιας που επιτρέπει την ακινητοποίηση ενός μεγάλου αριθμού μορίων σε μικρο-πλακίδια με εξαιρετικά μεγάλη ακρίβεια. Μια μικροσυστοιχία DNA περιέχει έτσι έναν πολύ μεγάλο αριθμό τμημάτων μονόκλωνου γονιδιωματικού DNA που έχουν ακινητοποιηθεί σε ένα στερεό υπόστρωμα. Τα τμήματα αυτά έχουν τη φυσική τάση να ζευγαρώνουν με τα συμπληρωματικά τους (κατά Watson-Crick) μονόκλωνα μόρια εφόσον αυτά εντοπίζονται σ' ένα διάλυμα που διέρχεται πάνω από το υπόστρωμα (πλακίδιο ή chip), μέσω της ιδιότητας που ονομάζουμε υβριδοποίηση.


    Σε ένα πείραμα γονιδιακής έκφρασης σε μικροσυστοιχία DNA, το πλακίδιο σχεδιάζεται με τέτοιο τρόπο ώστε να περιέχει χαρακτηριστικά τμήματα DNA απ' όσο το δυνατόν περισσότερα γονίδια του υπό μελέτη οργανισμού. Τα τμήματα αυτά ονομάζονται ανιχνευτές (probes) και μπορούν έτσι να υβριδοποιηθούν με συμπληρωματικά τμήματα cDNA των αντίστοιχων γονιδίων[25]. Τόσο η (ποιοτική) ανίχνευση όσο και η ποσοτικοποίηση του mRNA γίνεται μέσω της μέτρησης φθορισμού που εκπέμπεται από τη στιγμή που τα δύο συμπληρωματικά μόρια υβριδοποιηθούν. Ο φθορισμός προκύπτει καθώς το δείγμα, πριν περάσει πάνω από το πλακίδιο, έχει σημανθεί με μια συγκεκριμένη φθορίζουσα χρωστική, η οποία ενεργοποιείται και εκπέμπει μόνο σε δίκλωνη διαμόρφωση. Ένα πείραμα έκφρασης σε μικροσυστοιχία συνολικά περιλαμβάνει τα εξής στάδια:


    · Απομόνωση του mRNA από το δείγμα.


    · Δημιουργία συμπληρωματικού DNA (cDNA) μέσω αντίστροφης μεταγραφής.


    · Σήμανση του cDNA με μια φθορίζουσα χρωστική ουσία.


    · Υβριδοποίηση του cDNA στη μικροσυστοιχία και μέτρηση του φθορισμού.


    


    [image: ]


    


    Εικόνα 7.1: Οι πρώτες γραμμές του αποτελέσματος ενός πειράματος έκφρασης σε μικροσυστοιχία DNA. Η πρώτη στήλη περιέχει τον κωδικό αριθμό του ανιχνευτή (probe) που μπορεί να αντιστοιχηθεί σε ένα συγκεκριμένο γονίδιο. Οι τιμές που ακολουθούν στις στήλες 2-8 αντιστοιχούν στη μέτρηση φθορισμού για το δεδομένο ανιχνευτή για καθένα από επτά διαφορετικά δείγματα.


    


    Χωρίς να μπούμε σε τεχνικές λεπτομέρειες, αρκεί να αναφέρουμε ότι το τελικό αποτέλεσμα ενός πειράματος σε μικροσυστοιχία DNA συνίσταται από μια (μακριά) σειρά από μετρήσεις φθορισμού που αντιστοιχούν στη σχετική αφθονία mRNA μορίων στο δείγμα μας και που ταυτοποιούνται με βάση τη συμπληρωματικότητά τους για συγκεκριμένους ανιχνευτές. Το σύνολο των τιμών που καταγράφονται εξαρτάται από το είδος του οργανισμού που μελετάται, τον αριθμό των γονιδίων, των οποίων την έκφραση επιθυμούμε να ποσοτικοποιήσουμε και τη διακριτική ικανότητα της μικροσυστοιχίας. Σε κάθε περίπτωση, πρόκειται για πειράματα μεγάλης κλίμακας, που μεταφράζεται σε μερικές χιλιάδες ή δεκάδες χιλιάδες τιμές. Σχηματικά ένα μέρος μόνο από τα αποτελέσματα ενός τέτοιου πειράματος φαίνεται στην Εικόνα 7.1. Σε επόμενη ενότητα θα δούμε πώς χειριζόμαστε αυτό το είδος των δεδομένων πριν περάσουμε στην κατά κύριο λόγο ανάλυση της διαφορικής έκφρασης.


    


    


    Αλληλούχιση RNA (RNA Sequencing)


    


    Η υψηλή ζήτηση για αλληλούχιση χαμηλού κόστους έχει οδηγήσει την τελευταία δεκαετία στην ανάπτυξη της αλληλούχισης υψηλής απόδοσης (ή αλληλούχισης επόμενης γενιάς, next generation sequencing, NGS). Πρόκειται για τη βιολογική τεχνολογία της “παραλληλοποίησης” της διαδικασίας αλληλούχισης, με τρόπο που να καθιστά δυνατό τον προσδιορισμό της πρωτοταγούς διαδοχής βάσεων εκατομμυρίων ή δεκάδων εκατομμυρίων αλληλουχιών ταυτόχρονα. H επεκτασιμότητα, η ταχύτητα αλλά κυρίως η σχέση κόστους-απόδοσης των NGS εφαρμογών επιτρέπουν στους ερευνητές να μελετήσουν τα βιολογικά συστήματα σε επίπεδο που δεν ήταν δυνατό μέχρι πρότινος. Περισσότερα για την τεχνολογία και τις σύγχρονες μεθόδους αλληλούχισης επόμενης γενιάς (NGS) θα συζητήσουμε στο Κεφάλαιο 11, που θέμα του έχει τη βιολογία στην εποχή των μεγάλων συνόλων δεδομένων. Για την ώρα αρκεί να περιγράψουμε περιληπτικά τη διαδικασία αποκομιδής των δεδομένων για ένα πείραμα έκφρασης γονιδίων με τη χρήση NGS και -κυριότερα- τη μορφή που αυτά έχουν.


    Η NGS ποσοτικοποίηση της γονιδιακής έκφρασης γίνεται με τη μαζική αλληλούχιση mRNA που αρχικά απομονώνεται από το δείγμα και στη συνέχεια μετατρέπεται σε cDNA όπως στην περίπτωση των μικροσυστοιχιών. Οι διαφορές της μεθόδου αλληλούχισης RNA, ή RNASeq όπως είναι ευρύτερα γνωστή, ξεκινούν εδώ: Αρχικά το cDNA δείγμα υπόκειται σε ένα στάδιο κλασμάτωσης πριν την αλληλούχιση καθώς οι υπάρχουσες τεχνολογίες, στη συντριπτική τους πλειoψηφία, αποδίδουν αξιόπιστα αποτελέσματα για αλληλουχίες όχι μεγαλύτερες από 300-500 βάσεις. Στη συνέχεια και ανάλογα με την τεχνολογία που εφαρμόζεται, το cDNA ενισχύεται μέσω αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) (η οποία μπορεί να διενεργηθεί με διαφορετικούς τρόπους) και αλληλουχείται μαζικά συνήθως “μέσω σύνθεσης”. Αυτό σημαίνει ότι νέοι κλώνοι cDNA συντίθενται πάνω στο εκμαγείο των κλώνων του δείγματος και η διαδικασία της σύνθεσης καταγράφεται νουκλεοτίδιο-νουκλεοτίδιο (Wang, Gerstein, and Snyder 2009)⁠. Το αποτέλεσμα είναι ένα αρχείο που περιέχει έναν πολύ μεγάλο αριθμό (της τάξης των δεκάδων εκατομμυρίων) αλληλουχιών μικρού μήκους (μεταξύ 100 και 500 βάσεων). Μια ακόμα βασική διαφορά με τις μεθοδολογίες που βασίζονται στην υβριδοποίηση έχει να κάνει με την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων. Αυτή γίνεται για ένα πείραμα αλληλούχισης επόμενης γενιάς μέσω των εξής βημάτων (Mortazavi et al. 2008)⁠:


    · Έλεγχος ποιότητας των αλληλουχιών και αποκλεισμός αυτών που δεν ικανοποιούν συγκεκριμένα κριτήρια αξιοπιστίας. Στο πρώτο αυτό στάδιο απορρίπτονται οι αλληλουχίες που δεν πληρούν τις προϋποθέσεις ποιότητας που είναι γενικώς αποδεκτές. Ποσοστά απόρριψης μεταξύ 5 και 30% είναι φυσιολογικά, ανάλογα με το πείραμα.


    · Χαρτογράφηση των αλληλουχιών στο γονιδίωμα αναφοράς. Πρόκειται για τη βασική διαδικασία μέσω της οποίας ποσοτικοποιούνται τα αποτελέσματα. Για καθεμία από τα εκατομμύρια των μικρών αλληλουχιών (που ονομάζονται και “αναγνώσεις αλληλουχιών”, sequence reads ή απλά reads) εντοπίζεται η θέση του γονιδιώματος από την οποία προέρχεται (το οποίο ονομάζουμε γονιδίωμα αναφοράς, reference genome). Μετά τη χαρτογράφηση του συνόλου των reads, μπορούμε να γνωρίζουμε με ακρίβεια πόσες φορές “διαβάστηκε” κάθε νουκλεοτίδιο του υπο μελέτη γονιδιώματος[26].


    · Ποσοτικοποίηση αριθμού αναγνώσεων ανά μετάγραφο. Παίρνοντας ως δεδομένες τις θέσεις των γονιδίων/μεταγράφων στο γονιδίωμα αναφοράς μπορούμε να υπολογίσουμε τον αριθμό των αναγνώσεων που επικαλύπτονται με κάθε γενετικό τόπο ξεχωριστά. Λαμβάνοντας υπόψη το μήκος της αντίστοιχης γονιδιωματικής περιοχής, (ή για την ακρίβεια των μεταγράφων mRNA που προκύπτουν από αυτήν), αλλά και το συνολικό αριθμό των αναγνώσεων που προέκυψαν από το πείραμα μπορούμε να καταλήξουμε σε μια αριθμητική τιμή που είναι έτσι δηλωτική της ποσότητας mRNA που υπήρχε στο αρχικό δείγμα από το συγκεκριμένο γενετικό τόπο.


    


    Ερώτηση: Με ποιον τρόπο περιμένετε να επηρεάζει τη μέτρηση σε ένα RNASeq πείραμα, το μήκος του υπό εξέταση γονιδίου;


    


    


    Στάδια ανάλυσης ενός πειράματος γονιδιακής έκφρασης


    


    Ανεξάρτητα από τη μέθοδο που χρησιμοποιούμε για την μελέτη της γονιδιακής έκφρασης, τα στάδια της ανάλυσης είναι λίγο πολύ τα ίδια και περιλαμβάνουν: α) την απομόνωση του mRNA β) την ποσοτικοποίηση του γ) τον προσδιορισμό των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων και δ) την ομαδοποίηση γονιδίων ανάλογα με τα πρότυπα έκφρασής τους. Σχηματικά αυτή η διαδικασία φαίνεται στην Εικόνα 7.2.


    


    


    Αποκομιδή και χειρισμός πρωτογενών δεδομένων


    


    Mέτρησεις


    


    Όπως είδαμε παραπάνω τα πρωτογενή δεδομένα εξαρτώνται από τη μεθοδολογία που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση. Στην περίπτωση των μικροσυστοιχιών το μετρούμενο μεγέθος είναι η ένταση φθορισμού που προκύπτει από την υβριδοποίηση συμπληρωματικών στους ανιχνευτές αλληλουχιών. Στην περίπτωση του RNASeq οι μετρήσεις αφορούν καθαρά το πλήθος των συντιθέμενων αλληλουχιών που προέρχονται από ένα συγκεκριμένο mRNA μόριο. Και στις δύο περιπτώσεις είναι απαραίτητη μια σειρά χειρισμών των δεδομένων έτσι όπως λαμβάνονται από την πειραματική διάταξη και είναι βασικό να προηγηθεί μια διαδικασία κανονικοποίησης των πρωτογενών δεδομένων πριν περάσουμε στην περαιτέρω ανάλυσή τους. Αξίζει να θυμηθούμε εδώ ότι η κανονικοποίηση είναι η διαδικασία με την οποία μετατρέπουμε δεδομένα που έχουν προκύψει με διαφορετικούς τρόπους σε μια κλίμακα που να τα καθιστά άμεσα συγκρίσιμα. Μέσω της κανονικοποίησης, αφαιρούμε συστηματικά σφάλματα που μπορεί να προέρχονται από τους χειρισμούς των πειραματιστών, την πειραματική διάταξη ή άλλους αστάθμητους παράγοντες. Μ' αυτόν τον τρόπο δεδομένα από διαφορετικά πειράματα μπορούν να συγκριθούν στη βάση των διαφορών τους που αφορούν το βιολογικό υπόβαθρο, ελαχιστοποιώντας την επίδραση τεχνικών σφαλμάτων και εξωγενών παραγόντων.
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    Εικόνα 7.2: Σχηματική αναπαράσταση των σταδίων ενός πειράματος γονιδιακής έκφρασης από την αποκομιδή των πρωτογενών δεδομένων ως τη δημιουργία ομάδων γονιδίων με χαρακτηριστικά πρότυπα έκφρασης.


    


    


    Μικροσυστοιχίες DNA και λογαρίθμιση έντασης φθορισμού


    


    Οι μετρήσεις φθορισμού που προκύπτουν από ένα πείραμα μικροσυστοιχιών διατηρούν κάποια χαρακτηριστικά που δυσχαιρένουν την περαιτέρω ανάλυση. Πιο συγκεκριμένα, οι ανεπεξέργαστες τιμές φθορισμού εμφανίζουν μεγάλη διασπορά σε ό,τι αφορά το εύρος της έντασης, με πολλές τιμές να είναι εξαιρετικά μικρές και λίγες να είναι πολύ μεγάλες (βλ. Εικόνα 7.3α). Κάτι τέτοιο είναι προβληματικό καθώς ιδανικά, και προκειμένου τα πειράματα να είναι συγκρίσιμα, θα πρέπει η διασπορά των τιμών να είναι ανεξάρτητη της έντασης φθορισμού. Οι τιμές δηλαδή θα πρέπει να κατανέμονται με όσο το δυνατόν πιο ομοιόμορφο τρόπο. Προκειμένου να μειωθεί η επίδραση αυτής της τάσης για διασπορά που σχετίζεται με την ένταση, οι αρχικές τιμές ενός πειράματος μικροσυστοιχιών μετασχηματίζονται με τη λήψη λογαρίθμου. Η λογαρίθμηση των τιμών φθορισμού οδηγεί σε μια προσεγγιστικά κανονική κατανομή των τιμών που κάνει τον περαιτέρω χειρισμό τους πιο εύκολο. Αυτό συμβαίνει καθώς (επίσης προσεγγιστικά) η αρχική κατανομή των τιμών φθορισμού ακολουθεί τη λογαριθμοκανονική κατανομή (log-normal distribution). Η βάση που επιλέγουμε για το λογάριθμο είναι τις περισσότερες φορές το 2 για λόγους που έχουν να κάνουν με την εύκολη ερμηνεία των αποδιδόμενων τιμών σε περιπτώσεις σύγκρισης δύο δειγμάτων, όπως θα δούμε πιο αναλυτικά παρακάτω (βλ. Υπολογισμός βαθμού διαφοράς έκφρασης).


    


    


    RNA Sequencing και αριθμός αναγνώσεων ανά 1000 βάσεις (RPKM)


    


    Όπως συζητήσαμε και νωρίτερα, στα πειράματα RNASeq η ποσοτικοποίηση της έκφρασης γίνεται στη βάση του αριθμού των reads που βρίσκονται να επικαλύπτονται με μια συγκεκριμένη γονιδιωματική περιοχή, που αντιστοιχεί σ' ένα δεδομένο μετάγραφο (transcript) ή γονίδιο. Ωστόσο, η απόλυτη τιμή αυτής της ποσότητας δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί αυτούσια για δύο βασικούς λόγους. Ο πρώτος είναι ότι εξαρτάται από το μήκος του μεταγράφου. Μεγάλα γονίδια που εκτείνονται για πολλές χιλιάδες βάσεις (κάποιες φορές και εκατοντάδες χιλιάδες) θα συγκεντρώνουν μεγαλύτερο αριθμό αναγνώσεων απλώς και μόνο λόγω μεγέθους. Ο δεύτερος λόγος είναι ότι πειράματα που συνολικά παράγουν μεγαλύτερο αριθμό αναγνώσεων, επειδή το δείγμα εμπλουτίστηκε περισσότερο, επειδή η ποιότητα της αλληλούχισης ήταν καλύτερη και οδήγησε στην απόρριψη μικρότερου αριθμού αναγνώσεων ή απλώς επειδή το δείγμα αλληλουχήθηκε σε μεγαλύτερο “βάθος”, θα δίνουν συστηματικά μεγάλυτερες τιμές αναγνώσεων ανά μετάγραφο.


    Για τους δύο αυτούς λόγους, για την εκτίμηση του βαθμού έκφρασης μεταγράφων υπολογίζουμε μια διορθωμένη τιμή που ονομάζεται RPKM ή FPKM, από τα αρχικά “Reads/Fragments per Kilobase of gene per Million”. H τιμή αυτή αντιστοιχεί σε μια διπλή κανονικοποίηση του αριθμού των αναγνώσεων ανά μετάγραφο, αρχικά ως προς το μήκος του (ανά χιλιάδα βάσεων) κι έπειτα ως προς το σύνολο των παραχθεισών αλληλουχιών (ανά εκατομμύριο αλληλουχιών)[27]. Αν λοιπόν το μετάγραφο t με μήκος l επικαλύπτεται με r αναγνώσεις σε σύνολο N χαρτογραφημένων αλληλουχιών, τότε η τιμή RPKM θα είναι ίση με:
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    H παραπάνω μετατροπή εξασφαλίζει ότι η τιμή στην οποία αναφέρεται ο βαθμός έκφρασης ενός μεταγράφου θα είναι ανεξάρτητη τόσο του μήκους του όσο και του βάθους της αλληλούχισης.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε άλλα χαρακτηριστικά των γονιδιωματικών αλληλουχιών που να επιφέρουν ανωμαλίες στις μετρήσεις RNASeq και να προτείνετε τρόπους κανονικοποίησής τους;


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Κανονικοποίηση


    


    Στις αμέσως προηγούμενες ενότητες συζητήσαμε τους πιο βασικούς τρόπους για μια πρώτη επεξεργασία των δεδομένων, η οποία αφορά μια εσωτερική κανονικοποίηση. Τι συμβαίνει όμως όταν θέλουμε να συγκρίνουμε μεταξύ διαφορετικών πειραμάτων, μεταξύ επαναλήψεων του ίδιου πειράματος, ή του ίδιου πειράματος κάτω από ελαφρώς διαφορετικές συνθήκες; Σ' όλες τις παραπάνω περίπτωσεις είναι απαραίτητο να καταφύγουμε σε πιο εκλεπτυσμένες μεθόδους για την κανονικοποίηση των τιμών. Ανάμεσα στις διάφορες μεθόδους κανονικοποίησης δεδομένων γονιδιακής έκφρασης (Bolstad et al. 2003)⁠, θα αναφερθούμε στη συνέχεια σ' αυτές με το μεγαλύτερο ενδιαφέρον τόσο από θεωρητικής όσο και από πρακτικής άποψης.
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    Eικόνα 7.3: α) Ιστόγραμμα τιμών φθορισμού που ακολουθούν λογαριθμοκανονική κατανομή (επάνω) και μετά από λήψη των λογαρίθμων τους (κάτω) που μετατρέπει την κατανομή τους σε κανονική β) Γραφική αναπαράσταση του υπολογισμού της τιμής RPKM από δύο πειράματα αλληλούχισης RNA. Οι δύο χρωματισμένες περιοχές περιέχουν διαφορετικό αριθμό μικρο-αναγνώσεων (reads) όμως αυτό είναι αποτέλεσμα του διαφορετικού τους μήκους (5kb έναντι 3kb). Διαίρεση με το μήκος (RPK) δίνει παραπλήσιες τιμές για τις δύο περιοχές στο ίδιο πείραμα. Μεταξύ δύο πειραμάτων με διαφορετικό συνολικό αριθμό αναγνώσεων χρειάζεται μια ακόμα διόρθωση ως προς το συνολικό αριθμό των reads. Ετσι οι τιμές RPKM είναι πολύ παρόμοιες για τις δύο περιοχές και μεταξύ των δύο πειραμάτων.


    


    


    Ολική κανονικοποίηση γύρω από σταθερή τιμή


    


    Αυτή μπορεί να γίνει με διάφορες μεθόδους, το κοινό χαρακτηριστικό των οποίων είναι ότι εφαρμόζονται συνολικά στα δεδομένα με τον ίδιο τρόπο. Μια μέθοδος είναι η διαίρεση όλων των τιμών με τις αντίστοιχες χαρακτηριστικές τιμές έκφρασης συστατικών (housekeeping) γονιδίων, η οποία θεωρείται σταθερή ανεξάρτητα από τις συνθήκες ή τον κυτταρικό τύπο. Για την όσο το δυνατόν καλύτερη εφαρμογή της μεθόδου, ορίζεται αρχικά ένα σύνολο από συστατικά γονίδια και η τιμή “διόρθωσης” αποτελεί έναν σταθμισμένο μέσο της έκφρασής τους. Έτσι αν Ε(g) είναι η αρχική τιμή για το γονίδιο g, τότε η κανονικοποιημένη τιμή του θα είναι:
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    όπου k μια σταθερά για το δεδομένο πείραμα που θα αντιστοιχεί στη συνδυασμένη έκφραση ενός συνόλου συστατικών γονιδίων.


    Με απολύτως ανάλογο τρόπο μπορούμε να σκεφτούμε τρόπους κανονικοποίησης με εναλλακτικές σταθερές k. Στη θέση της τιμής k μπορούμε έτσι να χρησιμοποιήσουμε τη μέση τιμή των τιμών έκφρασης ή αντίστοιχα τη μέγιστη ή ελάχιστη τιμή του κάθε δείγματος. Όλες οι παραπάνω μέθοδοι είναι ουσιαστικά μέθοδοι που μεταβάλλουν την κλίμακα των τιμών μέσω ενός παράγοντα επανακλιμάκωσης (rescaling factor) που είναι η τιμή k.


    


    


    Τυποποίηση με z-score (z-standardization)


    


    Συναντήσαμε αυτόν τον τύπο κανονικοποίησης στο Κεφάλαιο 1. Πρόκειται για ένα είδος σταθμισμένης επανακλιμάκωσης, όπου εκτός από την μέση τιμή λαμβάνεται υπόψη και η τυπική απόκλιση του δείγματος. Έτσι αν Ε(g) είναι η τιμή έκφρασης του γονιδίου g από ένα δείγμα με μέση τιμή μ και τυπική απόκλιση σ, τότε η κανονικοποιημένη τιμή έκφρασής του g θα είναι:
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    Η εξίσωση 7.3 εκφράζει ουσιαστικά την απόσταση της τιμής έκφρασης Ε(g) από τη μέση τιμή του δείγματος σε μονάδες τυπικής απόκλισης. Εφαρμογή αυτού του μετασχηματισμού σε διαφορετικά πειράματα τα κάνει συγκρίσιμα όχι μόνο σε ό,τι αφορά τη μέση τιμή τους (που είναι τώρα το 0) αλλά και σε ό,τι αφορά τη διασπορά τους. Ωστόσο, η τυποποίηση είναι σωστό να εφαρμόζεται μόνο σε κατανομές που είναι κανονικές ή προσεγγιστικά κανονικές κι έτσι π.χ. σε ένα πείραμα μικροσυστοιχιών θα πρέπει πάντα να έχει προηγηθεί λογαριθμική τροποποίηση (Irizarry et al. 2003)⁠. Σε πειράματα RNASeq αντίστοιχα, καθώς η κανονικότητα δεν εξασφαλίζεται θα πρέπει να σκεφτούμε διαφορετικούς τρόπους που είναι μη-παραμετρικοί.


    


    


    Κανονικοποίηση ποσοστημορίων (quantile normalization)


    


    Μια μη-παραμετρική μέθοδος κανονικοποίησης που βρίσκει ευρεία εφαρμογή στην ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, είναι η κανονικοποίηση ποσοστημορίων (quantile normalization) (Hansen, Irizarry, and Wu 2012)⁠. Η συγκεκριμένη μέθοδος οδηγεί σε συγκρίσιμες κατανομές τιμών ακόμα και στην περίπτωση που οι αρχικές κατανομές δεν είναι κανονικές. Η διαδικασία βασίζεται ουσιαστικά στη σύγκριση της κατάταξης των τιμών και για το λόγο αυτό είναι ανεξάρτητη των ροπών (μέση τιμή, διασπορά κλπ). Δεδομένου ενός πίνακα Ν τιμών από Μ διαφορετικά πειράματα/δείγματα, υπολογίζεται αρχικά η κατάταξη (κατά αύξουσα σειρά) των τιμών εντός του κάθε δείγματος σε έναν νέο πίνακα R[N,M]. Στη συνέχεια δημιουργείται ένα μοναδικό διάνυσμα μέσων τιμών που λαμβάνουν υπόψη τους την κατάταξη. Έτσι η τιμή Q[1] είναι η μέση τιμή των πρώτων στην κατάταξη (μικρότερων) τιμών των Μ δειγμάτων, η τιμή Q[2] είναι η μέση τιμή των δεύτερων στην κατάταξη τιμών κ.ο.κ. Οι τιμές Q χρησιμοποιούνται στη συνέχεια, στη θέση των τιμών με την αντίστοιχη κατάταξη στον πίνακα R. Έτσι η χαμηλότερη τιμή για το πρώτο δείγμα εξισώνεται με την Q[1], το ίδιο και η χαμηλότερη τιμή για το δεύτερο, το τρίτο κ.ο.κ. Το τελικό αποτέλεσμα είναι ένας πίνακας που περιέχει τις ίδιες ακριβώς τιμές σε κάθε στήλη με διαφορετική ωστόσο κατάταξη. Αυτός ο μετασχηματισμός, εξασφαλίζει ότι οι κατανομές είναι απολύτως συγκρίσιμες χωρίς όμως να χάνεται η εσωτερική τους δομή.


    Μια πιο τυπική περιγραφή της μεθοδολογίας μπορεί να γίνει μέσω του παρακάτω αλγορίθμου:


    


    Αλγόριθμος :: QuantileNorm


    Δεδομένα Εισόδου: Ένας πίνακας Ε[Ν,Μ] Ν τιμών έκφρασης από Μ πειράματα


    Για i=1 έως i=M:


     Υπολόγισε την κατάταξη r των στοιχείων της στήλης i του Ε


     Πρόσθεσε την r σε έναν πίνακα κατατάξεων R[N,M]


    Δημιούργησε έναν πίνακα Q[Ν,Μ]


    Κατάταξε τις τιμές κάθε στήλης του E[Ν,Μ] με αύξουσα σειρά → Q[N,M]


    Για i=1 έως i=N:


     Yπολόγισε τη μέση τιμή των στοιχείων Q[i,M] → q[i]


    Στον πίνακα R[N,M]:


     Αντικατάστησε την κάθε τιμή R[i,M] με την αντίστοιχη q[i]


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Πίνακας R[N,M]


    Τερματισμός


    


    Είναι προφανές ότι για την εφαρμογή της μεθόδου απαιτείται ένας πίνακας με τον ίδιο αριθμό μετρήσεων Ν για όλα τα πειράματα. Η κανονικοποίηση ποσοστημορίων αποτελεί τη βάση μιας ευρύτατα διαδεδομένης εφαρμογής για την ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών που ονομάζεται RMA (Robust Multi-array Analysis). H RMA αποτελεί στην ουσία έναν συνδυασμό της κανονικοποίησης ποσοστημορίων ακολουθούμενης από μια τυποποίηση (βλ. παραπάνω) με τη χρήση διάμεσων τιμών.


    


    


    Τοπική κανονικοποίηση μέσω σταθμισμένης εξομάλυνσης. (Locally weighted scatterplot smoothing, LOESS)


    


    H τοπική κανονικοποίηση διαφέρει από την ολική ακριβώς ως προς το γεγονός ότι εφαρμόζεται με διαφορετικό τρόπο σε υποσύνολα των δεδομένων. Μια μέθοδος που χρησιμοποιείται σε μεγάλη έκταση στην ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών είναι η LOESS που μπορεί να γίνει κατανοητή και ως μια μέθοδος τοπικής παλιδρόμησης (LOcal RegrESSion) (Ballman et al. 2004)⁠. Εφαρμόζεται σε ζευγαρωμένα δείγματα, δηλαδή σε δείγματα που προέρχονται από δύο διαφορετικές συνθήκες ή επαναλήψεις του ίδιου πειράματος με σκοπό να εξομαλύνει τόσο συστηματικά όσο και τυχαία σφάλματα. Η μέθοδος είναι εξαιρετικά απαιτητική υπολογιστικά καθώς περιλαμβάνει τα εξής βήματα:


    [image: ]


    


    Εικόνα 7.4: Κανονικοποίηση δύο συνόλων τιμών έκφρασης από δύο δείγματα (α) με β) z-κανονικοποίηση που μετατρέπει την κλίμακα σε νέα κλίμακα με κέντρο το 0 γ) κανονικοποίηση ποσοστημορίων που μετατρέπει την κλίμακα σε μια σταθμισμένη κλίμακα με βάση την κατανομή ποσοστημορίων. Τόσο η β) όσο και η γ) διατηρούν τη διασπορά του δείγματος. Η κανονικοποίηση LOESS (δ) αλλάζει τις τιμές στο ένα μόνο δείγμα (εδώ Δείγμα 2) ανάλογα με το πού εφαρμόζεται το μοντέλο. Η πλήρης κανονικοποίηση περιλαμβάνει και την αντίστροφη διαδικασία (κανονικοποίηση του Δείγματος 1 με βάση το 2).


    


    


    · Εφαρμόζει παλινδρόμηση σταθμισμένων ελαχίστων τετραγώνων για διαδοχικά υποσύνολα των τιμών. Το μέγεθος των υποσυνόλων προκύπτει από μια παράμετρο εξομάλυνσης (smoothing parameter)


    · Υπολογίζει μια καμπύλη τοπικής παλινδρόμησης (LOESS) η οποία είναι πολυωνυμική αλλά με μεταβλητές παραμέτρους που καθορίζονται από τα σημεία κάθε υποσυνόλου. Στο σημείο αυτό έγκεινται τόσο η τοπικότητα της μεθόδου, όσο και οι αυξημένες υπολογιστικές απαιτήσεις της.


    · Επανυπολογίζει τις τιμές με βάση την απόστασή τους από την καμπύλη LOESS.


    Στην Εικόνα 7.4δ φαίνεται μια χαρακτηριστική εικόνα σημείων (ζευγών τιμών έκφρασης) πριν και μετά την εφαρμογή της LOESS μεθόδου. Βασικό πλεονέκτημα της μεθόδου είναι ότι δεν προϋποθέτει τη γνώση των παραμέτρων του πολυωνύμου με βάση το οποίο γίνεται η παλινδρόμηση. Στα μειονεκτήματά της ωστόσο, πέρα από τις υπολογιστικές απαιτήσεις θα πρέπει να προσμετρηθεί το γεγονός ότι χρειάζεται μεγάλο αριθμό τιμών και μικρή διασπορά μεταξύ τους.


    


    


    Διαφορική έκφραση γονιδίων


    


    Έχοντας δει τα βασικά βήματα για την αρχική ανάλυση των δεδομένων έκφρασης περνάμε τώρα στη διαδικασία με την οποία θα εκτιμήσουμε τη διαφορική έκφραση γονιδίων από ένα πείραμα που διενεργείται σε γονιδιωματική κλίμακα. Το ερώτημα είναι:


    


    Δεδομένων τιμών έκφρασης για Ν διαφορετικά γονίδια του ίδιου οργανισμού για δύο διαφορετικές συνθήκες, πώς θα προσδιορίσουμε ποια γονίδια είναι ενεργοποιημένα, ποια κατεσταλμένα και ποια εκείνα των οποίων η έκφραση δε μεταβάλλεται;


    


    Στην περίπτωση πειραμάτων μεγάλης κλίμακας ο αριθμός Ν μπορεί να βρίσκεται μεταξύ 3000 (για ένα απλό προκαρυωτικό γονιδίωμα) και 50000 (για ένα σύνθετο ευκαρυωτικό γονιδίωμα στο οποίο εξετάζουμε και εναλλακτικές μορφές μεταγράφων). Οι διαφορετικές συνθήκες μπορεί να είναι στάδια στην ανάπτυξη ενός οργανισμού, διαφορετικοί κυτταρικοί τύποι, ο ίδιος κυτταρικός τύπος πριν και μετά την επίδραση μιας ουσίας ή ενός τροποποιητικού παράγοντα ή ένας πληθυσμός υγιών έναντι παθολογικών δειγμάτων. Σε κάθε περίπτωση θα πρέπει να σημειώσουμε ότι η σύγκριση γίνεται μεταξύ δύο καταστάσεων, καθώς η διαφορική έκφραση βασίζεται στην έννοια της μεταβολής. Στη συνέχεια θα δούμε πώς υπολογίζουμε την μεταβολή αυτή ως λογάριθμο λόγων έκφρασης και πώς αξιολογούμε αυτήν την τιμή στατιστικά.


    


    


    Προσδιορισμός διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων


    


    Ο υπολογισμός του βαθμού της μεταβολής της έκφρασης του ίδιου γονιδίου μεταξύ δύο διαφορετικών συνθηκών γίνεται με τη χρήση του λογαρίθμου του λόγου των τιμών έκφρασης στη συνθήκη μελέτης (test) προς τη συνθήκη ελέγχου (control). Η απόδοση των συνθηκών γίνεται από τον πειραματιστή και βασίζεται στο βιολογικό ερώτημα. Έτσι π.χ. αν αναζητούμε τις μεταβολές της έκφρασης σε μια παθολογική κατάσταση είναι λογικό οι τιμές των παθολογικών δειγμάτων να είναι η συνθήκη μελέτης και αυτές των φυσιολογικών να είναι η συνθήκη ελέγχου. Υπολογίζουμε το λογάριθμο του λόγου τους ως εξής:
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    Η χρήση του λόγου των τιμών έκφρασης είναι προφανής. Τιμές του λόγου >1 θα είναι ενδεικτικές μεγαλύτερης έκφρασης στη συνθήκη μελέτης και συνεπώς ενεργοποίησης του γονιδίου ενώ τιμές <1 θα είναι ενδεικτικές καταστολής του. Η εφαρμογή του λογαρίθμου γίνεται για δύο λόγους. Αρχικά, για να μειώσει τη διασπορά των τιμών λόγων έκφρασης, με τον ίδιο τρόπο που είδαμε παραπάνω για τις καθαρές τιμές έκφρασης. Κατά δεύτερο λόγο, για να μετατρέψει το “ουδέτερο” σημείο της ποσότητας από το 1 στο 0. Οι τιμές log2FC είναι θετικές στην περίπτωση της ενεργοποίησης του γονιδίου g, της αύξησης δηλαδή των επιπέδων έκφρασής του στη συνθήκη μελέτης σε σχέση με τη συνθήκη ελέγχου και αρνητικές στην περίπτωση καταστολής. Μηδενικές μεταβολές αντιστοιχίζονται στην τιμή 0. Επιπλέον, η χρήση του δυαδικού λογάριθμου επιτρέπει μια απευθείας ανάγνωση του βαθμού της διαφορικής έκφρασης. Μια τιμή log2FC=1 σημαίνει διπλάσια έκφραση σε σχέση με τη συνθήκη ελέγχου, ενώ μια τιμή log2FC=-1 υποδηλώνει μείωση στο μισό. Η χρήση της λογαριθμικής κλίμακας επιτρέπει γενικότερα ευκολότερη ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Στην περίπτωση που η έκφραση του κάθε γονιδίου έχει μετρηθεί περισσότερες από μία φορές σε επαναλήψεις του ίδιου πειράματος, η εξίσωση 7.4 δεν αλλάζει αλλά στη θέση των Ε(g)test και Ε(g)control χρησιμοποιούνται οι αντίστοιχες μέσες τιμές των επαναλήψεων. Η σημασία της πραγματοποίησης επαναλήψεων του ίδιου πειράματος είναι πολύ μεγάλη για λόγους στατιστικής αξιολόγησης που θα συζητηθούν στη συνέχεια.


    Σημειώνεται εδώ ότι η ζευγαρωτή σχέση συνθήκης μελέτης/ελέγχου δε σημαίνει ότι σε κάθε πείραμα υπάρχει μόνο μια συνθήκη μελέτης. Κρατώντας σταθερή τη συνθήκη ελέγχου κανείς μπορεί να υπολογίσει τη σχετική έκφραση σε μια σειρά από καταστάσεις. Έτσι π.χ. μπορεί κανείς να συγκρίνει παθολογικά δείγματα με δείγματα στα οποία οι ασθενείς υποβάλλονται σε διαφορετικές θεραπείες ή να μελετήσει τη διαφορική έκφραση σε διαφορετικά στάδια μιας διαδικασίας εφ' όσον όλα συγκρίνονται με ένα αρχικό χρονικό σημείο t=0 κλπ.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ. Στατιστική ανάλυση διαφορικής έκφρασης


    


    Είδαμε παραπάνω ότι η σχετική έκφραση ποσοτικοποιείται σε μια λογαριθμική κλίμακα λόγων. Πώς όμως μπορούμε να προσδιορίσουμε κατά πόσο μια τιμή log2FC=1 είναι αρκετά μεγάλη ώστε να κατατάξουμε το γονίδιο στο οποίο αντιστοιχεί στα ενεργοποιημένα; Θα χρειαστούμε ένα στατιστικό έλεγχο της τιμής αυτής ώστε να αξιολογήσουμε σε ποιο βαθμό η διπλάσια έκφραση αντανακλά ένα υπαρκτό βιολογικό φαινόμενο ή μια τυχαία διακύμανση στα επίπεδα του mRNA. Oπωσδήποτε, ακραίες τιμές log2FC είναι καταρχάς ενδεικτικές πραγματικών διαφορών, ωστόσο ένα απλό διαισθητικά ερώτημα σχετίζεται με το κατά πόσο μια τιμή είναι επαναλήψιμη. Πιο απλά, αν θα παίρναμε την ίδια (ή σχεδόν την ίδια) τιμή log2FC αν επαναλαμβάναμε το πείραμα. Η έννοια της επαναληψιμότητας είναι βασική για το στατιστικό (και ουσιαστικό) έλεγχο κάθε πειράματος, αλλά στην περίπτωση των πειραμάτων έκφρασης έχει ιδιαίτερα κεντρικό ρόλο. Είναι πρακτικά αδύνατο να αξιολογήσουμε τη διαφορική έκφραση μ' ένα μοναδικό πείραμα. Κι αυτό γιατί ο στατιστικός έλεγχος απαιτεί να συγκρίνουμε όχι ένα ζεύγος τιμών για κάθε γονίδιο αλλά ένα ζεύγος κατανομών των τιμών αυτών. Απ' αυτήν τη σκοπιά είναι σημαντικό να γνωρίζουμε ότι κάθε πείραμα έκφρασης θα πρέπει να διενεργείται τουλάχιστο σε τρεις επαναλήψεις, που σημαίνει ότι για κάθε συνθήκη και για κάθε γονίδιο θα πρέπει να έχουμε τουλάχιστον τρεις μετρήσεις έκφρασης (Lee et al. 2000)⁠. Ο λόγος γι' αυτόν τον περιορισμό είναι ότι για να αξιολογήσουμε τη διαφορική έκφραση στατιστικά, θα πρέπει να υπολογίσουμε μια πιθανότητα που να εκτιμά τη διαφορά μεταξύ των μέσων τιμών των μετρήσεων για κάθε συνθήκη (και για μια μέση τιμή καλό είναι να έχουμε τουλάχιστον τρεις μετρήσεις). Σε πειράματα έκφρασης, όπου εξετάζουμε μια συνθήκη μελέτης με μια συνθήκη ελέγχου, ο στατιστικός έλεγχος γίνεται με τη χρήση του ελέγχου t (Student's t-test ή πιο απλά t-test) που αποτελεί ένα στατιστικό έλεγχο υποθέσεων. Η υπόθεση αυτή που στη στατιστική ονομάζεται και “μηδενική υπόθεση” (null hypothesis) και συμβολίζεται με H0 είναι, στην περίπτωση του t-test, ότι οι μέσες τιμές δύο συνόλων τιμών είναι ταυτόσημες[28].


    Πιο αναλυτικά, δεδομένων δύο συνόλων τιμών X1 και Χ2, το t-test υπολογίζει ένα μέγεθος t[29] το οποίο είναι μικρό αν οι μέσες τιμές μ1 και μ2 είναι παραπλήσιες. Όσο μεγαλύτερο είναι το t τόσο μικρότερη είναι η πιθανότητα οι δύο μέσες τιμές να ταυτίζονται. Η διενέργεια του t-test γίνεται πολύ γρήγορα σε όλα τα διαθέσιμα στατιστικά προγράμματα (R, SPSS, Matlab κλπ) και σε κάθε περίπτωση η αποδιδόμενη τιμή είναι η πιθανότητα ταύτισης των δύο μέσων τιμών, που αντιστοιχίζεται σε μια τιμή p (p-value). Όσο μικρότερη είναι η τιμή p-value τόσο μικρότερη είναι η πιθανότητα οι δύο μέσες τιμές να είναι ίδιες και συνεπώς τα δύο δείγματα X1 και Χ2 να προέρχονται από την ίδια κατανομή. Κατ' αυτόν τον τρόπο, μικρές τιμές p-value σε πειράματα έκφρασης είναι ισχυρή ένδειξη ότι οι διαφορές που παρατηρούνται στα επίπεδα έκφρασης ενός γονιδίου είναι βιολογικά σημαντικές.


    Στην Εικόνα 7.5 μπορούμε να δούμε πώς οι δύο αυτές τιμές μπορούν να αναπαρασταθούν γραφικά για να περιγράψουν τη γενικότερη εικόνα ενός πειράματος διαφορικής έκφρασης που συγκρίνει δύο συνθήκες. Η Εικόνα 7.5 αναπαριστά ένα “διάγραμμα ηφαιστείου” ή volcano plot όπως είναι γνωστό. Πρόκειται ουσιαστικά για ένα διάγραμμα σκέδασης όπου κάθε σημείο αντιστοιχεί σε ένα γονίδιο. Οι καρτεσιανές συντεταγμένες του κάθε γονιδίου είναι η τιμή log2FC στον οριζόντιο άξονα και ο αρνητικός δεκαδικός λογάριθμος του p-value στον κάθετο. Η εγγενής, αναμενόμενη τάση που έχουν οι ακραίες τιμές log2FC να αντιστοιχούν σε μικρές τιμές p-value οδηγεί στο χαρακτηριστικό σχήμα που προσομοιάζει έναν κρατήρα ηφαιστείου. M' αυτόν τον τρόπο, όσο ψηλότερα στον κάθετο άξονα βρίσκεται ένα σημείο (μεγάλη τιμή αρνητικού λογαρίθμου του p-value) τόσο πιο σημαντική στατιστικά είναι η διαφορική του έκφραση, ενώ όσο πιο μακριά από το σημείο 0 στον οριζόντιο άξονα, τόσο πιο μεγάλη είναι η έντασή της.


    Πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε αυτήν την αναπαράσταση για να εκτιμήσουμε τη διαφορική έκφραση; Στην πράξη, ο προσδιορισμός των γονιδίων με διαφορική έκφραση γίνεται ορίζοντας κάποια όρια τιμών log2FC και p-value. Στη βιβλιογραφία θα συναντήσουμε συχνά την τιμή p-value<=0.05 ως όριο σημαντικότητας και την αντίστοιχη απόλυτη τιμή |log2FC| > 1.5 ως όριο διαφορικής έκφρασης. Αυτό σημαίνει ότι γονίδια με log2FC > 1.5 ή log2FC και < -1.5 που ταυτόχρονα έχουν p-value<=0.05 προσδιορίζονται ως ενεργοποιημένα και κατεσταλμένα αντίστοιχα. Ονομάζουμε αυτά τα γονίδια διαφορικά εκφραζόμενα (diffentially expressed genes, DEG). Τα συγκεκριμένα όρια είναι αυτά που έχουν χρησιμοποιηθεί στην Εικόνα 7.5 για να χρωματίσουν με διαφορετικό τρόπο τα ενεργοποιημένα (κόκκινα) από τα κατεσταλμένα (πράσινα) γονίδια. Φυσικά τα όρια αυτά είναι αυθαίρετα και όχι σπάνια, μπορεί κανείς να συναντήσει διαφορετικά (περισσότερο ή λιγότερο αυστηρές τιμές κατωφλίων), η γενική λογική όμως είναι ότι για να προσδιορίσουμε ένα γονίδιο ως διαφορικά εκφραζόμενο χρειάζεται μια επαρκώς μεγάλη (σε απόλυτη τιμή) log2FC και μια αντίστοιχη τιμή p-value όχι μεγαλύτερη από 0.05.


    


    Ερώτηση: Τι συμπεράσματα θα βγάζατε για γονίδια που σε ένα volcano plot θα αντιστοιχούσαν σε σημεία που θα βρίσκονταν ψηλά στον κάθετο y άξονα αλλά κοντά στο 0 στον αντίστοιχο οριζόντιο x άξονα;


    


    Ακόμα όμως και χαμηλές τιμές p-value θα πρέπει να αντιμετωπίζονται με προσοχή. Στην περίπτωση που υπολογίζουμε μεγάλο αριθμό από p-values (όπως στην περίπτωση ενός πειράματος γονιδιακής έκφρασης) αυτό που κάνουμε είναι να διενεργήσουμε τον ίδιο στατιστικό έλεγχο πολλές φορές, να κάνουμε δηλαδή αυτό που στη στατιστική ονομάζεται “έλεγχος πολλαπλών υποθέσεων”.
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    Εικόνα 7.5: Διάγραμμα “κρατήρα ηφαιστείου”, (volcano plot) από ένα πείραμα μέτρησης διαφορικής γονιδιακής έκφρασης. Κάθε σημείο αντιστοιχεί σε ένα γονίδιο με τη θέση στον οριζόντιο άξονα να αντιστοιχεί στο δυαδικό λογάριθμο του λόγου διαφορικής έκφρασης και τη θέση στον κάθετο άξονα να αντιστοιχεί στον αρνητικό δεκαδικό λογάριθμο της τιμής p-value. Με πράσινο και κόκκινο φαίνονται τα στατιστικά σημαντικά υπο- και υπερ-εκφραζόμενα γονίδια (για τιμές κατωφλίων |log2FC|>=1.5 και p-value<=0.05).



    


    


    Αυτό που συμβαίνει σε αυτές τις περιπτώσεις είναι ότι για καθαρά στατιστικούς λόγους κάποιες τιμές p-values, που είναι αρκετά μικρές ώστε να χαρακτηρίσουν στατιστικά σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης, μπορούν να έχουν προκύψει τυχαία. Αυτές θα είναι περισσότερες όσο μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των πολλαπλών υποθέσεων (Dudoit, Shaffer, and Boldrick 2003)⁠. Περισσότερα όμως για αυτήν τη σημαντική πτυχή της στατιστικής ανάλυσης καθώς και για τις απαραίτητες διορθώσεις θα συζητήσουμε στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο.


    


    


    Ανάλυση γονιδίων με κοινά χαρακτηριστικά πρότυπα έκφρασης


    


    Έχουμε ως τώρα απαντήσει στα δύο από τα τρία ερωτήματα που θέσαμε αρχικά, σχετικά με την ποσοτικοποίηση των ρυθμών έκφρασης και τον προσδιορισμό διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων. Στο τελευταίο αυτό μέρος του κεφαλαίου, θα προσπαθήσουμε να απαντήσουμε στο τρίτο και ίσως σημαντικότερο από τα ερωτήματα που έχει να κάνει με την ερμηνεία ενός πειράματος έκφρασης. Το ερώτημα αυτό θυμηθείτε ήταν:


    


    Πώς μπορούμε να ορίσουμε ομάδες-υποσύνολα γονιδίων που έχουν κοινά χαρακτηριστικά στα πρότυπα έκφρασής τους και να εντοπίσουμε γονίδια που ενεργοποιούνται ή/και καταστέλλονται κάτω από τις ίδιες συνθήκες;


    


    Το πρόβλημα έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς δε σχετίζεται μόνο με την ύπαρξη ή όχι ενεργοποιημένων και κατεσταλμένων γονιδίων αλλά και με τις πιθανές υποκείμενες σχέσεις γονιδιακής ρύθμισης που υπάρχουν μεταξύ διαφορετικών γονιδίων και διαφορετικών συνθηκών. Συγκρίνοντας την έκφραση γονιδίων σε περισσότερες από δύο συνθήκες, μπορούμε να προσδιορίσουμε γονίδια που συμμεταβάλλουν την έκφρασή τους, γονίδια δηλαδή που τείνουν να ενεργοποιούνται μαζί και αντίστοιχα να καταστέλλονται μαζί, ή αντίθετα γονίδια που φαίνεται να ακολουθούν αντίρροπες τάσεις σε ό,τι αφορά την έκφρασή τους. Τέτοιου είδους σχέσεις μπορούν αρχικά να αναπαρασταθούν γραφικά με τη μορφή θερμικών χαρτών (heatmaps) οι οποίοι είναι γραφήματα τριών διαστάσεων που πρακτικά συμπιέζονται σε δύο, μέσω της απόδοσης της τρίτης διάστασης σε ένα χρωματικό κώδικα (Wilkinson and Friendly 2012)⁠. Οι θερμικοί χάρτες χρησιμοποιούνται ευρύτατα στην παρουσίαση αποτελεσμάτων πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης (θυμηθείτε ότι τους συζητήσαμε ήδη από το εισαγωγικό κεφάλαιο) και είναι καλό να εξοικειωθούμε με την επισκόπηση και την ερμηνεία τους.


    Ένας θερμικός χάρτης ενός πειράματος έκφρασης γονιδίων φαίνεται στην Εικόνα 7.6. Στο διάγραμμα αυτό, κάθε γραμμή αντιστοιχεί σε μια διαφορετική πειραματική συνθήκη και κάθε στήλη σε ένα γονίδιο. Στις δύο διαστάσεις αναπαρίστανται οι σχετικές τιμές έκφρασης (συνήθως σε log2FC) σε σχέση με τη συνθήκη ελέγχου. Κάθε στοιχείο του πίνακα (που έχει διαστάσεις Ν[αριθμός γονιδίων] x M[αριθμός συνθηκών]) χρωματίζεται ανάλογα με την τιμή log2FC με μια σχετική διαβάθμιση στην ένταση μεταξύ αρνητικών (εδώ γαλάζιων) και θετικών (εδώ κόκκινων) τιμών.


    Το βασικό χαρακτηριστικό πλεονέκτημα των θερμικών χαρτών είναι ότι η σειρά των γονιδίων δεν είναι τυχαία αλλά μπορεί να διαμορφωθεί με τρόπο που αντανακλά τις σχέσεις των τιμών έκφρασης μεταξύ γονιδίων και συνθηκών. Οι σχέσεις αυτές συχνά αναπαρίστανται μ' ένα δενδρόγραμμα που συνοδεύει το θερμικό χάρτη και ουσιαστικά αντιστοιχεί σε μια ομαδοποίηση των γονιδίων με βάση την ομοιότητα των προτύπων έκφρασής τους. Πώς όμως θα υπολογίσουμε τις ομοιότητες μεταξύ των προτύπων αυτών; Στην επόμενη ενότητα θα ορίσουμε επαρκώς την έννοια της ομοιότητας και τους τρόπους με τους οποίους μπορούμε να την ποσοτικοποιήσουμε στην περίπτωση των πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης.
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    Εικόνα 7.6: Θερμικός χάρτης που αναπαριστά τις σχετικές τιμές έκφρασης 650 γονιδίων όπως αυτές μετρήθηκαν σε τρεις διαφορετικές συνθήκες (Α, Β και Γ). Το γαλάζιο αντιστοιχεί σε χαμηλότερη και το κόκκινο σε υψηλότερη έκφραση σε σχέση με την κατάσταση ελέγχου, καθώς στο θερμικό χάρτη εμφανίζονται μόνο σχετικές τιμές έκφρασης. Ο χάρτης συνοδεύεται από ιεραρχική ομαδοποίηση (βλ. Παρακάτω) των γονιδίων με βάση τα πρότυπα έκφρασής τους στις τρεις συνθήκες. Γονίδια που βρίσκονται στον ίδιο κλάδο του δέντρου εμφανίζουν μεγαλύτερη ομοιότητα σε ό,τι αφορά την αυξομείωση των επιπέδων έκφρασης μεταξύ των συνθηκών.


    


    


    Ερώτηση: Σε μια προσπάθεια ερμηνείας των αποτελεσμάτων του θερμικού χάρτη της Εικόνας 7.6, μπορείτε να περιγράψετε σε τι διαφέρουν τα πρότυπα έκφρασης των γονιδίων που αντιστοιχούν στην ανοιχτή πράσινη και στη γαλάζια ομαδα; (τα χρώματα αναφέρονται στη ζώνη που συνοδεύει το δενδρόγραμμα).


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙΙ. Μέτρα Απόστασης και Συντελεστές Συσχέτισης


    


    Έχοντας στα χέρια μας ένα προφίλ γονιδιακής έκφρασης με διαστάσεις Ν[αριθμός γονιδίων] x M[αριθμός συνθηκών] αυτό που μας ενδιαφέρει είναι να εντοπίσουμε γονίδια (ή εναλλακτικά συνθήκες) των οποίων τα πρότυπα έκφρασης μοιάζουν μεταξύ τους. Χρειάζεται έτσι να ποσοτικοποιήσουμε μια έννοια ομοιότητας μεταξύ αριθμητικών τιμών. Μέτρα ποσοτικοποίησης της ομοιότητας έχουμε ήδη συζητήσει σε αρκετά από τα προηγούμενα κεφάλαια κι έτσι οι έννοιες της ομοιότητας και της απόστασης και η μεταξύ τους σχέση δε θα πρέπει να μας ξενίζει. Στην περίπτωση των πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης η φύση των δεδομένων και ο αριθμός των διαστάσεών τους είναι τέτοια που επιβάλουν η έννοια της απόστασης να οριστεί πιο αυστηρά. Έτσι, για τη μέτρηση της ομοιότητας δεδομένων γονιδιακής έκφρασης χρησιμοποιούμε ποσότητες που ορίζονται με βάση την μαθηματική έννοια του μέτρου και έχουν συγκεκριμένες ιδιότητες. Μια ποσότητα έχει χαρακτηριστικά μέτρου απόστασης όταν:


    4. Η απόσταση μεταξύ δύο οποιωνδήποτε αντικειμένων είναι μεγαλύτερη ή ίση με το μηδέν.


    5. Η απόσταση μεταξύ ενός αντικειμένου και του εαυτού του είναι πάντα ίση με το μηδέν (και αντίστροφα, όταν δύο αντικείμενα έχουν μηδενική απόσταση τότε ταυτίζονται).


    6. Η απόσταση μεταξύ των Α και Β είναι ίση με την απόσταση μεταξύ των Β και Α, δηλαδή η ποσότητα είναι συμμετρική (αντιμεταθετικότητα).


    7. Η απόσταση μεταξύ των αντικειμένων Α και Γ θα πρέπει να είναι μικρότερη από ή ίση με το άθροισμα των αποστάσεων μεταξύ Α και Β, και Β και Γ (τριγωνική ανισότητα).


    Έχοντας υπόψη τα παραπάνω ως απαραίτητες προϋποθέσεις, μπορούμε να ορίσουμε ποσότητες που θα μετρούν την απόσταση μεταξύ προτύπων έκφρασης. Φανταστείτε καταρχάς την πιο απλή, διαισθητικά, έκφραση της απόστασης, αυτήν της γεωμετρικής απόστασης μεταξύ δύο σημείων (α,β) σε ένα σύστημα συντεταγμένων με συντεταγμένες α(x1,y1) και β(χ2,y2). H απόστασή τους δίνεται από τον τύπο:
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    Η 7.5 είναι ουσιαστικά ο τύπος που υπολογίζει το μήκος της υποτείνουσας του ορθογωνίου τριγώνου που ορίζουν τα σημεία α, β και το σημείο τομής των κάθετων προβολών τους και για το λόγο αυτό ονομάζεται Ευκλείδεια Απόσταση των α και β. Στην απλούστερή της μορφή η Ευκλείδεια απόσταση υπολογίζει την απόσταση δύο σημείων σε δύο διαστάσεις. Τι συμβαίνει όμως όταν θέλουμε να υπολογίσουμε την απόσταση δύο γονιδίων g1 και g2, των οποίων η έκφραση έχει μετρηθεί σε περισσότερες από δύο συνθήκες; Η Ευκλείδεια Απόσταση μπορεί να υπολογιστεί σε Ν διαστάσεις χωρίς ο τύπος να μεταβληθεί σημαντικά. Συγκεκριμένα, η εξίσωση που δίνει αυτήν την απόσταση είναι:
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    υπολογίζοντας δηλαδή την τετραγωνική ρίζα του αθροίσματος των επιμέρους τετραγώνων των διαφορών για κάθε συνθήκη i.


    H Ευκλείδεια Απόσταση αποτελεί την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο απόστασης λόγω της εύκολης γεωμετρικής της ερμηνείας αλλά δεν είναι η μόνη. Άλλα μέτρα απόστασης είναι η απόσταση Manhattan που δίνεται από τον τύπο:
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    η απόσταση Camberra:
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    και η γενικευμένη απόσταση Μinkowski:
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    Στην πραγματικότητα, οι τελευταίες χρησιμοποιούνται πολύ σπάνια για την ανάλυση της απόστασης μεταξύ προτύπων γονιδιακής έκφρασης, είναι όμως χρήσιμο να αναλογιστούμε ότι οι αποστάσεις μπορούν να υπολογιστούν με διαφορετικούς τρόπους. Ένα χαρακτηριστικό που έχουν όλα τα μέτρα απόστασης (άλλα περισσότερο και άλλα λιγότερο) είναι ότι δεν είναι ανεξάρτητα από την κλίμακα. Αυτό σημαίνει ότι δύο γονίδια μπορεί να μοιάζουν ποιοτικά σε ό,τι αφορά την αυξομοίωση της έκφρασής τους αλλά επειδή οι απόλυτες τιμές της έκφρασής τους διαφέρουν σημαντικά αυτό να οδηγεί και σε μεγάλη απόσταση. Ακόμα πιο σημαντικό είναι το αντίθετο φαινόμενο, η ανεξαρτησία δηλαδή των μέτρων απόστασης από τη συνδιακύμανση των τιμών έκφρασης δύο γονιδίων. Μπορούμε να φανταστούμε δύο γονίδια των οποίων οι τιμές έκφρασης διαφέρουν ποιοτικά σε μεγάλο αριθμό συνθηκών, με το ένα να εμφανίζει ανεβασμένα επίπεδα εκεί που το άλλο εμφανίζει μειωμένα και αντίστροφα. Αν ωστόσο οι απόλυτες τιμές έκφρασης είναι κοντά, τότε τα μέτρα απόστασης θα δίνουν μικρές αποστάσεις και κατά συνέπεια μια εσφαλμένη εκτίμηση της ομοιότητας μεταξύ των γονιδιακών προτύπων έκφρασης.


    Για την αποφυγή τέτοιων εκτιμήσεων, στην πράξη, πέρα από την Ευκλείδεια Απόσταση, για τη σύγκριση προτύπων γονιδιακής έκφρασης χρησιμοποιούνται συχνότερα συντελεστές στατιστικής συσχέτισης. Οι συντελεστές συσχέτισης είναι στατιστικές ποσότητες που ποσοτικοποιούν το βαθμό συνδιακύμανσης δύο μεγεθών (στην περίπτωση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, αυτές είναι οι τιμές έκφρασης δύο γονιδίων για Ν συνθήκες). Οι συντελεστές συσχέτισης δεν έχουν χαρακτηριστικά απόστασης αλλά αποδίδουν ασφαλέστερα ποιοτικά χαρακτηριστικά όπως είναι ο βαθμός στον οποίον δύο μεγέθη τείνουν να “ανεβοκατεβαίνουν” με τον ίδιο τρόπο. Ο πιο κοινός συντελεστής συσχέτισης είναι ο συντελεστής Γραμμικής Συσχέτισης Pearson που δίνεται από τον (κάπως πολύπλοκο) τύπο:


    [image: ]7.10


    Οι συντελεστές συσχέτισης είναι θετικοί όταν τα δύο μεγέθη διακυμαίνονται με τον ίδιο τρόπο (ακολουθούν το ένα τα “σκαμπανεβάσματα” του άλλου) και αρνητικοί όταν η διακύμανσή τους έχει αντίθετη φορά. Τα όρια των τιμών συσχέτισης είναι από -1 (τέλεια αντίθετη διακύμανση) έως 1 (τέλεια συνδιακύμανση) με την τιμή 0 να αντιστοιχεί σε μεγέθη που διακυμαίνονται μάλλον τυχαία μεταξύ τους. Στην Εικόνα 7.7 φαίνεται οι διαφορές μεταξύ της χρήσης ενός μέτρου απόστασης και ενός συντελεστή συσχέτισης για δύο διαφορετικά ζεύγη προτύπων έκφρασης. Στην πρώτη περίπτωση η συνδιακύμανση είναι αρνητική αλλά οι απόλυτες τιμές έκφρασης είναι παραπλήσιες. Έτσι η Ευκλείδεια Απόσταση είναι μικρή και ο συντελεστής Pearson ελαφρά αρνητικός. Στη δεύτερη περίπτωση οι διαφορές μεταξύ των απόλυτων τιμών έκφρασης αποδίδουν μεγάλη απόσταση αλλά η συνδιακύμανση είναι ισχυρά θετική. Η Ευκλείδεια Απόσταση αποτυγχάνει εδώ να αποδώσει την ποιοτική σχέση μεταξύ των δύο προτύπων που κανείς μπορεί να διακρίνει ακόμα και με το μάτι, όμως ο συντελεστής Pearson συλλαμβάνει αυτό το χαρακτηριστικό δίνοντας μια ισχυρά θετική τιμή (0.98).


    Ο συντελεστής συσχέτισης Pearson είναι ένας μόνο από τους πολλούς τρόπους υπολογισμού συσχετίσεων όμως επειδή η ανάλυση στατιστικών συσχετίσεων είναι πολύ χρήσιμη για την εξαγωγή σχέσεων μεταξύ δεδομένων, πιο αναλυτική συζήτησή της αφήνεται για επόμενα κεφάλαια.


    


    


    Ομαδοποίηση


    


    Έχοντας εξετάσει τρόπους για την ποσοτικοποίηση των ομοιοτήτων μεταξύ διαφορετικών προτύπων έκφρασης γονιδίων, περνάμε τώρα στη συζήτηση επιμέρους μεθοδολογιών ομαδοποίησης τους. Με τον όρο ομαδοποίηση αναφερόμαστε γενικώς στη διαδικασία οργάνωσης ενός συνόλου αντικειμένων σε υποσύνολα με τέτοιο τρόπο ώστε οι ομοιότητες των αντικειμένων εντός των υποσυνόλων αυτών να είναι μεγαλύτερες από ότι μεταξύ διαφορετικών υποσυνόλων. Από θεωρητική άποψη, η ομαδοποίηση είναι μια από τις πιο διαδεδομένες τεχνικές μηχανικής μάθησης για τη διερεύνηση ομοιοτήτων (και διαφορών) μεταξύ δεδομένων (Everitt et al. 2011)⁠. Πρακτικά αποτελεί μία βασική μέθοδο στατιστικής ανάλυσης δεδομένων που αποσκοπεί στο να αναδείξει επιμέρους χαρακτηριστικά της οργάνωσής τους.
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    Εικόνα 7.7: Η διαφορά μεταξύ ενός μέτρου απόστασης (Ευκλείδεια Απόσταση) κι ενός συντελεστή συσχέτισης (Συντελεστής γραμμικής συσχέτισης Pearson) στην ποσοτικοποίηση δύο προτύπων έκφρασης δύο γονιδίων για πέντε διαφορετικές συνθήκες.


    


    Στην περίπτωση των πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης η ανάλυση ομαδοποίησης μπορεί να εντοπίσει υποσύνολα γονιδίων των οποίων τα πρότυπα έκφρασης μοιάζουν και που κατά συνέπεια, θα είναι πολύ πιθανό να εμπλέκονται σε κοινές ή παρόμοιες κυτταρικές λειτουργίες. Η ανάλυση ομαδοποίησης (cluster analysis) αποτελεί τη μεθοδολογική βάση για την μελέτη προτύπων έκφρασης. Στις επόμενες ενότητες θα περιγράψουμε τις βασικότερες μεθόδους ομαδοποίησης που χρησιμοποιούνται στην ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης.


    


    


    Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, PCA)


    


    Το βασικότερο ποιοτικό χαρακτηριστικό των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης είναι η πολυπλοκότητά τους σε ότι αφορά τις διαστάσεις τους. Με το όρο “διαστάσεις” ή καλύτερα “διαστασιμότητα” (dimensionality) αναφερόμαστε στη δομή των δεδομένων που περιλαμβάνουν πολύ συχνά τιμές έκφρασης για χιλιάδες ή δεκάδες χιλιάδες γονιδίων και για μεγάλο αριθμό διαφορετικών συνθηκών. Στην προσπάθειά μας να διακρίνουμε ομάδες, υποσύνολα γονιδίων που συμπεριφέρονται με παρόμοιο τρόπο, μια πρώτη προσέγγιση που θα πρέπει να αναλογιστούμε είναι να προσπαθήσουμε να μειώσουμε την πολυπλοκότητα στο χώρο των διαστάσεων. Τεχνικές που αποσκοπούν σ' αυτό ονομάζονται τεχνικές “μείωσης διαστασιμότητας” (dimensionality reduction techniques). H πιο χαρακτηριστική από αυτές είναι η Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, στο εξής PCA) (Abdi and Williams 2010)⁠. Η ευρύτερα χρησιμοποιούμενη μέθοδος μείωσης διαστασιμότητας, η PCA έχει ως βασικό στόχο ν' αναδείξει τις σημαντικότερες διαφορές μεταξύ των στοιχείων μιας δομής δεδομένων (στην περίπτωσή μας, τα πρότυπα έκφρασης χιλιάδων γονιδίων) κρατώντας και παρουσιάζοντας εκείνα τα χαρακτηριστικά τους που ευθύνονται για τη μεγαλύτερη ποικιλομορφία στο δείγμα μας.
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    Εικόνα 7.8: PCA για το διαστημικό σταθμό του 2001 Α Space Odyssey (Εικόνα από NASA Commons, CC0, πηγή: Flickr).


    


    Για να καταλάβετε καλύτερα την αρχή της μεθόδου, αναλογιστείτε το παρακάτω διαισθητικό παράδειγμα. Φανταστείτε ότι προσπαθείτε να διακρίνετε τη μορφή ενός αντικειμένου στις τρεις διαστάσεις. Κοιτάζοντάς το από μια συγκεκριμένη οπτική γωνία βλέπετε ένα σχήμα που μοιάζει με το γράμμα “ήτα” σαν αυτό που φαίνεται στην Εικόνα 7.8 (πάνω αριστερά). Το ίδιο αντικείμενο ειδωμένο από μια άλλη γωνία και αφότου έχει περιστραφεί κατά 90 μοίρες προς τον κάθετο άξονά του φαίνεται να έχει το σχήμα που μοιάζει με τιμόνι στην Εικόνα 7.8 (κάτω αριστερά). Από μια τρίτη γωνία τέλος, στην Εικονά 7.8 (δεξιά), το αντικείμενο φαίνεται να είναι ένα μοντέλο διαστημικού σταθμού (στην πραγματικότητα, ένα μοντέλο που ο Stanley Kubrick χρησιμοποίησε στην ταινία “2001: Α Space Odyssey” του 1968). Τι καταλαβαίνουμε από το παραπάνω νοητικό πείραμα; Σε γενικές γραμμές, ότι η πληροφορία που προσλαμβάνουμε εξαρτάται από την οπτική γωνία της παρατήρησής μας. Ανάλογα με το σημείο από το οποίο κοιτάζουμε ένα αντικείμενο μπορούμε να αποκομίσουμε περισσότερες ή λιγότερες στοιχεία για τη μορφή του.


    Φανταστείτε τώρα ότι αντί για ένα αντικείμενο σε τρεις διαστάσεις καλούμαστε να διακρίνουμε τις μορφολογικές ιδιότητες ενός συνόλου από χιλιάδες σημεία σε περισσότερες διαστάσεις. Τα σημεία είναι τα γονίδια και οι διαστάσεις είναι ο αριθμός των συνθηκών στις οποίες έχουμε μετρήσει την έκφρασή του. Η ερώτηση που καλούμαστε να απαντήσουμε είναι:


    Σε ποιο βαθμό το “νέφος” των σημείων μπορεί να οργανωθεί σε υποσύνολα και πώς θα τα διακρίνουμε;
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    Εικόνα 7.9: Σχηματική αναπαράσταση της διαδικασίας της PCA σε ένα σύνολο τιμών έκφρασης 150 γονιδίων σε τρεις διαφορετικές συνθήκες. Ενώ αρχικά δεν φαίνεται να υπάρχουν διακριτά υποσύνολα, περιστροφή του “νέφους” γύρω από τους άξονες των κύριων συνιστωσών (κόκκινη και γαλάζια διακεκομμένη γραμμή) αναδεικνύει τρία διακριτά υποσύνολα.


    


    Η PCA μπορεί να δώσει την απάντηση και στα δύο αυτά ερωτήματα. Η μέθοδος βασίζεται ουσιαστικά σε μια σταδιακή μεγιστοποίηση της διασποράς των επιμέρους τιμών που χαρακτηρίζουν τα στοιχεία. Θα χρησιμοποιήσουμε ένα απλό παράδειγμα μ' ένα πείραμα έκφρασης 150 γονιδίων σε τρεις διαφορετικές συνθήκες. Κάθε γονίδιο μπορεί έτσι να αντιστοιχηθεί σ' ένα σημείο στο χώρο των τριών διαστάσεων που ορίζουν οι τρεις επιμέρους τιμές έκφρασης που έχουμε υπολογίσει γι' αυτό. Επιπλέον, μπορούμε να οπτικοποιήσουμε τα γονίδια αυτά σ' ένα “νέφος” τιμών σε τρεις διαστάσεις[30].


    Η PCA προχωρά μετασχηματίζοντας τις διαστάσεις αυτές σε νέες διαστάσεις (που ονομάζονται κύριες συνιστώσες) με μοναδικό κριτήριο τη μεγιστοποίηση της διασποράς των τιμών σε καθεμιά από αυτές. O μετασχηματισμός αυτός αντιστοιχεί ουσιαστικά σε ορθογώνια προβολή των σημείων σ' έναν νέο άξονα που ορίζεται ως αυτός που μεγιστοποιεί τη διασπορά, με τον ίδιο τρόπο που περιστρέφοντας το βλέμμα μας γύρω από το διαστημικό σταθμό της “Οδύσσειας” θα “παγώναμε” την περιστροφή στο σημείο εκείνο που η οπτική πληροφορία θα ήταν μεγαλύτερη. H διαδικασία φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 7.9. Το δυσδιάκριτο νέφος προβάλλεται αρχικά ορθογώνια στην κόκκινη διακεκομμένη γραμμή που είναι η διάσταση με τη μεγαλύτερη διασπορά (7.9α). Στη συνέχεια, κρατώντας σταθερή τη διάσταση αυτή (που αποτελεί την πρώτη κύρια συνιστώσα) η PCA περιστρέφει το νέφος κάθετα ως προς αυτήν για να εντοπίσει την επόμενη γωνία στην οποία η διασπορά είναι τώρα η μέγιστη (η γαλάζια διακεκομμένη γραμμή, 7.9β). Θέτοντας τις δύο αυτές διαστάσεις ως το νέο σύστημα συντεταγμενων μπορεί κανείς να διακρίνει τρία υποσύνολα γονιδίων 7.9γ. Στην Εικόνα 7.9δ αναπαρίστανται τα 150 γονίδια σε δύο νέες διαστάσεις. Οι διαστάσεις αυτές δεν είναι οι αρχικές τιμές έκφρασής τους στις πρώτες συνθήκες του πειράματος αλλά οι σχετικές συντεταγμένες τους ως προς τις δύο πρώτες κύριες συνιστώσες PC1 και PC2 (κόκκινη και γαλάζια γραμμή). Βλέπουμε, με αυτόν τον τρόπο, πώς το αρχικό συγκεχυμένο νέφος σημείων, ειδωμένο μέσα από το “πρίσμα” των κύριων συνιστωσών του, αναδεικνύει τρία διακριτά υποσύνολα (ομάδες).


    Η παρατήρηση της Εικόνας 7.9 είναι ενδεικτική της λειτουργίας της μεθόδου. Βλέπουμε ότι το μεγαλύτερο μέρος της διακριτικής ικανότητας βασίζεται στη διάταξη των σημείων κατά τον οριζόντιο άξονα, την πρώτη δηλαδή κύρια συνιστώσα. Η διάταξη κατά τον κάθετο άξονα προσδίδει μια ελαφριά βελτίωση στη διάκριση των δύο ομάδων (2 και 3) που επικαλύπτονται. Αυτό είναι αποτέλεσμα του τρόπου με τον οποίον υπολογίζονται οι συνιστώσες. Η πρώτη κύρια συνιστώσα θα είναι πάντα αυτή με τη μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα, η δεύτερη θα προσθέτει ένα κλάσμα αυτής της ικανότητας διάκρισης, η τρίτη ακόμα λιγότερο κ.ο.κ. Ο αριθμός των κύριων συνιστωσών που μπορούν να υπολογιστούν είναι θεωρητικά Ν-1 όπου Ν ο αριθμός των αρχικών διαστάσεων, αλλά πολύ συχνά αρκούν οι πρώτες 2-3 για να φτάσουμε σε ικανοποιητικά συμπεράσματα. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα η τυπική απόκλιση που προέκυψε για την PC1 ήταν 1.9 και για την PC2 μόλις 0.49 (25% δηλαδή της PC1). Κατά τη διενέργεια μιας PCA ανάλυσης, ένα από τα χαρακτηριστικά που υπολογίζεται είναι η συνεισφορά, ή βάρος (loading) της κάθε κύριας συνιστώσας. Τα βάρη αυτά αντιστοιχούν ουσιαστικά στο βαθμό στον οποίο η κάθε συνιστώσα μπορεί να “εξηγήσει” τη διασπορά του δείγματος.


    


    Ερώτηση: Δύο πειράματα αναλύονται με PCA. Για το πρώτο το 90% της συνολικής διασποράς αντιστοιχεί στα βάρη των δύο πρώτων κύριων συνιστωσών, ενώ για το δεύτερο το ποσοστό αυτό μοιράζεται μεταξύ των πρώτων τεσσάρων. Ποιο από τα δύο σύνολα τιμών πιστεύετε ότι είναι το λιγότερο πολύπλοκο σε ό,τι αφορά τη δομή του;


    


    Ως μέθοδος, η PCA αποτελεί μία από τις πρώτες επιλογές μας για μια διερευνητική ανάλυση των δεδομένων μας. Μεταξύ των πλεονεκτημάτων της, είναι η ταχύτητα και η σταθερότητα των υπολογισμών, ωστόσο παρότι μπορεί να παρουσιάσει εποπτικά την ποικιλομορφία των δεδομένων δεν μπορεί να αποδώσει ομάδες, καθώς στην ουσία δεν είναι καθαρή μέθοδος ομαδοποίησης. Στο παράδειγμα, η διάκριση των τριών ομάδων έγινε με βάση την εκ των προτέρων γνώση μας για το πείραμα. Προκειμένου όχι μόνο να διακρίνουμε την ύπαρξη διαφορετικών υποσυνόλων, αλλά και να διακρίνουμε πόσα είναι αυτά και από ποια στοιχεία απαρτίζονται, θα πρέπει να καταφύγουμε σε πιο εκλεπτυσμένες μεθόδους ομαδοποιήσης όπως αυτές που θα συζητήσουμε στη συνέχεια.


    


    


    Ιεραρχική Ομαδοποίηση (Hierarchical Clustering)


    


    Η μέθοδος της ιεραρχικής ομαδοποίησης έχει πολλά κοινά στοιχεία με τις μεθόδους αποστάσεων που συζητήσαμε στο προηγούμενο κεφάλαιο για τη Φυλογενετική Ανάλυση. Η μέθοδος ουσιαστικά συνίσταται στη διαδοχική σύνδεση στοιχείων με βάση τη διαβαθμισμένη μεταξύ τους ομοιότητα, που έχει ποσοτικοποιηθεί με μέτρα απόστασης όπως αυτά που συζητήσαμε σε προηγούμενη ενότητα. Η διαδικασία έχει ως αποτέλεσμα ένα δέντρο αποστάσεων ανάλογο με αυτό που προκύπτει από την μέθοδο UPGMA κατά τη φυλογενετική ανάλυση αλληλουχιών. Σημείο εκκίνησης είναι ο υπολογισμός ενός Πίνακα Αποστάσεων όλων των στοιχείων μεταξύ τους, πάνω στον οποίο εφαρμόζεται στη συνέχεια ο παρακάτω αλγόριθμος:


    


    Αλγόριθμος :: HClust


    Δεδομένου ενός Πίνακα Αποστάσεων D[m2]:


    Eντόπισε από τα στοιχεία του D το στοιχείο i,j για το οποίο ισχύει D[i,j]=dmin


    Ένωσε τα στοιχεία i,j σε ένα νέο στοιχείο ij.


    Κατάγραψε την απόσταση d[i,j]


    m=m-1


    Υπολόγισε έναν νέο πίνακα D[m2] υπολογίζοντας νέες αποστάσεις ως εξής:


     Για κάθε k=1 έως k=m


     D[k,ij]=D[ij,k]=func(D[i,k]+D[j,k])


    Συνέχισε μέχρι m=1


    Απόδωσε αποτέλεσμα: To δέντρο που αντιστοιχεί στην ιεραρχική σειρά των ενώσεων


    Τερματισμός


    


    Όπως φαίνεται παραπάνω, ο αλγόριθμος μοιάζει πολύ με τον UPGMA. H σειρά σύνδεσης των “φύλλων” του δέντρου γίνεται προοδευτικά με κριτήριο την ελάχιστη απόσταση και οι κλάδοι των φύλλων είναι ίσου μήκους. Η βασική διαφορά έχει να κάνει με τον τρόπο επανυπολογισμού των αποστάσεων, τον οποίον σκόπιμα συμβολίσαμε με func στον παραπάνω αλγόριθμο. Κι αυτό γιατί, σε αντίθεση με την UPGMA όπου οι νέες αποστάσεις υπολογίζονται πάντα στη βάση των μέσων τιμών των στοιχείων που απαρτίζουν την κάθε ομάδα, στην περίπτωση του ιεραχικού clustering μπορούμε να επιλέξουμε ανάμεσα σε διαφορετικούς τρόπους για τον υπολογισμό αυτό (Ward 1963)⁠. Έτσι, εκτός από την μέση απόσταση (που είναι πολύ κοντά στο ανάλογο της UPGMA) μπορούμε να υπολογίσουμε την απόσταση μεταξύ δύο ομάδων/υποσυνόλων ως την ελάχιστη απόσταση, των πλησιέστερων στοιχείων τους (και που ονομάζουμε απλή σύνδεση ή single linkage) ή αντίθετα ως τη μέγιστη απόσταση των πιο απομακρυσμένων από αυτά (που ονομάζουμε πλήρη σύνδεση ή complete linkage). Οι διαφορές που προκύπτουν μεταξύ των διαφορετικών μεθόδων υπολογισμού αποστάσεων δεν είναι αμελητέες, όπως φαίνεται και γραφικά στην Εικόνα 7.10. Η χρήση της απλής σύνδεσης δίνει γενικώς χειρότερα αποτελέσματα σε σύγκριση με τη χρήση της πλήρους ή της μέσης σύνδεσης κι αυτό γιατί συχνά μπορεί να ενώσει εσφαλμένα ομάδες που είναι πρακτικά μακριά η μία από την άλλη, απλώς και μόνο επειδή ένα ζεύγος από στοιχεία τυχαίνει να βρίσκονται κοντύτερα μεταξύ τους.
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    Εικόνα 7.10: Ιεραρχική ομαδοποίηση για 60 από τα 150 γονίδια που αναλύθηκαν με PCA στην προηγούμενη ενότητα με 20 γονίδια να ανήκουν στο καθένα από τα 3 υποσύνολα. Επάνω: Υπολογισμός των αποστάσεων με πλήρη σύνδεση αποδίδει τρεις ομάδες με πολύ καλή συμφωνία με την (εκ των προτέρων γνωστή) αρχική ομαδοποίηση. Κάτω: Υπολογισμός των αποστάσεων με απλή σύνδεση οδηγεί στο σχηματισμό δύο ομάδων χωρίς να μπορεί να διακρίνει μεταξύ των Ομάδων 2 και 3.


    


    Στην Εικόνα 7.10 έχουμε χρησιμοποιήσει ιεραχική ομαδοποίηση στο ίδιο σύνολο 150 γονιδίων που αναλύσαμε στην περίπτωση της PCA. Τα 150 αυτά γονίδια κατανέμονται ιδανικά σε τρεις διαφορετικές ομάδες, με μια από αυτές να είναι αρκετά ξεκάθαρη (η “μαύρη ομάδα” στο παράδειγμα της Εικόνας 7.9) και τις άλλες δύο να έχουν συνολικά μικρότερες μεταξύ τους αποστάσεις. Στο πάνω μέρος της Εικόνας 7.10 βλέπουμε ότι χρήση της πλήρους σύνδεσης οδηγεί σε ομαδοποίηση που διακρίνει ικανονοποιητικά τις τρεις ομάδες, δημιουργώντας τρία cluster. Ένα από αυτά περιέχει αμιγώς όλα τα στοιχεία της ομάδας 1, ενώ τα άλλα δύο εμφανίζουν μια σημαντική υπερ-εκπροσώπηση στις ομάδες 2 και 3 αντίστοιχα, παρόλο που ο βαθμός συνεκτικότητας (το κατά πόσο δηλαδή το cluster περιέχει στοιχεία μόνο από μία ομάδα) δεν είναι το ίδιο υψηλός με αυτόν της ομάδας 1. Σε κάθε περίπτωση, η πλήρης σύνδεση λειτουργεί καλύτερα σε σχέση με την απλή σύνδεση (Εικόνα 7.10 κάτω μέρος), η οποία οδηγεί στο σχηματισμό δύο μόνο clusters, με το δεύτερο να περιέχει τα στοιχεία τόσο της ομάδας 2 όσο και της ομάδας 3.


    Η μέθοδος της ιεραρχικής ομαδοποίησης έχει κάποια σημαντικά πλεονεκτήματα σε σχέση με ανάλογες τεχνικές. Είναι ταχύτατη και αρκετά σταθερή (τα αποτελέσματα δεν αλλάζουν εφόσον οι παράμετροι που χρησιμοποιούνται δεν μεταβάλλονται), είναι ιδανική για να αναπαριστά ιεραρχικές σχέσεις και παρέχει ευελιξία σε ό,τι έχει να κάνει με τον καθορισμό των ομάδων. Καθώς δεν αποδίδει ομάδες αλλά ένα ιεραρχικό δέντρο, οι ομάδες δημιουργούνται με βάση ένα αυθαίρετο όριο απόστασης που ορίζεται από τον πειραματιστή. Στην Εικόνα 7.10 το όριο αυτό αντιστοιχεί στην κόκκινη γραμμή που διατρέχει εγκάρσια τους κλάδους του δέντρου και καθορίζει την αντιστοιχία φύλλων σε ομάδες.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να προσπαθήσετε να μετατοπίσετε το όριο απόστασης στο δέντρο της Εικόνας 7.10 για την απλή απόσταση με τρόπο που να οδηγεί σε καλύτερη διάκριση μεταξύ των ομάδων 2 και 3; Ποιο θα ήταν το κόστος μιας τέτοιας προσπάθειας στη συνολική ομαδοποίηση;


    


    Η ευελιξία αυτή μπορεί να είναι ωστόσο και μειονέκτημα της μεθόδου καθώς οδηγεί σ' έναν αυθαίρετο ορισμό του αριθμού των ομάδων χωρίς να παρέχει ένα αντικειμενικό κριτήριο για το ποιος θα πρέπει να είναι αυτός. Στη συνέχεια θα συζητήσουμε μια μέθοδο που παρέχει ένα τέτοιο κριτήριο για την επιλογή του αριθμού των ομάδων.


    


    


    Ομαδοποίηση k-μέσων (k-means Clustering)


    


    Η τελευταία μέθοδος ομαδοποίησης που θα συζητήσουμε σ' αυτό το κεφάλαιο είναι η μέθοδος των k-μέσων (k-means) (Hartigan and Wong 1979)⁠. H k-means αποτελεί ένα πολύ καλό παράδειγμα μεθόδου βελτιστοποίησης κι από αυτήν την άποψη έχει κοινά χαρακτηριστικά με τη μέθοδο δειγματοληψίας Gibbs για τον εντοπισμό μοτίβων σε αλληλουχίες (Κεφάλαιο 3). Όπως και η δειγματοληψία Gibbs, ξεκινά από ένα αυθαίρετα ορισμένο σημείο εκκίνησης και προχωρά μέσω διαδοχικών επαναλήψεων συγκλίνοντας προς ένα βέλτιστο που ορίζεται είτε αντικειμενικά (θέτοντας ένα όριο σύγκλισης) είτε αριθμητικά (ορίζοντας το μέγιστο αριθμό επαναλήψεων). Σε αντίθεση με τις μεθόδους που έχουμε συναντήσει ως τώρα, για την k-means χρειάζεται να οριστεί εκ των προτέρων ο αριθμός των ομάδων που επιθυμούμε να σχηματίσουμε. Ο αριθμός αυτός, αντιστοιχεί στο k του ονόματος της μεθόδου και είναι το μόνο που χρειάζεται ως τιμή εισόδου για τον αλγόριθμο, καθώς η μέθοδος δεν είναι ιεραρχική και κατά συνέπεια δεν απαιτεί έναν πίνακα αποστάσεων.


    Ο κυρίως αλγόριθμος περιγράφεται σχηματικά στην Εικόνα 7.11, όπου δίνεται ένα απλό παράδειγμα σε χώρο δύο διαστάσεων. Η διαδικασία, ωστόσο, δεν αλλάζει σε περισσότερες διαστάσεις και ουσιαστικά αποτελεί τη διαδοχική επανάληψη τριών βημάτων. Σαν πρώτο βήμα, ορίζονται k σημεία στο χώρο που ορίζουν τα Ν στοιχεία των δεδομένων. Στο παράδειγμα για k=3 ορίζουμε τρία τέτοια σημεία που φαίνονται με τα χρωματιστά τετράγωνα. Η επαναληπτική διαδικασία ξεκινά απ' αυτό το σημείο και περιλαμβάνει τρία βήματα:


    Βήμα 1: Κάθε στοιχείο αποδίδεται σ' ένα κέντρο με γνώμονα την ελάχιστη απόσταση. Στο τέλος αυτής της διαδικασίας, κάθε στοιχείο έχει συνδεθεί με ακριβώς ένα κέντρο.


    Βήμα 2: Ορίζονται k ομάδες με βάση την προηγούμενη απόδοση των στοιχείων στα κέντρα, τα οποία στη συνέχεια απαλείφονται.


    Βήμα 3: Με βάση τη σύσταση των k oμάδων υπολογίζονται νέα κέντρα, των οποίων οι συντεταγμένες ορίζονται με βάση τη μέση τιμή των συντεταγμένων των στοιχείων που απαρτίζουν την ομάδα.


    Η διαδικασία επαναλαμβάνεται από το Βήμα 1 έως ότου η σύσταση των ομάδων να μη μεταβάλλεται περαιτέρω ή εναλλακτικά να ολοκληρωθεί ένας δεδομένος αριθμός επαναλήψεων που έχει τεθεί ως όριο εξαρχής. Παρόλο που για απλά και περιορισμένου μεγέθους σύνολα δεδομένων, η απόλυτη βελτιστοποίηση είναι εφικτή και ο αλγόριθμος συγκλίνει σχετικά γρήγορα, ο ορισμός ενός ορίου επαναλήψεων είναι απαραίτητος για δεδομένα μεγάλων διαστάσεων.


    [image: ]


    


    Εικόνα 7.11: Σχηματική αναπαράσταση του αλγορίθμου της ομαδοποίησης k-μέσων.


    


    Η διαδικασία μπορεί να περιγραφεί και τυπικά στον παρακάτω αλγόριθμο:


    


    Αλγόριθμος :: Κ-means


    Δεδομένου ενός συνόλου Μ τιμών σε ν-διαστάσεις


    Δεδομένου ενός αριθμού κέντρων k


    Aρχικοποίηση: Όρισε τυχαία k σημεία σε ν-διάστατο χώρο


     Επανάληψη:


     1. Για κάθε στοιχείο m του Μ και για κάθε k υπολόγισε τις αποστάσεις d[m,k]


     2. Υπολόγισε την ελάχιστη dmin[m,k] → Απόδωσε το m στο αντίστοιχο k


     3. Δημιούργησε k oμάδες με βάση τις dmin


     4. Όρισε νέα k ως τα κέντρα βάρους των ομάδων σε ν-διαστάσεις


     5. Πήγαινε στο 1.


     Τερματισμός Επανάληψης:


     α) Αν η σύσταση ομάδων k δεν αλλάζει


     β) Αν έχουν ολοκληρωθεί Α κύκλοι επανάληψεων


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Ομάδες k


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Συντεταγμένες κέντρων k


    Απόδωσε αποτέλεσμα: Άθροισμα αποστάσεων των στοιχείων κάθε ομάδας από το κέντρο k


    Τερματισμός


    Ως τώρα είδαμε πώς μπορούμε να εφαρμόσουμε την k-means ομαδοποίηση για τη δημιουργία ομάδων με συγκεκριμένο αριθμό. Το ερώτημα όμως που παραμένει είναι πώς θα αποφασίσουμε ποιος θα είναι ο αριθμός των ομάδων που θα δημιουργήσουμε. Κάποιοι απλοί αυθαίρετοι κανόνες ορίζουν το βέλτιστο αριθμό kopt με τον αριθμό Ν των στοιχείων που αναλύονται, με την πιο συχνά απαντώμενη σχέση να είναι [image: ]. Ωστόσο μια πιο αναλυτικά ασφαλής μέθοδος προσφέρει ένα αντικειμενικό κριτήριο για την επιλογή του βέλτιστου k. Το κριτήριο αυτό ορίζεται στη βάση της συμπεριφοράς μιας ποσότητας που σχετίζεται με το πόσο “συμπαγείς” είναι οι δημιουργούμενες ομάδες (Thorndike 1953)⁠. Η ποσότητα που χρησιμοποιούμε για να ποσοτικοποιήσουμε αυτό το βαθμό συνεκτικότητας, ισούται με το άθροισμα των τετραγώνων των αποστάσεων των στοιχείων από τα k κέντρα στα οποία έχουν αντιστοιχηθεί και ορίζεται ως εξής:


     [image: ]7.11


    όπου ki είναι το κέντρο στο οποίο αντιστοιχεί το στοιχείο i και D είναι η απόστασή τους στο χώρο των ν-διαστάσεων. Το άθροισμα WSS (Within-Sum-of-Squares) μειώνεται καθώς αυξάνεται ο αριθμός των ομάδων k, κάτι που είναι αναμενόμενο, αφού όσο μεγαλώνει ο αριθμός των ομάδων, τόσο πιο μικρές αναμένεται να είναι οι αποστάσεις τους από τα στοιχεία που τους αποδίδονται. Η μείωση αυτή ωστόσο, δεν είναι γίνεται με σταθερό ρυθμό και ένας καλός τρόπος να επιλέξει κανείς σε ποιο σημείο θα σταματήσει να αυξάνει τον αριθμό των ομάδων είναι να παρατηρήσει τη γραφική παράσταση του WSS συναρτήσει του k. Καθώς από ένα σημείο και μετά, η προσθήκη νέων ομάδων απλώς θρυμματίζει περαιτέρω το σύνολο των στοιχείων σε ολοένα και μικρότερες ομάδες, το σημείο που η καμπύλη εμφανίζει την πιο απότομη μείωση είναι ενδεικτικό του βέλτιστου k. Στην Εικόνα 7.12 παρουσιάζεται γραφικά η ανάλυση με k-means των 150 γονιδίων του παραδείγματος που συζητήσαμε στην ενότητα της PCA. Η ανάλυση με 2, 3 και 4 ομάδες δίνει αρκετά διαφορετικά αποτελέσματα όμως με βάση το κριτήριο της μείωσης της τιμής WSS καταλήγουμε στο συμπέρασμα ότι η καλύτερη ομαδοποίηση επιτυγχάνεται για k=4. Για k=4 διατηρείται αυτούσιο το Group1 που συναντήσαμε στις περιπτώσεις των PCA και ιεραρχικής ομαδοποίησης, ενώ τα Group2, 3 διαχωρίζονται επιμέρους σε τρεις νέες ομάδες. Σημειώστε ότι με βάση τον απλό κανόνα του [image: ]ο ιδανικός αριθμός ομάδων για τα 150 γονίδια θα ήταν μεταξύ 8 και 9, αριθμός αρκετά μεγάλος για να περιγράψει με τον καλύτερο τρόπο το δείγμα μας.


    Σε γενικές γραμμές, όλες οι μέθοδοι ομαδοποίησης θα πρέπει να εφαρμόζονται με γνώμονα τη διατήρηση της ισορροπίας μεταξύ της όσο το δυνατόν καλύτερης περιγραφής του συστήματος, χωρίς όμως να χάνεται η δυνατότητα γενίκευσης των συμπερασμάτων. Κάθε ομαδοποίηση είναι στην ουσία δημιουργία ενός μοντέλου που σκοπό έχει να ερμηνεύσει τα δεδομένα με τρόπο που να είναι σταθερός και επαναλήψιμος. Από αυτήν την άποψη, η δημιουργία μεγάλου αριθμού ομάδων δεν είναι καλή πρακτική καθώς μπορεί μεν να εξηγεί επαρκώς τα συγκεκριμένα δεδομένα, πάνω στα οποία εφαρμόστηκε, αλλά όχι ένα εναλλακτικό σύνολο δεδομένων από το ίδιο ή παραπλήσιο σύστημα. Στο φαινόμενο αυτό, που ονομάζεται “υπερπροσαρμογή” (over-fitting) και είναι ένας βασικός κίνδυνος για όλες τις μεθόδους μοντελοποίησης, θα επανέλθουμε και σε επόμενα κεφάλαια.


    


    [image: ]


    Εικόνα 7.12: Ανάλυση των 150 γονιδίων του παραδείγματος της PCA για δύο συνθήκες με τη χρήση της ομαδοποίησης k-μέσων. Ομαδοποίηση με 2, 3 και 4 ομάδες αποδίδει διαφορετικά αποτελέσματα, αλλά το κριτήριο των αποστάσεων τετραγώνων εντός των ομάδων (WSS) συνηγορεί υπέρ της δημιουργίας τεσσάρων (4) ομάδων.



    


    


    Συμπεράσματα


    


    To κεφάλαιο αυτό αγγίζει μια σειρά από εξαιρετικά τεχνικά θέματα που άπτονται της ανάλυσης δεδομένων μεγάλης κλίμακας. Τόσο εδώ, όσο και σε αρκετά από τα επόμενα κεφάλαια, ο στόχος μας είναι κυρίως να παρουσιάσουμε τα προβλήματα και τις θεωρητικές προσεγγίσεις για τη λύση τους και όχι να παράσχουμε τεχνικές “συνταγές” για τη διενέργεια αναλύσεων. Ο λόγος δεν είναι ότι τέτοιου τύπου “πρωτόκολλα” βιοπληροφορικής ανάλυσης δεν είναι χρήσιμα, αλλά γιατί η παράθεσή τους χωρίς το αναγκαίο θεωρητικό υπόβαθρο δε θα είχε κανένα νόημα. Επιπλέον, μια σειρά από αναλύσεις που περιγράφηκαν σ' αυτό το κεφάλαιο, όπως οι διαδικασίες κανονικοποίησης, η εξαγωγή καταλόγων διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων αλλά και οι διάφορες τεχνικές ομαδοποίησης, μπορούν να διενεργηθούν με τη χρήση διαφορετικών υπολογιστικών εργαλείων, εφαρμογών που είναι διαθέσιμες στο διαδίκτυο ή ακόμα και προγραμμάτων που μπορούν να συνταχθούν από τον αναγνώστη (βλ. Ερωτήσεις/Ασκήσεις).


    Στην καθημερινή πρακτική, τόσο η ανάλυση των πρωτογενών δεδομένων, όσο και η κανονικοποίησή τους διενεργείται, τις περισσότερες φορές, ως μέρος της τυπικής, προκαθορισμένης γραμμής επεξεργασίας των δεδομένων (data processing pipeline) από την τεχνική υπηρεσία που κάνει το πείραμα. Είναι ωστόσο σημαντικό να γνωρίζουμε το θεωρητικό υπόβαθρο και να μπορούμε ενδεχομένως να παρέμβουμε σε οποιοδήποτε στάδιο της ανάλυσης ακόμα κι αν αυτό θεωρείται απολύτως τυποποιημένο. Σε αντίθεση με την πρωτογενή ανάλυση, η διαδικασία της εξαγωγής των καταλόγων διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων (DEG) αποτελεί συχνότερα μέρος της ερευνητικής εργασίας ενός βιολόγου. Για το λόγο αυτό, ο τρόπος με τον οποίο αξιολογούμε ένα volcano plot, ή τα όρια σημαντικότητας και έντασης διαφορικής έκφρασης που θέτουμε για την αποκομιδή των DEG, έχουν ιδιαίτερη σημασία. Ακόμα σημαντικότερη είναι η έννοια του ελέγχου πολλαπλών υποθέσεων και η ανάγκη χρήσης διορθωμένων τιμών p-value, που συζητήσαμε μόνο επιγραμματικά σ' αυτό το κεφάλαιο και στις οποίες θα επανέλθουμε στο αμέσως επόμενο.


    Το πεδίο της εφαρμογής μεθόδων ομαδοποίησης, τέλος, είναι αυτό που προσφέρει τη μεγαλύτερη ελευθερία για πρωτότυπες και οξυδερκείς αναλύσεις, που μπορούν να εξαγάγουν κρυμμένη πληροφορία από τα δεδομένα μας. Οι προσεγγίσεις μεγάλης κλίμακας όπως αυτές που συζητήθηκαν σ' αυτό το κεφάλαιο (και στις οποίες θα επανέλθουμε σ' όλα σχεδόν τα επόμενα) απαιτούν τον έξυπνο συνδυασμό υπολογιστικών τεχνικών που να μπορούν ν' αναδείξουν στοιχεία του συστήματος που δεν είναι προφανή σε πρώτο επίπεδο αλλά αναδύονται μέσα από γενικευμένες θεωρήσεις. Ο τρόπος με τον οποίο η ομαδοποίηση δεδομένων έκφρασης δημιουργεί υποσύνολα γονιδίων που εμφανίζουν κοινά πρότυπα έκφρασης είναι χαρακτηριστικό παράδειγμα τέτοιων προσεγγίσεων. Στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο, θα δούμε πώς η πληροφορία που εξάγεται από πειράματα μεγάλης κλίμακας μπορεί να συνδυαστεί με προ-υπάρχουσα γνώση για τα βιολογικά συστήματα με τρόπο που να οδηγεί στην εξαγωγή ακόμα πιο συνεκτικών συμπερασμάτων.


    


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Ανάμεσα στις πιο χαρακτηριστικές πηγές ανωμαλιών (bias) σε μετρήσεις RNASeq είναι, όπως έχουμε ήδη δει, το μήκος του γονιδίου αλλά και το ποσοστό GC% (Risso et al. 2011)⁠. Μπορείτε να προτείνετε τρόπους για να ενσωματωθεί ο έλεγχος και για τις δύο αυτές ποσότητες σ' έναν τύπο κανονικοποίησης;


    


    2. Ποιος θεωρείτε ότι είναι ο λόγος για τον οποίον οι τιμές φθορισμού σ' ένα πείραμα μικροσυστοιχίας κατανέμονται λογαριθμοκανονικά; Ποια είναι η φυσική σημασία της κατανομής στο πάνω μέρος της Εικόνας 7.3α;


    


    3. Τι σημαίνει για ένα πείραμα ανάλυσης διαφορικής έκφρασης ένα πιο “ανοιχτό” διάγραμμα “κρατήρα ηφαιστείου” σε σχέση μ' ένα άλλο; Σε ποιο φυσικό φαινόμενο θα πρέπει να αποδοθεί ο πιο φαρδύς “κρατήρας”;


    


    4. Στην ενότητα όπου συζητήσαμε την ιεραρχική ομαδοποίηση είδαμε πως έχει σημαντικές ομοιότητες με την UPGMA μέθοδο για τη δημιουργία φυλογενετικών δέντρων. Να εξηγήσετε γιατί δε θα ήταν καλή ιδέα να προσπαθήσουμε να εξάγουμε φυλογενετικές σχέσεις με τη χρήση της μεθόδου των κ-μέσων.


    


    5. Κατά την υλοποίηση του αλγορίθμου των κ-μέσων που περιγράφεται στην αντίστοιχη ενότητα δεν εξασφαλίζεται ότι η τελική κατανομή των Ν στοιχείων θα γίνει όντως σε κ ομάδες. Αυτό συμβαίνει γιατί υπάρχει η πιθανότητα “σύντηξης” δύο (ή και περισσότερων) ομάδων κατά τη διαδικασία των επαναλήψεων. α) Κάτω από ποιες συνθήκες αυτό είναι πλεονέκτημα ή μειονέκτημα της μεθόδου. β) Να προτείνετε έναν εναλλακτικό αλγόριθμο που να εξασφαλίζει ότι θα υπάρξουν στο τέλος της διαδικασίας ακριβώς κ ομάδες.


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τις Μεθόδους Ανάλυσης Γονιδιακής έκφρασης:


    Μια καλή εισαγωγή στις μικροσυστοιχίες DNA μπορεί να βρει κανείς στο DNA Microarrays and Gene Expression: From Experiments to Data Analysis and Modeling (Baldi and Hatfield 2002)⁠. Σχετικά με την αλληλούχιση RNA, μια πρόσφατη επισκόπηση της βιβλιογραφίας δίνεται από τους (Wang, Gerstein, and Snyder 2009)⁠.


    


    Για την κανονικοποίηση δεδομένων μικροσυστοιχειών:


    Μια πλήρης περιγραφή της διαδικασίας δίνεται στο Microarray Bioinformatics (Stekel 2003)⁠ και κυρίως στα Κεφάλαια 2-5. Γενικότερα στοιχεία για τις μεθοδολογίες που περιγράφονται στις ενότητες της z-τυποποίησης και της κανονικοποίησης ποσοστημορίων μπορούν να βρεθούν σε εγχειρίδια βιοστατιστικής όπως το Biostatistics (Daniel and Cross 2012)⁠ ή το Intuitive Biostatistics (Motulsky 2010)⁠.


    


    Για την πρωτογενή ανάλυση δεδομένων από πειράματα RNASeq:


    Διάφορα άρθρα περιγράφουν τις διαδικασίες ανάλυσης των δεδομένων. Ξεχωρίζουν η εργασία των (Mortazavi et al. 2008)⁠, που είναι μια από τις πρώτες εφαρμογές της μεθοδολογίας, αλλά και οι εργασίες της ομάδας του Lior Pachter (Trapnell, Pachter, and Salzberg 2009; Trapnell et al. 2010)⁠ όπου περιγράφονται τόσο οι μεθοδολογίες κανονικοποίησης αλλά και ανάλυσης της διαφορικής γονιδιακής έκφρασης.


    


    Για τις μεθόδους Ομαδοποίησης γενικά:


    Μια κλασσική εισαγωγή αρκετά “φιλική” για φοιτητές θετικών επιστημών είναι το Cluster Analysis (Everitt et al. 2011).⁠


    


    Για την Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (PCA):


    Tα περισσότερα εγχειρίδια που αναφέρονται σε τεχνικές μηχανικής μάθησης θα περιέχουν αναπόφευκτα μια ενότητα αφιερωμένη στην PCA. Ο αναγνώστης που επιθυμεί να εμβαθύνει μπορεί να ανατρέξει στο (Witten and Frank 2005)⁠. Ωστόσο, μια πιο σύντομη και αρκετά εύληπτη περιγραφή της μεθοδολογίας (και του μαθηματικού υποβάθρου) μπορεί να βρει κανείς στο εκπαιδευτικό άρθρο επισκόπησης των (Abdi and Williams 2010).⁠


    


    Για την Ιεραρχική Ομαδοποίηση:


    Στο Κεφάλαιο 4 του Cluster Analysis (Everitt et al. 2011)⁠ περιέχει μια εξαιρετική περιγραφή του αλγορίθμου αλλά και λεπτομέρειες για την εφαρμογή του.


    


    Για την Ομαδοποίηση κ-μέσων:


    H κλασσική αναφορά είναι αυτή που παρατίθεται στο κείμενο (Hartigan and Wong 1979). Mια πιο προσιτή, από τεχνική άποψη περιγραφή, προσαρμοσμένη στο πρόβλημα της γονιδιακής έκφρασης, δίνεται στο Κεφάλαιο 8 του Computational Genome Analysis: An Introduction (Deonier, Tavaré, and Waterman 2007)⁠
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    Κεφάλαιο 8:Λειτουργική Ανάλυση της Γονιδιακής Έκφρασης


    


    Σύνοψη


    


    Το κεφάλαιο αυτό αποτελεί φυσική συνέχεια του αμέσως προηγούμενου, παρουσιάζοντας την ανάλυση πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης σε λειτουργικό επίπεδο. Οι βασικές βιολογικές έννοιες του συγκεκριμένου κεφαλαίου περιλαμβάνουν τις διαφόρων τύπων οργανώσεις σημασιολογικής πληροφορίας όπως οι βιολογικές οντολογίες και τα βιολογικά μονοπάτια. Επίκεντρο του κεφαλαίου θα είναι το πραγματικό βιολογικό πρόβλημα να προσδιοριστούν οι διαφορικά ρυθμιζόμενες βιολογικές λειτουργίες από ένα πείραμα γονιδιακής έκφρασης. Αφού εισαχθούν οι βασικές μαθηματικές έννοιες του εμπλουτισμού και των λόγων πιθανοτήτων (odds-ratios) θα περιγραφεί μεθοδολογικά η διαδικασία της λειτουργικής ανάλυσης μέσω της χρήσης της υπεργεωμετρικής κατανομής. Στη συνέχεια θα αναλυθούν οι σημαντικές έννοιες, τόσο για τη λειτουργική ανάλυση όσο και για τη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης γενικότερα, του ελέγχου πολλαπλών υποθέσεων και τις σχετικές διορθώσεις των αποτελεσμάτων. Στο τελευταίο μέρος του κεφαλαίου θα παρουσιαστούν οι σημαντικότερες κατηγορίες υπολογιστικών μεθοδολογίων για τη λειτουργική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να αποκομίσετε από το διαδίκτυο πληροφορίες σχετικά με τις λειτουργίες ενός ή περισσοτέρων γονιδίων.


    · Να προσδιορίσετε τις λειτουργίες εκείνες που είναι σημαντικότερες για ένα δεδομένο πείραμα μέσω της ανάλυσης των σχετικών επιπέδων έκφρασης των γονιδίων.


    · Να αξιολογήσετε στατιστικά τα αποτελέσματα μιας λειτουργικής ανάλυσης διενεργώντας έλεγχο πολλαπλών υποθέσεων.

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στο προηγούμενο κεφάλαιο είδαμε πώς μπορούμε να αναλύσουμε τις σχετικές συγκεντρώσεις του συνόλου (σχεδόν) των γονιδίων ενός οργανισμού σε μια δεδομένη συνθήκη, με σκοπό να διερευνήσουμε το “πρόγραμμα έκφρασης”, τη διαμόρφωση δηλαδή των επιπέδων των mRNA μορίων που προέρχονται από κάθε γονίδιο, ως μέρος μιας σφαιρικότερης αποτύπωσης των κυτταρικών λειτουργιών. Τα αποτελέσματα της μελέτης της γονιδιακής έκφρασης οργανώνονται σε σύνολα γονιδίων, των οποίων τα επίπεδα έκφρασης μεταβάλλονται σημαντικά μεταξύ δύο (ή περισσότερων) συνθηκών και τα οποία ονομάζουμε “διαφορικά εκφραζόμενα” (differentially expressed genes, DEG). Εναλλακτικά, μέσω μεθόδων ομαδοποίησης, τις οποίες συζητήσαμε στο αμέσως προηγούμενο κεφάλαιο, τα γονίδια μπορούν να καταταχθούν σε υποσύνολα, τα οποία εκφράζονται με παρόμοιο τρόπο σε διάφορες καταστάσεις. Σε κάθε περίπτωση, η πληροφορία που προκύπτει από την ανάλυση πειραμάτων έκφρασης συνοψίζεται σε καταλόγους γονιδίων που είναι συχνά αρκετά εκτεταμένοι. Η εξαγωγή συμπερασμάτων για τις κυτταρικές λειτουργίες, τις μοριακές διεργασίες που επισυμβαίνουν στη συνθήκη που μελετούμε είναι δύσκολη, αν όχι αδύνατη, μέσω της απλής επισκόπησης τέτοιων καταλόγων. Είναι έτσι απαραίτητο ένα επόμενο στάδιο ανάλυσης που θα συνδέσει τα υποσύνολα διαφορικά εκφραζόμενων, ή συνεκφραζόμενων γονιδίων με συγκεκριμένα λειτουργικά χαρακτηριστικά και βιολογικές ιδιότητες.


    Στο κεφάλαιο αυτό, που αποτελεί φυσική συνέχεια του προηγούμενου, θα δούμε πώς μπορούμε να αναλύσουμε αποτελέσματα αυτής της μορφής με τρόπο που να γίνεται αυτή η σύνδεση. Το αντικείμενο αυτού του κεφαλαίου, είναι η λειτουργική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης που συνίσταται στη μελέτη αποτελεσμάτων πειραμάτων έκφρασης σε συνδυασμό με προϋπάρχουσα γνώση για τις κυτταρικές διεργασίες, τη μοριακή λειτουργία και τα βιολογικά μονοπάτια που ανά πάσα στιγμή μπορούν να είναι ενεργοποιημένα (ή αντίθετα κατεσταλμένα) σ' ένα κύτταρο. H προϋπάρχουσα γνώση και ο τρόπος με τον οποίον αυτή έχει αποδελτιωθεί και οργανωθεί σε συγκεκριμένες δομές δεδομένων, αποτελεί ένα βασικό κομμάτι αυτού του κεφαλαίου, το οποίο αφιερώνεται στις έννοιες των γονιδιακών οντολογιών και σε μια περίληψη των διαθέσιμων “αποθετηρίων” (repositories) της γνώσης μας για τη γονιδιακή λειτουργία σε διάφορα επίπεδα. Η διαρκώς εμπλουτιζόμενη αυτή γνώση, όπως προκύπτει από τη συνεχή μελέτη ενός τεράστιου αριθμού βιολογικών συστημάτων σε μικρή, μεσαία και μεγάλη κλίμακα, αλλά κυρίως ο τρόπος με τον οποίον αυτή είναι οργανωμένη, αποτελεί βασικό στοιχείο της λειτουργικής ανάλυσης.


    Στο δεύτερο μέρος του Κεφαλαίου θα δούμε με ποιες τεχνικές μπορούμε να συνδυάσουμε την προϋπάρχουσα γνώση με τα αποτελέσματα ενός συγκεκριμένου πειράματος προκειμένου να εξάγουμε χρήσιμες πληροφορίες για αυτό. Θα συζητήσουμε κάποιες απλές (και κάποιες λιγότερο απλές) αρχές στατιστικής ανάλυσης για το συγκερασμό αυτών των δεδομένων και θα εξετάσουμε μεθόδους για την καλύτερη δυνατή ερμηνεία των αποτελεσμάτων ενός πειράματος γονιδιακής έκφρασης.


    Θα ξεκινήσουμε -όπως συνήθως- με τη διατύπωση ενός βιολογικού προβλήματος.


    


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    


    Φανταστείτε ότι έχετε μόλις ολοκληρώσει ένα πείραμα γονιδιακής έκφρασης. Το πείραμα συνίσταται στη μέτρηση της σχετικής έκφρασης 20000 γονιδίων μιας ανθρώπινης κυτταρικής σειράς πριν και μετά την επίδραση μιας ουσίας με κυτταροστατική δράση, που είναι γνωστό δηλαδή ότι αναστέλλει την κυτταρική διαίρεση. Ο σκοπός του πειράματος είναι αρχικά να επιβεβαιωθεί ότι η κυτταροστατική δράση της ουσίας μεσολαβείται από συγκεκριμένα γονίδια που εμπλέκονται στη διεργασία της κυτταρικής διαίρεσης και στη συνέχεια να μελετηθούν οι πιθανές διαταραχές που η ουσία προκαλεί σε άλλες λειτουργίες τους κυττάρου. Από την ανάλυση της διαφορικής έκφρασης (με τυπικά κριτήρια log2FC και p-value, βλ. Κεφάλαιο 7) προκύπτει μια λίστα με 1000 διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια και μετά από μια πρώτη επισκόπηση της λίστας αυτής, εντοπίζετε αρκετά από τα γονίδια, τα οποία, από την ερευνητική σας δουλειά, γνωρίζετε ότι σχετίζονται με τις λειτουργίες του κυτταρικού κύκλου και της κυτταρικής διαίρεσης. Αναλογιζόμενοι τις συνθήκες του πειράματος που διενεργήσατε, θεωρείτε ότι η δράση της ουσίας αντανακλάται στο πρότυπο γονιδιακής έκφρασης και πως κάτι τέτοιο είναι απολύτως λογικό. Σε ποιο βαθμό, ωστόσο θα μπορούσατε να υποστηρίξετε αυστηρά αυτή σας την παρατήρηση; Υπάρχει η δυνατότητα να ποσοτικοποιήσετε το επίπεδο επίδρασης της κυτταροστατικής ουσίας στη λειτουργία της κυτταρικής διαίρεσης και αν ναι, θα μπορούσατε να ελέγξετε και ποιες άλλες λειτουργίες ενδεχομένως έχει επηρρεάσει;


    Έχοντας στα χέρια σας έναν μεγάλο αριθμό γονιδίων και έχοντας διενεργήσει μια ανάλυση έκφρασης σε γονιδιωματικό επίπεδο θα είναι λάθος να μείνετε στον εντοπισμό μιας δεκάδας γονιδίων από τη λίστα σας και να μην προχωρήσετε σε πιο αναλυτικά ερωτήματα όπως:


    Είναι αυτοί οι αριθμοί γονιδίων μεγάλοι ή μικροί και πώς θα μπορούσαμε να αξιολογήσουμε κάτι τέτοιο;


    Πώς θα μπορούσαμε να επεκτείνουμε αυτήν την ανάλυση και σε άλλες λειτουργίες; Πώς θα μπορούσαμε να προσδιορίσουμε τις λειτουργίες εκείνες, για τις οποίες οι αριθμοί των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων είναι σημαντικά μεγάλοι (ή αντίστοιχα σημαντικά μικροί);


    Πόσα από τα διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια συνδέονται με τις λειτουργίες του κυτταρικού κύκλου και της κυτταρικής διαίρεσης;


    Τα παραπάνω ερωτήματα συνθέτουν τον πυρήνα αυτού που ονομάζουμε λειτουργική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης. Στη συνέχεια αυτού του κεφαλαίου θα δούμε με ποιον τρόπο μπορούμε να προσπαθήσουμε να τα προσεγγίσουμε ξεκινώντας από κάποια απλούστερα ερώτηματα που προηγούνται και έχουν να κάνουν με την οργάνωση των απαραίτητων δεδομένων. Έπειτα, θα περάσουμε στη συζήτηση γύρω από μεθοδολογίες που σχετίζονται με τη συνδυαστική μελέτη των αποτελεσμάτων ενός πειράματος στο πλαίσιο της προϋπάρχουσας γνώσης.


    


    


    Αντικείμενα Λειτουργικής Ανάλυσης


    


    Ένα από τα ερωτήματα που θέσαμε παραπάνω ήταν το εξής:


    Πόσα από τα διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια συνδέονται με τις λειτουργίες του κυτταρικού κύκλου και


    της κυτταρικής διαίρεσης;


    Το ερώτημα αυτό αναδεικνύει την πρωταρχική ανάγκη για σαφώς ορισμένα και αξιόπιστα δεδομένα σχετικά με τη λειτουργία, ή καλύτερα τις λειτουργίες των γονιδίων του οργανισμού που μελετούμε. Οι σχέσεις γονιδίων-λειτουργιών βρίσκονται προφανώς στη βάση της λειτουργικής ανάλυσης κι έτσι, προκειμένου να απαντήσουμε στην πιο πάνω ερώτηση, θα πρέπει να έχουμε στη διάθεσή μας τα ονόματα των γονιδίων, τα οποία γνωρίζουμε ότι σχετίζονται με τη λειτουργία του κυτταρικού κύκλου. Χρειαζόμαστε δηλαδή με κάποιον τρόπο ένα “ευρετήριο” γονιδίων που θα τα κατηγοριοποιεί ανάλογα με τις διαπιστωμένες (ή προβλεπόμενες) λειτουργίες τους. Αν γνωρίζαμε τα γονίδια που σχετίζονται (σε κάποιο επίπεδο) με τις λειτουργίες του κυτταρικού κύκλου και της κυτταρικής διαίρεσης δεν θα είχαμε παρά να απαριθμήσουμε πόσα από αυτά βρίσκονται στη λίστα με τα 1000 διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια του πειράματός μας για να απαντήσουμε στο ερώτημά μας και να κάνουμε έτσι το πρώτο βήμα για τη λειτουργική ανάλυσή του.


    Τέτοια “ευρετήρια” καταλόγων γονιδίων ευτυχώς υπάρχουν. Είναι το αποτέλεσμα του συνδυασμού της ερευνητικής δουλειάς χιλιάδων ανθρώπων επί δεκαετίες και της οργανωτικής προσπάθειας κάποιων οξυδερκών βιοεπιστημόνων που πριν από μερικά χρόνια διέβλεψαν πως η αποδελτίωση της υπάρχουσας βιολογικής γνώσης, σχετικα με τη γονιδιακή λειτουργία, σε καλά οργανωμένες δομές δεδομένων θα επέτρεπε μια σειρά από περαιτέρω συνδυαστικές αναλύσεις. Δομές δεδομένων αυτού του τύπου είναι οι διάφορες κατηγοριοποιήσεις γονιδίων σε λειτουργικές ομάδες μέσω σχημάτων όπως είναι οι οντολογίες (Lambrix, Tan, Jakoniené & Strömbäck, 2007)⁠ που θα συζητήσουμε αμέσως μετά.


    


    


    Κατηγοριοποιήσεις γονιδίων. Γονιδιακές οντολογίες.


    


     Η βάση για τη διενέργεια μιας οποιασδήποτε ανάλυσης γονιδίων σε λειτουργικό επίπεδο είναι μια κατηγοριοποίηση αυτών των γονιδίων με τρόπο συνεκτικό, σαφή και όσο το δυνατόν αναλυτικότερο. Με τον όρο “κατηγοριοποίηση” αναφερόμαστε σε οποιοδήποτε σχήμα καταλόγων αντιστοιχεί τα αντικείμενα της ανάλυσής μας, δηλαδή τα γονίδια, με τις ιδιότητες τις οποίες θέλουμε να εξετάσουμε, δηλαδή τις λειτουργίες τους. Μπορούμε έτσι να φανταστούμε ένα σχήμα όπως αυτό που φαίνεται στην Εικόνα 8.1 όπου ένας κατάλογος από γονίδια αντιστοιχίζονται σε λειτουργίες. Οι σχέσεις μεταξύ γονιδίων και λειτουργιών δεν είναι αλληλο-αποκλειόμενες και οι αντιστοιχίσεις είναι ελεύθερες, έτσι ώστε ένα γονίδιο να μπορεί να αντιστοιχεί σε περισσότερες από μία λειτουργίες. Η πληρότητα της κατηγοριοποίησης συνίσταται στην “κάλυψη” του καταλόγου των γονιδίων, καθώς το κατά πόσο μία τουλάχιστο λειτουργία θα αποδίδεται σε κάθε γονίδιο εξαρτάται από την έκταση της προϋπάρχουσας γνώσης, την οποία αποδελτιώνει η συγκεκριμένη κατηγοριοποίηση. Είναι προφανές ότι συγκεκριμένες κατηγοριοποιήσεις δεν είναι πλήρης καθώς εξ ορισμού δεν μπορούν να αφορούν το σύνολο των γονιδίων. Περισσότερα για επιμέρους θέματα όπως αυτό θα δούμε παρακάτω.


    Κατηγοριοποιήσεις που δε βασίζονται σε μια απλή αντιστοίχηση, αλλά εμπεριέχουν και ιεραρχικές σχέσεις μεταξύ των ιδιοτήτων με τρόπο τέτοιο που να οδηγούν σε σύνθετες ταξινομήσεις, ονομάζονται οντολογίες. Η έννοια της οντολογίας είναι πρωταρχικά φιλοσοφική και αφορά τη μελέτη ζητημάτων του “είναι” της ίδιας δηλαδή της ύπαρξης, αποσκοπώντας ουσιαστικά στην κατατάξη διαφόρων οντοτήτων με βάση τα χαρακτηριστικά που τα προσδιορίζουν. Οι κατατάξεις αυτές είναι συχνά ιεραρχικές και προσομοιάζουν με ταξινομήσεις, διαδικασίες που δεν είναι άγνωστες στο χώρο των βιολογικών επιστημών. Στην επιστήμη των υπολογιστών, η οντολογία συνδυάζει την έννοια μας ιεραρχικής ταξινόμησης με την οργανωμένη απόδοση χαρακτηριστικών σε μια σειρά από οντότητες που ορίζονται με ακριβή τρόπο. Στην περίπτωσή μας, οι οντότητες αυτές είναι τα γονίδια και τα χαρακτηριστικά με τα οποία οργανώνονται είναι οι λειτουργικές τους ιδιότητες, όπως οι διεργασίες στις οποίες συμμετέχουν μέσα στο κύτταρο, τα βιολογικά μονοπάτια των οποίων αποτελούν μέρος ή τα διάφορα οργανίδια του κυττάρου (πυρήνας, μιτοχόνδριο, ενδοπλασματικό δίκτυο κλπ.) στα οποία εντοπίζονται. Οι οντολογίες που οργανώνονται σε αυτή τη βάση ονομάζονται, εύλογα, γονιδιακές οντολογίες.


    Στη συνέχεια αυτής της ενότητας θα δούμε χαρακτηριστικές κατηγοριοποιήσεις γονιδίων που χρησιμοποιούνται στη λειτουργική ανάλυση και που με αυτόν τον τρόπο ορίζουν τα επίπεδα στα οποία διενεργείται η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης.


    


    [image: ]


    


    Eικόνα 8.1: Σχηματική αναπαράσταση της δημιουργίας μιας κατηγοριοποίησης γονιδίων. Οι σχέσεις μεταξύ των αντικειμένων και των ιδιοτήτων τους δεν είναι αλληλο-αποκλειόμενες και ένα γονίδιο μπορεί να αντιστοιχηθεί σε περισσότερες από μία ιδιότητες. Στο σχήμα της Εικόνας το Γονίδιο 2 δεν αποδίδεται σε καμία λειτουργία, ενώ τα 1 και 4 αποδίδονται σε τρεις διαφορετικές λειτουργίες. Οι ίδιες οι λειτουργίες οργανώνονται ιεραρχικά από ειδικότερες (Α, Β, Γ κλπ) σε γενικότερες (Ι, ΙΙ, ΙΙΙ).



    


    


    


    Επίπεδα λειτουργικής ανάλυσης


    


    Γονιδιακή Οντολογία (GO)


    


    Η Γονιδιακή Οντολογία αποτέλεσε ένα από τα πιο σημαντικά πρώτα βήματα προς την επίλυση ενός σημαντικού βιολογικού προβλήματος: την αποτύπωση του συνόλου της βιολογικής γνώσης σχετικά με τη γονιδιακή λειτουργία με ένα σαφή και οργανωμένο τρόπο. Αποτελεί το αποτέλεσμα της δουλειάς του αντίστοιχου Consortium που συστήθηκε το 1998 με σκοπό τη δημιουργία μιας συνεκτικής, παγκόσμιας ονοματολογίας γονιδίων για όλους τους οργανισμούς (Ashburner et al., 2000)⁠. στο πλαίσιο αυτής της προσπάθειας, η βάση δεδομένων της Γονιδιακής Οντολογίας (www.geneontology.org) έχει δημιουργήσει τρεις βασικές, ανεξάρτητες μεταξύ τους, κατηγορίες (οντολογίες) που περιγράφουν τα γονίδια όλων των μελετημένων οργανισμών στη βάση:


    Της κυτταρικής διεργασίας στην οποία συμμετέχουν οι πρωτεΐνες τους. Ποια είναι δηλαδή η λειτουργία του γονιδίου.


    Της μοριακής λειτουργίας των πρωτεϊνικών προϊόντων τους. Με ποιον τρόπο επιτελεί μοριακά τη λειτουργία της η πρωτεΐνη που αντιστοιχεί στο γονίδιο.


    Του κυτταρικού εντοπισμού των πρωτεϊνών τους. Σε ποιο τμήμα/οργανίδιο του κυττάρου επιτελείται αυτή η λειτουργία.


    στο πλαίσιο της γονιδιακής οντολογίας, τα γονίδια αναπαρίστανται ως τμήματα-μονοπάτια στους κατευθυνόμενους ακυκλικούς γράφους που ορίζονται από την οντολογία. Μπορούμε να καταλάβουμε καλύτερα τι σημαίνει αυτό μέσα από το σχήμα που φαίνεται στην Εικόνα 8.2. Η οντολογία ορίζεται από τις επιμέρους σχέσεις μεταξύ των καταλογογραφημένων ιδιοτήτων που είναι οι διάφορες γονιδιακές λειτουργίες και οι οποίες εκφράζονται ως όροι (terms) της οντολογίας. Παραδείγματα τέτοιων όρων είναι π.χ. η “κυτταρική διαίρεση”, η “μίτωση” ή ο “μεταβολισμός υδατανθράκων”. Οι σχέσεις μεταξύ των όρων αυτών ορίζονται ιεραρχικά και οργανώνονται σε κατευθυνόμενους ακυκλικούς γράφους (directed acyclic graph) όπως αυτός της Εικόνας 8.2. Έτσι π.χ. ένας όρος που περιγράφεται ως “βιοσύνθεση υδατανθράκων” αποτελεί μέρος της γενικότερης κατηγορίας “μεταβολισμός υδατανθράκων”, ένας όρος που ονομάζεται “κυτταρική μετανάστευση κατά τη διαφοροποίηση” είναι μια από τις υποκατηγορίες του όρου “κυτταρική μετανάστευση” ενώ, τέλος, ο όρος “ρύθμιση της κυτταρικής διαίρεσης” αντιστοιχεί σε μια ρυθμιστική λειτουργία για τον όρο “κυτταρική διαίρεση”. Τα παραπάνω παραδείγματα συνοψίζουν τα τρία βασικά είδη σχέσεων που μπορούν να ενώσουν στοιχεία/όρους σ' έναν ακυκλικό γράφο γονιδιακής οντολογίας. Αυτά είναι:


    · “είναι” (is). Αντιστοιχεί σε μια οντολογική σχέση ιεραρχικών ιδιοτήτων. Έτσι ο όρος “ενδο-ριβο-νουκλεάση” είναι θυγατρικός όρος του “ριβονουκλεάση”. Ταυτόχρονα είναι και θυγατρικός όρος του “ενδονουκλεάση”.


    · “αποτελεί μέρος του” (is part). Αντιστοιχεί σε μια πιο αυστηρή σχέση που δεν μπορεί να έχει περισσότερο από έναν μητρικό όρο. Για παράδειγμα ο όρος που αντιστοιχεί στον κυτταρικό εντοπισμό “P-σωμάτια” (p-bodies) είναι αποκλειστικά και μόνος μέρος του όρου “κυτταρόπλασμα”.


    · “ρυθμίζει” (regulates). Είναι μια προφανής σύνδεση που σχετίζεται με τη λειτουργία της ρύθμισης της έντασης μια διεργασίας.


    Στην Εικόνα 8.2 οι διαφορετικές αυτές σχέσεις συμβολίζονται με ακμές διαφορετικών χρωμάτων. Τα γονίδια αποτελούν τμήματα αυτού του γράφου και λόγω ακριβώς του ιεραρχικού χαρακτήρα των ιδιοτήτων διατρέχουν περισσότερους από έναν κόμβους, κάποιες φορές σε διαφορετικούς κλάδους ταυτόχρονα. Ένα γονίδιο μπορεί να είναι έτσι ένας μεταγραφικός παράγοντας που εμπλέκεται στις διαδικασίες της διαφοροποίησης αλλά να επιτελεί τη λειτουργία του μέσω αλλαγών στο μεταβολισμό ή την κυτταρική διαίρεση. Μ' αυτόν τον τρόπο κάθε γονίδιο αντιστοιχεί μ' ένα γράφο γονιδιακής οντολογίας. Ο γράφος αυτός περιλαμβάνει όλες τις λειτουργίες που είναι γνωστές για το συγκεκριμένο γονίδιο και δεν είναι παρά ένα μικρό υποσύνολο του γενικότερου υπερ-γράφου που ορίζεται από το σύνολο της οντολογίας (Bourne, 2009)⁠. Κάθε γονίδιο έτσι, αντιστοιχίζεται σε μια σειρά από λειτουργίες με τον τρόπο που φαίνεται στην Εικόνα 8.1, αλλά οι λειτουργίες αυτές είναι οργανωμένες ιεραρχικά όπως φαίνεται στην Εικόνα 8.2.


    Η δημιουργία, διατήρηση και ενημέρωση της γονιδιακής οντολογίας είναι διαρκής και γίνεται μέσω της συνδυασμένης προσπάθειας ενός μεγάλου αριθμού εργαστηρίων, των οποίων ο ρόλος είναι η προσθήκη νέων όρων και η σύνδεση όρων με γονίδια (ή αντίστοιχα η αποσύνδεσή τους) με βάση το σύνολο της αποδελτιωμένης βιολογικής γνώσης (Osborne et al., 2009)⁠. Η σύνδεση των γονιδίων με τους όρους που τους αποδίδονται γίνεται στη βάση α) πειραματικών δεδομένων (experimental evidence) ή β) υπολογιστικών προβλέψεων (computational evidence). Χαρακτηριστικά παραδείγματα πειραματικής επιβεβαίωσης είναι η γενετική αλληλεπίδραση (π.χ. πειράματα απαλοιφής γονιδίων) και οι μετρήσεις γονιδιακής έκφρασης ενώ οι υπολογιστικές προβλέψεις περιλαμβάνουν την ομοιότητα σε επίπεδο αλληλουχίας, τις φυλογενετικές σχέσεις κλπ. Είναι προφανές ότι είναι σημαντικό να γνωρίζουμε (και να ελέγχουμε) τη βάση πάνω στην οποία μια λειτουργία έχει αποδοθεί σε ένα γονίδιο.
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    Eικόνα 8.2: Σχηματική αναπαράσταση ενός κατευθυνόμενου ακυκλικού γράφου που περιγράφει σχέσεις γονιδιακής οντολογίας. Οι διαφορετικές σχέσεις μεταξύ των όρων (“είναι”, “μέρος του” και “ρυθμίζει”) συμβολίζονται με κόκκινο, γαλάζιο και πράσινο αντίστοιχα. Οι σχέσεις μεταξύ των διαφόρων όρων διαρθρώνονται ιεραρχικά σε διακριτά επίπεδα (1ο, 2ο, 3ο κ.ο.κ)


    


    


    Βιολογικά Μονοπάτια


    


    Τα βιολογικά μονοπάτια δεν είναι γονιδιακές οντολογίες καθώς δεν αναπαριστούν ιεραρχικές σχέσεις. Ωστόσο από πλευράς οργάνωσης της πληροφορίας θεωρούνται σύνθετες κατηγοριοποιήσεις καθώς αναπαριστούν τις λειτουργικές σχέσεις μεταξύ των γονιδίων (για την ακρίβεια των πρωτεϊνικών τους προϊόντων) που συμμετέχουν σε κοινά βιολογικά μονοπάτια. Τέτοια μονοπάτια μπορεί να σχετίζονται με:


    · Μεταβολικές διεργασίες (π.χ. “Γλυκόλυση”)


    · Μεταφορά και επεξεργασία γονιδιωματικής πληροφορίας (π.χ. “Μεταγραφή mRNA”)


    · Μεταφορά και επεξεργασία περιβαλλοντικής πληροφορίας (π.χ. “Σηματοδότηση μέσω ΝF-κB”)


    · Κυτταρικές διεργασίες (π.χ. “Ενδοκύττωση”)


    · Βιολογικά συστήματα οργάνων (π.χ. “Έκκριση ινσουλίνης”)


    · Ασθένειες (π.χ. “Μόλυνση από Salmonella”)


    H οργάνωση της πληροφορίας στα βιολογικά μονοπάτια είναι της μορφής του πιο απλού σχήματος της Εικόνας 8.1 όπου ένα γονίδιο αντιστοιχίζεται σε ένα ή περισσότερα μονοπάτια, αυτό που διαφέρει ωστόσο είναι ότι μέσω της λεπτομερούς αναπαράστασης της προϋπάρχουσας γνώσης για κάθε μονοπάτι, μπορούμε να έχουμε άμεση πρόσβαση στην πληροφορία σχετικά με την εγγύτητα των αλληλεπιδράσεων μεταξύ γονιδίων.


    Σε αντίθεση με τη γονιδιακή οντολογία, όπου ένα διεθνές consortium είναι υπεύθυνο για την ενημέρωση και διατήρηση της βάσης δεδομένων, υπάρχουν διάφορα αποθετήρια πληροφορίας για τα βιολογικά μονοπάτια:


    Η KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) (Kanehisa & Goto, 2000)⁠ αποτελεί την παλαιότερη βάση δεδομένων βιολογικών μονοπατιών. Περιέχει ίσως το μεγαλύτερο όγκο πληροφορίας κι είναι, από άποψη κατηγοριών, η πληρέστερη βάση, ωστόσο μειονεκτεί σε ό,τι αφορά την αναπαράσταση των μονοπατιών. Από την άλλη πλευρά, λόγω ακριβώς της παλαιότητάς της είναι ενσωματωμένη στα περισσότερα διαδικτυακά εργαλεία λειτουργικής ανάλυσης (όπως θα δούμε παρακάτω) και γι' αυτό το λόγο είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη.


    H Βiocarta (http://www.biocarta.com/) (Nishimura, 2001)⁠ παρέχει οργανωμένη πληροφορία για μεγάλο αριθμό μονοπατιών που διακρίνεται μεταξύ του ανθρώπινου γονιδιώματος κι αυτού του ποντικού. Παρέχει εικόνες καλύτερης ποιότητας που είναι όμως στατικές όπως και αυτές της KEGG. H Reactome (http://www.reactome.org/) (Joshi-Tope et al., 2005)⁠ αντίθετα, οργανώνει τα μονοπάτια με μια ιεραρχική αντίληψη που προσομοιάζει λίγο τη λογική μιας οντολογίας μονοπατιών και που επιτρέπει τη διαδραστική αναζήτηση μονοπατιών-γονιδίων ενώ συνδυάζει και εξωτερικά δεδομένα όπως δεδομένα έκφρασης, δομές πρωτεϊνών κλπ. Λόγω της πιο πρόσφατης δημιουργίας της και της πολύπλοκης δομής της, έχει το μειονέκτημα να μην εμπεριέχεται στις τυπικές συλλογές διαδικτυακών εργαλείων λειτουργικής ανάλυσης.


    


    


    


    Άλλες Κατηγοριοποιήσεις


    


    Οι γονιδιακές οντολογίες και τα βιολογικά μονοπάτια αποτελούν τις πιο χαρακτηριστικές κατηγοριοποιήσεις γονιδίων. Ιστορικά, ήταν οι πρώτες που οργανώθηκαν σε αναζητήσιμες βάσεις δεδομένων και που ενσωματώθηκαν σε διαδικτυακά εργαλεία λειτουργικής ανάλυσης. Δεν είναι ωστόσο οι μόνες και ο ολοένα αυξανόμενος όγκος γονιδιωματικών δεδομένων έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη διαφόρων επιπλέον ομαδοποιήσεων γονιδίων (gene groupings) που περιέχουν πληροφορία πέρα από την τυπική που σχετίζεται με τη φυσική λειτουργία των πρωτεϊνών που κωδικοποιείται από τα γονίδια. Πρακτικά, κανείς μπορεί πλέον να συγκεντρώσει υποσύνολα γονιδίων και να τα κατηγοριοποιήσει ανάλογα με οποιαδήποτε ιδιότητά τους μπορεί να μετρηθεί σε μεγάλη κλίμακα. Έτσι, υπάρχουν κατηγοριοποιήσεις γονιδίων ανάλογα με το μεταγραφικό παράγοντα που τα ενεργοποιεί ή το μη-κωδικό RNA που τα καταστέλλει, κατηγοριοποιήσεις με βάση τη συσχέτιση γονιδίων με συγκεκριμένες ασθένειες κλπ. Στη συνέχεια παραθέτουμε συνοπτικά κάποιες από τις πιο χαρακτηριστικές ομαδοποιήσεις αυτού του τύπου, οργανωμένες σε τρεις μεγάλες κατηγορίες: ομαδοποιήσεις γονιδίων που βασίζονται α) σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (βλ. Κεφάλαιο 9), β) σε μελέτες σύνδεσης γονιδίων με ασθένειες (βλ Κεφάλαιο 10) και γ) σε πειράματα γονιδιωματικής σε μεγάλη κλίμακα (βλ. Κεφάλαιο 11).


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε άλλες ομαδοποιήσεις γονιδίων που θα βοηθούσαν στην πραγματοποίηση συγκεκριμένων λειτουργικών αναλύσεων;


    


    


    Δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων


    


    Μέσα στο κύτταρο, οι πρωτεΐνες πολύ συχνά δεν επιτελούν αυτόνομες λειτουργίες αλλά αντίθετα οργανώνονται σε πολυ-πρωτεϊνικά σύμπλοκα προκειμένου να ολοκληρώσουν πολύπλοκες διεργασίες. Έτσι, π.χ. η αποσύνθεση των πρωτεϊνών από το πρωτεάσωμα ή η σύνθεσή τους από το ριβόσωμα επιτελούνται από μεγάλα πρωτεϊνικά σύμπλοκα στα οποία συμμετέχει μεγάλος αριθμός πρωτεϊνών. Πιο σύνθετες διεργασίες, όπως π.χ. η ανοσοαπόκριση, απαιτούν τη συνδυασμένη λειτουργία περισσότερων του ενός συμπλόκων και συνεπώς ακόμα μεγαλύτερου αριθμού πρωτεϊνών. Η οργάνωση των πρωτεϊνικών μορίων σε σύμπλοκα και η συνδυασμένη δράση συμπλόκων αποτελεί ανοιχτό πεδίο έρευνας, η βάση του οποίου είναι η ταυτοποίηση και μελέτη του τρόπου με τον οποίο οι πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν μεταξύ τους. Σταδιακά, η ταυτοποίηση ενός μεγάλου αριθμού αλληλεπιδράσεων του τύπου “το Α συνδέεται με το Β” οδηγούν στη δημιουργία δικτύων αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών (Vazquez, Flammini, Maritan & Vespignani, 2003)⁠.


    Κατηγοριοποιήσεις γονιδίων που βασίζονται σε τέτοια δίκτυα είναι αρκετά χρήσιμες για τη μελέτη σύνθετων κυτταρικών διεργασιών που εμπλέκουν περισσότερες από μια λειτουργίες. Παρόλο που η ιεραρχική δομή των γονιδιακών οντολογιών περιλαμβάνει (σε ανώτερα επίπεδα οργάνωσης) τέτοιες σύνθετες διεργασίες, ο αριθμός των γονιδίων που αναφέρονται σε αυτές είναι συχνά πολύ μεγάλος, τέτοιος που δεν επιτρέπει την εξαγωγή χρήσιμων συμπερασμάτων. Τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων όμως, ιδίως αυτά που βασίζονται σε αυστηρά κριτήρια περιέχουν συχνά έναν “σκληρό πυρήνα” γονιδίων και μπορούν έτσι να δώσουν χρήσιμες πληροφορίες για ένα σύστημα.


    Λόγω του γεγονότος ότι η διαμόρφωση των δικτύων βασίζεται σε μεγάλο αριθμό πολύπλοκων πειραμάτων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, η συντριπτική πλειοψηφία των γνωστών δικτύων αφορούν ανθρώπινους κυτταρικούς τύπους. Πιο χαρακτηριστικές βάσεις δεδομένων τέτοιων δικτύων είναι η Human Protein Reference Database HPRD (http://www.hprd.org/) (Keshava Prasad et al., 2009)⁠ και η STRINGdb (http://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2011)⁠ που περιέχει σημαντικό αριθμό δικτύων και για άλλους οργανισμούς. Τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων, αποτελούν ένα μόνο μέρος του πολύ ενεργού πεδίου της μελέτης των βιολογικών δικτύων, το οποίο αποτελεί και το αντικείμενο του επόμενου κεφαλαίου (βλ. Κεφάλαιο 9).


    


    


    Κατηγοριοποιήσεις από πειράματα γονιδιωματικής σε μεγάλη κλίμακα


    


    Η τεχνολογική προόδος στο πεδίο της γονιδιωματικής μέσω των μεθόδων αλληλούχισης νέας γενιάς έχει οδηγήσει σε μια μικρή επανάσταση στο χώρο της μελέτης των γονιδιωμάτων. Ένας πολύ μεγάλος αριθμός από γονιδιωματικές ιδιότητες όπως η ρύθμιση της μεταγραφής, οι επιγενετικές τροποποιήσεις και η δομή της χρωματίνης μπορεί πλέον να ποσοτικοποιηθεί σε γονιδιωματική κλίμακα μέσω της σύνδεσης συγκεκριμένων πειραματικών πρωτοκόλλων με τεχνικές αλληλούχισης (βλ. Κεφάλαιο 11). Πειράματα αυτού του τύπου πάραγουν έναν εξαιρετικά μεγάλο όγκο δεδομένων ο οποίος σε κάποιες περιπτώσεις μπορεί να τυποποιηθεί και να οργανωθεί με τρόπο που να οδηγεί σε χρήσιμες κατηγοριοποιήσεις. Έτσι, με βάση πειράματα μεγάλης κλίμακας μπορούμε να έχουμε γονίδια που ομαδοποιούνται με βάση:


    · Την κοινή μεταγραφική τους ρύθμιση μέσω της πρόσδεσης στους υποκινητές τους του ίδιου μεταγραφικού παράγοντα. Οι ομαδοποιήσεις αυτού του τύπου αντιστοιχούν μεταγραφικούς παράγοντες με καταλόγους γονιδίων στόχων σε συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους (Essaghir et al., 2010)⁠.


    · Την κοινή ρύθμιση από μη-κωδικά RNA. Παρομοίως με τους μεταγραφικούς παράγοντες γίνεται αντιστοίχηση μη-κωδικών RNA και γονιδίων στόχων με τρόπο ειδικό για κάθε κυτταρικό τύπο (Vlachos et al., 2014)⁠.


    · Την κοινή ή παρόμοια επιγενετική σήμανσή τους από μεθυλιωμένο DNA, μετα-μεταφραστικά τροποποιημένα μόρια ιστονών. Γονίδια που μοιράζονται συγκεκριμένα πρότυπα κατάληψης από επιγενετικά στοιχεία (π.χ. μεθυλίωση στο DNA του υποκινητή ή σήμανση από συγκεκριμένες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών) οργανώνονται σε κοινούς καταλόγους.


    Aνάλογα με την προέλευση των δεδομένων, υπάρχουν διάφορες βάσεις που οργανώνουν αυτήν την πληροφορία. Σημείο αναφοράς γι' αυτού του είδους τις μελέτες είναι το ENCODE Consortium το οποίο αποτέλεσε τη μεγαλύτερη και πιο φιλόδοξη προσπάθεια καταγραφής και οργάνωσης γονιδιωματικής πληροφορίας για το ανθρώπινο γονιδίωμα (https://www.encodeproject.org/) (Dunham et al., 2012)⁠ ενώ πρόσφατα επέκτεινε τις μελέτες αυτές και στο γονιδίωμα του ποντικού (http://www.mouseencode.org/) (Consortium et al., 2014)⁠. Η ενσωμάτωση πολλών ειδών δεδομένων που προέκυψαν (και προκύπτουν) από μεγάλης κλίμακας πειράματα γίνεται με αργούς ρυθμούς λόγω της εγγενούς ανομοιομορφίας τους (κυτταρικές σειρές, πειραματικά πρωτόκολλα) αλλά και της δυσκολίας που εμπεριέχεται στην πρωτογενή τους ανάλυση. Στο Κεφάλαιο 11 θα συζητήσουμε πιο αναλυτικά τόσο τις πειραματικές αλλά κυρίως τις υπολογιστικές πτυχές της γονιδιωματικής μεγάλης κλίμακας.


    


    


    Ομαδοποιήσεις από ανώτερου τύπου λειτουργικές σχέσεις


    


    Ομαδοποιήσεις που σχετίζονται με ανώτερου τύπου λειτουργικές σχέσεις περιλαμβάνουν τις συσχετίσεις που προκύπτουν μεταξύ γονιδίων και παθολογικών καταστάσεων ή την επιλεκτική έκφρασή τους σε συγκεκριμένους κυτταρικούς τύπους. Τέτοιου τύπου ομαδοποιήσεις είναι αποτέλεσμα της ανάλυσης ενός μεγάλου αριθμού σύνθετων πειραμάτων που δεν αφορούν μόνο τη λειτουργία των γονιδίων (αν π.χ. το Α κωδικοποιεί μια φωσφατάση ή έναν μεταγραφικό παράγοντα) αλλά πιο σύνθετες ιδιότητες όπως π.χ. αν το Α έχει βρεθεί να συσχετίζεται με την εμφάνιση ή όχι της ασθένειας Χ στον άνθρωπο ή αν το Α εκφράζεται κυρίως στο πάγκρεας αλλά όχι στον εγκέφαλο.


    Οι κατηγοριοποιήσεις με βάση τη συσχέτιση με παθολογικές καταστάσεις βασίζονται συχνά σε μεγάλης κλίμακας μελέτες που αποσκοπούν στον προσδιορισμό της γενετικής βάσης ασθενειών, την ύπαρξη δηλαδή ή όχι μεταλλαγών σε συγκεκριμένα γονίδια μεταξύ ασθενών και υγιών ατόμων ή ακόμα και τη διαφορετική έκφραση γονιδίων μεταξύ συγκεκριμένων ομάδων ατόμων. Τέτοιες μελέτες είναι οι Μελέτες Συσχέτισης σε Γονιδιωματική Κλίμακα (Genome Wide Association Studies, GWAS) για τις οποίες θα συζητήσουμε αναλυτικά στο Κεφάλαιο 10. Οι πιο σημαντικές βάσεις δεδομένων που περιέχουν ομαδοποιήσεις γονιδίων σε σχέση με ασθένειες είναι η OMIM (http://www.omim.org/) (Hamosh, Scott, Amberger, Bocchini & McKusick, 2005)⁠ και η GWAS-central (http://www.gwascentral.org/) (Beck, Hastings, Gollapudi, Free & Brookes, 2014)⁠.


    Ομαδοποιήσεις με βάση την επιλεκτική έκφραση σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους υπάρχουν για καλά μελετημένους οργανισμούς όπως ο άνθρωπος και το ποντίκι. Εκτός από την πληροφορία αυτού του τύπου, που μπορεί κανείς να βρει σε βάσεις δεδομένων μεγάλων προγραμμάτων όπως του ENCODE (βλ. παραπάνω) υπάρχουν στοιχεία στις βάσεις δεδομένων των γονιδιωματικών ατλάντων (Gene Atlas) (Petryszak et al., 2014)⁠ για τον άνθρωπο (http://www.proteinatlas.org/) και για το ποντίκι (http://www.emouseatlas.org/emap/home.html).


    


    


    


    Ποσοτικοποίηση της λειτουργικής Ανάλυσης. H έννοια του εμπλουτισμού


    


    Προσπαθώντας να απαντήσουμε στο πρώτο από τα βασικά ερωτήματα που είχαμε θέσει εξαρχής (“Πόσα γονίδια αντιστοιχούν σε μια συγκεκριμένη βιολογική λειτουργία;”) ολοκληρώσαμε μια επισκόπηση των πηγών της προϋπάρχουσας γνώσης. Θα περάσουμε τώρα στο επόμενο ερώτημα που μπορεί να διατυπωθεί καλύτερα ως εξής:


    Δεδομένου ότι μεταξύ των Ν γονιδίων που βρίσκουμε να είναι διαφορικά εκφραζόμενα σε ένα πείραμα, Χ σχετίζονται με την γονιδιακή λειτουργία Υ, είναι αυτός ο αριθμός Χ μεγάλος ή μικρός και πώς θα μπορούσαμε να αξιολογήσουμε κάτι τέτοιο;


    Μια άλλη διατύπωση της παραπάνω ερώτησης θα ήταν:


    Πότε μπορούμε να πούμε ότι μέσα σε ένα σύνολο γονιδίων, τα γονίδια που σχετίζονται με μια λειτουργία είναι περισσότερα/λιγότερα ή κοντά σε αυτό που θα περιμέναμε αν τα διαλέγαμε στην τύχη;


    Διατυπωμένη μ' αυτόν τον τρόπο, η ερώτηση μας καθοδηγεί στο να προσδιορίσουμε τη βασική έννοια για την ποσοτικοποίηση του προβλήματος. Αυτή είναι η έννοια του εμπλουτισμού που με διαφορετική μορφή έχουμε ήδη συναντήσει στα Κεφάλαια 1 και 2 (όταν συζητούσαμε για τις σχετικές συχνότητες εμφάνισης ολιγονουκλεοτιδίων) και που αποτελεί έναν τρόπο αξιολόγησης αποκλίσεων από την τυχαιότητα. Πράγματι, το βασικό στοιχείο στη λειτουργική ανάλυση είναι να εκτιμήσουμε το βαθμό, στον οποίο ένα σύνολο γονιδίων μπορεί να έχει προκύψει από μια τυχαία δειγματοληψία ή όχι, επειδή όμως η δειγματοληψία μπορεί να γίνει από πολλές διαφορετικές λειτουργίες η ανάλυση εμπλουτισμού έχει συγκεκριμένα χαρακτηριστικά. Στη βιβλιογραφία αλλά και στο διαδίκτυο υπάρχει ένας μεγάλος αριθμός υπολογιστικών εργαλείων για τη λειτουργική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης και οι προσεγγίσεις τους διαφέρουν λιγότερο ή περισσότερο στον τρόπο με τον οποίο αξιολογούν το βαθμό εμπλουτισμού του δείγματος γονιδίων σε συγκεκριμένες λειτουργίες. Στη συνέχεια θα περιγράψουμε αναλυτικά την τόσο βασική έννοια του εμπλουτισμού σ' ένα μη-βιολογικό παράδειγμα πριν περάσουμε σε εφαρμογές από το χώρο της ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης.


    


    


    Ένα μη-βιολογικό πρόβλημα


    


    Το 1943 ο Herman Hesse δημοσίευσε το τελευταίο του μυθιστόρημα με τίτλο “Το παιχνίδι με τις χάντρες” (Das Glasperlenspiel), στο οποίο περιγράφει μια φανταστική, ουτοπική κοινωνία διανοουμένων που σκοπό της ζωής τους έχουν να τελειοποιήσουν την τεχνική τους στο ομώνυμο, πολύπλοκο παιχνίδι, κάτι που απαιτεί χρόνια παράλληλης μελέτης μουσικής, μαθηματικών και ιστορίας. Χωρίς να είναι τόσο πολύπλοκη, η λειτουργική ανάλυση μπορεί να τελειοποιηθεί αν προσπαθήσουμε να φανταστούμε ένα αρκετά απλούστερο παιχνίδι με χάντρες σαν κι αυτό που θα περιγράψουμε στη συνέχεια.


    Φανταστείτε ένα κουτί σαν αυτό που φαίνεται στην Εικόνα 8.3 και που περιέχει χάντρες ίδιου μεγέθους αλλά διαφορετικών χρωμάτων. Συνολικά περιέχονται 100 χάντρες από τις οποίες επιλέγεται κάθε φορά ένας συγκεκριμένος αριθμός από το διαιτητή του παιχνιδιού. Ο παίχτης καλείται να απαντήσει στο εξής ερώτημα:


    Έχει διαλέξει ο διαιτητής στην τύχη τις χάντρες ή όχι;


    Η στρατηγική για το απλό αυτό “Παιχνίδι με τις χάντρες” θα βασιστεί στην ανάλυση της έννοιας του εμπλουτισμού. Φανταστείτε ότι ο διαιτητής σας παρουσιάζει την επιλογή του από δέκα χάντρες που φαίνονται πάνω από το κουτί στην Εικόνα 8.3 μεταξύ των οποίων, διάφοροι χρωματικοί συνδυασμοί εκπροσωπούνται σε διαφορετικό αριθμό. Ο παίχτης πρακτικά καλείται ν' αποφασίσει αν αυτή η επιλογή θα μπορούσε να έχει γίνει στην τύχη και ο τρόπος για να κάνει κάτι τέτοιο είναι να εκτιμήσει ποιοι θα ήταν οι σχετικοί αριθμοί για κάθε είδος χάντρας του δείγματος αν ο διαιτητής πραγματικά διάλεγε στην τύχη. Να υπολογίσει δηλαδή τις αναμενόμενες (βάση τυχαιότητας) τιμές εκπροσώπησης για κάθε χρώμα χάντρας πριν περάσει στην εκτίμηση αν αυτό υπέρ- ή ύπο-εκπροσωπείται. Η στρατηγική του μπορεί να συνοψιστεί στα εξής βήματα:


    · Εντόπισε τα είδη που περιέχονται στο δείγμα.


    · Υπολόγισε ποια θα ήταν η αναμενόμενη τιμή για κάθε είδος βάση τυχαιότητας.


    · Εκτίμησε το βαθμό που η αναμενόμενη αυτή τιμή διαφέρει από την πραγματική.


    Για το παράδειγμα της Εικόνας 8.3 τα τρία αυτά βήματα οδηγούν στους εξής υπολογισμούς:


    Στο δείγμα υπάρχουν τέσσερα διαφορετικά είδη χαντρών: δύο πορτοκαλί, δύο γαλάζιες, μία κιτρινωπή και πέντε κοκκινόλευκες.
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    Eικόνα 8.3: Σχηματική αναπαράσταση του υπολογισμού του εμπλουτισμού. Το κουτί στα αριστερά περιέχει 100 χάντρες από τις οποίες οι 4 είναι γαλάζιες. Η πιθανότητα έτσι να διαλέξει κανείς μία γαλάζια είναι 0.04 και σε ένα δείγμα από 10 χάντρες η αναμενόμενη τιμή είναι 0.04*10=0.4 γαλάζιες χάντρες. Η σχέση της παρατηρούμενης (Ο=2) με την αναμενόμενη αυτή τιμή μας δίνει την τιμή εμπλουτισμού.


    


    Για να υπολογίσουμε την αναμενόμενη τιμή για καθένα απ' αυτά τα είδη θα πρέπει να σκεφτούμε με τον ακόλουθο τρόπο. Αν το κουτί περιέχει συνολικά Χ χάντρες από το είδος Α τότε η πιθανότητα p(Α) να τραβήξουμε μία χάντρα Α, εφόσον το κουτί περιέχει συνολικά 100 χάντρες, είναι ίση με p(Α)=Χ/100. Η αναμενόμενη τιμή σε ένα δείγμα Ν χαντρών προκύπτει από τον πολλαπλασιασμό του πλήθους των χαντρών του δείγματος επί τη σχετική πιθανότητα του κάθε είδους και είναι τότε ίση με Ε(Α)=Νp(Α). Για παράδειγμα, στο κουτί υπάρχουν συνολικά 10 πορτοκαλί χάντρες και το μέγεθος τους δείγματος είναι (Ν=10) οπότε η αναμενόμενη τιμή είναι Ε(πορτοκαλί)=10*(10/100)=1. Με παρόμοιο τρόπο υπολογίζουμε για τις άλλες χάντρες ότι E(γαλάζια)=0.4, Ε(κιτρινωπή)=0.9, Ε(κοκκινόλευκη)=0.8.


    Στο δεύτερο στάδιο, έχοντας υπολογίσει τις αναμενόμενες τιμές θα πρέπει να συγκρίνουμε τις τιμές αυτές με τις παρατηρούμενες. Ο καλύτερος τρόπος είναι μέσω του λόγου παρατηρούμενης προς αναμενόμενη τιμή, r(Α)=P(A)/E(A). Ο λόγος αυτός αντιστοιχεί στο βαθμό που το δείγμα περιέχει περισσότερες ή λιγότερες χάντρες από τις αναμενόμενες και για το λόγο αυτό ονομάζεται λόγος εμπλουτισμού (enrichment rate) ή απλά εμπλουτισμός (enrichment). Τιμές r>1 αντιστοιχούν σε θετικό εμπλουτισμό δηλαδή παρατηρούμενες τιμές μεγαλύτερες από τις αναμενόμενες. Το αντίθετο ισχύει για r<1 ενώ για r=1 λέμε ότι δεν υπάρχει εμπλουτισμός καθώς η παρατηρούμενη τιμή είναι ίση με την αναμενόμενη. Τιμές που αποκλίνουν πολύ από τη μονάδα είναι έτσι ενδεικτικές ότι ο διαιτητής δεν έχει επιλέξει στην τύχη αλλά με συγκεκριμένες προτιμήσεις για τη μία ή την άλλη κατηγορία[31]. Οι τιμές που προκύπτουν είναι r(πορτοκαλί)=2/1=2, r(γαλάζια)=2/0.4=5, r(κιτρινωπή)=1/0.9=1.1 και r(κοκκινόλευκη)=5/0.8=6.25. Παρατηρούμε ότι κάποιοι από τους λόγους αυτούς (για τις γαλάζιες και τις κοκκινόλευκες) είναι πολύ μεγαλύτεροι από την μονάδα, για τις πορτοκαλι η τιμή είναι διπλάσια από την μονάδα ενώ για τις κιτρινωπές η τιμή υποδεικνύει μάλλον απουσία εμπλουτισμού (r~1).


    Τι σημαίνει αυτό για τον επίδοξο νικητή του παιχνιδιού μας; Πόσο βέβαιος μπορεί να είναι για την απάντηση που θα δώσει; Το γεγονός ότι, τουλάχιστο για κάποιες από τις κατηγορίες χαντρών, η παρατηρούμενη τιμή διαφέρει πολύ από την αναμενόμενη είναι αρκετό για να τον πείσει να πει πως η επιλογή δεν ήταν τυχαία; Πριν το κάνει θα πρέπει να σκεφτεί πώς θα απαντήσει σε δύο βασικά ερωτήματα:


    · Πώς θα αξιολογήσει στατιστικά την τιμή ενός εμπλουτισμού; Πόσο μεγάλη τιμή είναι η r=4 και γιατί να μην λάβει υπόψη του μια τιμή r=2; κι έπειτα


    · Πόσο πιθανό είναι να εντοπίσει μια κατηγορία με σημαντική απόκλιση από την τιμή r=1 κι αυτό να είναι τυχαίο;


    Θα πρέπει να έχετε ήδη μια καλή ιδέα για το πώς θα απαντήσουμε τόσο στην πρώτη αλλά κυρίως στη δεύτερη ερώτηση. Όμως πριν περάσουμε στις απαντήσεις τους ας δούμε πώς το παιχνίδι με τις χάντρες μεταφράζεται σε ένα αμιγώς βιολογικό πρόβλημα.


    


    Ερώτηση: Στο απλουστευμένο παράδειγμα που μόλις είδαμε εξετάσαμε μόνο τους συνδυασμούς των χαντρών που βρίσκονται μέσα στο δείγμα του διαιτητή. Τι συμβαίνει με αυτούς που δεν υπήρχαν στο δείγμα; Τι μπορούμε να πούμε γι' αυτούς και πώς αυτό θα μας βοηθούσε στο ν' απαντήσουμε στο ερώτημα αν ο διαιτητής διαλέγει στην τύχη;


    


    


    Επιστροφή στο βιολογικό πρόβλημα


    


    Mε ποιον τρόπο προσομοιάζει το “Παιχνίδι με τις Χάντρες” το πρόβλημα της λειτουργικής ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης; Οι αναλογίες είναι μάλλον προφανείς. Το κουτί με τις χάντρες αντιστοιχεί στο σύνολο των γονιδίων, των οποίων έχουμε μετρήσει την έκφραση. Τα γονίδια δεν έχουν όλα τις ίδιες ιδιότητες, οι οποίες αντιστοιχούν στα διάφορα χρώματα που έχουν οι χάντρες. Το σύνολο των χαντρών που μας παρουσιάζει ο διαιτητής αντιστοιχεί στα γονίδια εκείνα που προκύπτει πως είναι διαφορικά εκφραζόμενα και για τα οποία θέλουμε να διενεργήσουμε την ανάλυση εμπλουτισμού. Η ερώτηση που τίθεται στον “παίχτη” αντιστοιχεί στην ερώτηση που θέτει ο ερευνητής στον εαυτό του:


    Πότε μπορούμε να πούμε ότι μέσα σε ένα σύνολο γονιδίων, τα γονίδια που σχετίζονται με μια λειτουργία είναι περισσότερα/λιγότερα ή κοντά σε αυτό που θα περιμέναμε αν τα διαλέγαμε στην τύχη;


    Η απάντηση είναι εύκολη και απλώς περιλαμβάνει έναν μεγάλο αριθμό υπολογισμών τιμών εμπλουτισμού για όλες τις λειτουργικές κατηγορίες που θέλουμε να εξετάσουμε. Έτσι για ένα πείραμα στο οποίο μετρήθηκε η έκφραση Ν γονιδίων από τα οποία n βρέθηκαν να είναι διαφορικά εκφραζόμενα, ο εμπλουτισμός της λειτουργικής κατηγορίας Α δίνεται από την τιμή:
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     όπου Κ είναι το σύνολο των Ν γονιδίων που ανήκουν στην κατηγορία Α και k είναι ο αριθμός των γονιδίων της κατηγορίας αυτής που βρίσκονται εντός του δείγματος n (k<Κ, k<n). Αναλογιζόμενοι ότι ο αριθμός των γονιδίων της Α που θα μπορούσαμε να περιμένουμε σε δείγμα μεγέθους n είναι ίσος με:
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    προκύπτει ότι:
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    δηλαδή ο εμπλουτισμός είναι ίσος με το λόγο της παρατηρούμενης προς την αναμενόμενη τιμή όπως τον ορίσαμε και παραπάνω.
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    Eικόνα 8.4: Η ανάλυση εμπλουτισμού σ' ένα δείγμα γονιδίων με βάση την κατηγοριοποίησή τους σε λειτουργικές κατηγορίες. Από το αρχικό σύνολο Ν γονιδίων επιλέγουμε ένα δείγμα Κ γονιδίων, τα οποία και αντιστοιχούμε στις λειτουργίες που προκύπτουν από το σχήμα της Εικόνας. Με βάση τις σχετικές τιμές αναμενόμενων και παρατηρούμενων τιμών για κάθε λειτουργία προκύπτει μια αντίστοιχη τιμή εμπλουτισμού.


    


    Στην Εικόνα 8.4 παρουσιάζεται σχηματικά η διαδικασία για ένα μικρό αριθμό κατηγοριών γονιδίων. Θα πρέπει όμως να σημειωθεί πως το πλήθος των κατηγοριών είναι συχνά πολύ μεγάλο (ενδεικτικά το σύνολο των όρων GO για το ανθρώπινο γονιδίωμα είναι ~8000) κάτι που σημαίνει ότι το αποτέλεσμα τέτοιων αναλύσεων είναι συχνά μακρείς κατάλογοι τιμών εμπλουτισμού. Παραμένει τέλος να απαντηθούν τα δύο ερωτήματα που θέσαμε στον παίχτη του παιχνιδιού με τις χάντρες. Πρώτον, πώς θα αξιολογήσει αν μια τιμή εμπλουτισμού είναι σημαντικά μεγάλη/μικρή ή όχι και δεύτερον πώς μπορεί να ξέρει για πόσες κατηγορίες μπορεί να περιμένει σημαντικά μεγάλους/μικρούς εμπλουτισμούς. Για την απάντηση και στα δύο ερωτήματα θα πρέπει να καταφύγουμε στη στατιστική. 


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. H υπεργεωμετρική κατανομή


    


    Είδαμε παραπάνω ότι ο εμπλουτισμός που υπολόγισε ο παίχτης στο παράδειγμα της Εικόνας 8.3 για τις πορτοκαλί χάντρες είναι r(πορτοκαλί)=2, μια τιμή που υποδηλώνει διπλάσιες από το αναμενόμενο χάντρες αυτού του χρώματος. Ο παίχτης όμως είναι διστακτικός να θεωρήσει ότι δύο πορτοκαλί χάντρες αντί για μία είναι ασφαλής ένδειξη ότι ο διαιτητής δε διαλέγει στην τύχη. Ανησυχεί ότι η σχέση μεταξύ του αριθμού των πορτοκαλί χαντρών στο κουτί (10) και του μεγέθους του δείγματος (10 από τις 100) είναι τέτοια που δε θα απέκλειε οι 2 πορτοκαλί χάντρες να είναι αποτέλεσμα τυχαίας δειγματοληψίας. Πώς όμως μπορεί να ποσοτικοποιήσει αυτή του τη διαίσθηση, ώστε να έχει ένα αντικειμενικό κριτήριο για να στηρίξει την απόφασή του;


    Θα προσπαθήσουμε να αναλύσουμε το πρόβλημά του ποσοτικά ως εξής:


    Εξετάζοντας μόνο τις πορτοκαλί χάντρες στο παιχνίδι, γνωρίζουμε ότι 10 από τις χάντρες στο κουτί είναι πορτοκαλί και 90 δεν είναι. Αν ο διαιτητής επιλέξει μία χάντρα, η πιθανότητα αυτή να είναι πορτοκαλί είναι 10/100=0.1. Αν η χάντρα είναι πορτοκαλί, τότε το κουτί περιέχει πλέον 99 χάντρες εκ των οποίων οι 9 είναι πορτοκαλί και οι 90 δεν είναι. Η πιθανότητα επιλογής μίας επόμενης πορτοκαλί χάντρας είναι τώρα 9/99=0.091, έχει δηλαδή αλλάξει από πριν καθώς κάθε χάντρα που επιλέγεται δεν ξανατοποθετείται στο κουτί πριν επιλεχθεί η επόμενη. Στη θεωρία των πιθανοτήτων μια τέτοια διαδικασία ονομάζεται “δειγματοληψία χωρίς επανάθεση”. Ποια είναι λοιπόν η πιθανότητα να επιλέξουμε ακριβώς δύο πορτοκαλί χάντρες μέσα σε ένα δείγμα από δέκα χάντρες; Αν οι δύο πορτοκαλί χάντρες ήταν η πρώτη και η δεύτερη τότε η πιθανότητα θα ήταν:


    P(1η και 2η πορτοκαλί στις 10)=P(πορτοκαλι 10:100)P(πορτοκαλί 9:99)P(άλλη 90:98)P(άλλη 89:97)P(άλλη 88:96)....


    Η παραπάνω σχέση προκύπτει στη λογική ότι στην αρχή έχουμε 10/100 πορτοκαλί, έπειτα 9/99 πορτοκαλί αλλά στη συνέχεια θέλουμε να επιλέξουμε χάντρες που δεν είναι πορτοκαλί. Αυτές είναι (μετά από 2 πορτοκαλί επιλογές) αρχικά 90 από τις 98, έπειτα 89 από τις 97, 88 από τις 96 κ.ο.κ. Η πιθανότητα που υπολογίζεται έτσι είναι:


    P(1η και 2η πορτοκαλί στις 10)=0.0039


    Πριν βιαστούμε να απαντήσουμε στον προβληματισμό του παίχτη αναφέροντας μια τόσο μικρή πιθανότητα θα πρέπει να σκεφτούμε κάτι πολύ σημαντικό. Αυτό είναι ότι η διάταξη των χαντρών στο δείγμα δε μας ενδιαφέρει καθόλου. Η παραπάνω πιθανότητα αντιστοιχεί στην πιθανότητα να έχουμε ένα οποιοδήποτε δείγμα στο οποίο ακριβώς δύο πορτοκαλί χάντρες τραβήχτηκαν πρώτη και δεύτερη. Ωστόσο ο παίχτης δεν ενδιαφέρεται για τη σειρά επιλογής, ούτε μπορεί να τη γνωρίζει, όπως και για το δικό μας πρόβλημα δεν έχει κανένα νόημα να σκεφτόμαστε ποιο γονίδιο είναι πρώτο και δεύτερο στη λίστα με τα διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια[32]. Αυτό που χρειαζόμαστε είναι η πιθανότητα δύο πορτοκαλί χάντρες να υπάρχουν στο δείγμα ανεξάρτητα από τη σειρά με την οποία επιλέχθηκαν. Οι πιθανοί συνδυασμοί που δίνουν δύο πορτοκαλί χάντρες σε οποιαδήποτε από την 1η ως τη 10η θέση επιλογής είναι πάρα πολλοί και ως εκ τούτου η πιθανότητα P(2 πορτοκαλί στις 10) είναι πολύ μεγαλύτερη από 0.0039. Η ακριβής τιμή της δίνεται από τον τύπο:
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    O συμβολισμός[image: ]είναι ο διωνυμικός τελεστής για τα x, y και αντιστοιχεί στο πλήθος των δυνατών συνδυασμών y αντικειμένων από ένα σύνολο x δυνατών επιλογών και που ισούται με:
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    Ερώτηση: Πόσοι είναι οι πιθανοί τρόποι να πάρουμε 2 πορτοκαλί χάντρες σ' ένα δείγμα 10 χαντρών από το κουτί της Εικόνας 8.3; Πως αλλάζει ο αριθμός για δείγμα 15 και 20 χαντρών;


    


    Στην εξίσωση 8.4, Ν είναι το σύνολο των χαντρών στο κουτί (100), Κ είναι το σύνολο των πορτοκαλί χαντρών στο κουτί (10), n είναι το πλήθος των χαντρών που συνολικά επιλέγονται (10) και k το πλήθος των πορτοκαλί χαντρών στο δείγμα (2). Οι τιμές αυτές μπορούν να παρασταθούν σε έναν πίνακα όπως ο παρακάτω:
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    Η εξίσωση 8.4 υπολογίζει την πιθανότητα το k να είναι ακριβώς ίσο με 2 με βάση το γεγονός ότι πρόκειται για μια υπεργεωμετρική τυχαία μεταβλητή. Η υπεργεωμετρική κατανομή είναι η κατανομή που χρησιμoποιούμε για να προσομοιάσουμε τυχαία γεγονότα επιλογής δείγματος αντικειμένων από ένα σύνολο χωρίς επανάθεση, όπως συμβαίνει στο πρόβλημα του “Παιχνιδιού με τις Χάντρες” (και της λειτουργικής ανάλυσης γονιδίων). Αντικαθιστώντας στην εξίσωση 8.4 τις τιμές για τις πορτοκαλί/μη-πορτοκαλί χάντρες έχουμε:
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    Η πιθανότητα δηλαδή P(2 πορτοκαλί στις 10) είναι περίπου 1/5. Όχι ιδιαίτερα μικρή σε κάθε περίπτωση. Ο παίχτης θα πρέπει να είναι ιδιαίτερα επιφυλακτικός πριν αποφασίσει ότι ο εμπλουτισμός r(πορτοκαλί)=2 είναι σημαντικός. Για την ακρίβεια μπορεί να εφαρμόσει κατάλληλα την υπεργεωμετρική κατανομή ώστε να υπολογίσει μια ακόμα ενδιαφέρουσα πιθανότητα που μπορεί να χρησιμοποιήσει ως αντικειμενικό, ποσοτικό κριτήριο για την απόφασή του. Μπορεί να αναρωτηθεί ποια είναι η πιθανότητα το δείγμα του διαιτητή να περιέχει 2 ή περισσότερες πορτοκαλί χάντρες δηλαδή P(τουλάχιστον 2 πορτοκαλί στις 10). Η πιθανότητα αυτή αντιστοιχεί στο άθροισμα των πιθανοτήτων:
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    και γι' αυτό ονομάζεται αθροιστική (cumulative) πιθανότητα. Η λογική πίσω απ' αυτόν τον υπολογισμό είναι ότι ο παίχτης θέλει να αποφασίσει αν οι δύο πορτοκαλί χάντρες ξεπερνούν ένα όριο πέρα από το οποίο μπορεί να πει με ασφάλεια ότι η επιλογή του διαιτητή είναι συνειδητή υπέρ των πορτοκαλί χαντρών. Η εξίσωση 8.6 δίνει ότι P(τουλάχιστον 2 πορτοκαλί στις 10)=0.26, υπάρχει δηλαδή περισσότερο από 25% πιθανότητα μια τέτοια τιμή να προκύψει τυχαία. Μια τέτοια τιμή δεν επιτρέπει στον παίχτη μας να κρίνει το διαιτητή προκατειλημένο κι έτσι θα πρέπει μάλλον να στραφεί σε μια άλλη κατηγορία χαντρών για να εξετάσει την προτίμηση του διαιτητή. Με βάση τα παραπάνω, για τις τέσσερις κατηγορίες χαντρών ο παίχτης του “Παιχνιδιού με τις Χάντρες” μπορεί να υπολογίσει ότι P(πορτοκαλί>=2)=0.26, P(γαλάζια>=2)=0.048, P(κιτρινωπή>=1)=0.62 και P(κοκκινόλευκη>=5)=0.0007 και να καταλήξει έτσι ότι για δύο από τις τέσσερις κατηγορίες, για τις οποίες ισχύει p<0.05 ο εμπλουτισμός είναι στατιστικά σημαντικός. Η αθροιστική πιθανότητα της υπεργεωμετρικής κατανομής μπορεί να λειτουργήσει ως εκτιμητής της τυχαιότητας μιας διαδικασίας δειγματοληψίας χωρίς επανάθεση. Η συγκεκριμένη τιμή χρησιμοποιείται ως τιμή p-value, που όπως έχουμε δει και σε προηγούμενα κεφάλαια μπορεί να χρησιμεύσει στον έλεγχο υποθέσεων.


    Αν αφήσουμε για λίγο τον παίχτη και στραφούμε στο δικό μας βιολογικό πρόβλημα μπορούμε να θυμηθούμε το τρίτο και τελευταίο από τα αρχικά ερωτήματα:


    Πώς θα μπορούσαμε να προσδιορίσουμε τις λειτουργίες για τις οποίες οι αριθμοί των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων είναι σημαντικά μεγάλοι (ή αντίστοιχα σημαντικά μικροί);


    Η ερώτηση αυτή είναι πρακτικά ισοδύναμη με το πρόβλημα που μόλις επιλύσαμε. Προκειμένου να εξετάσουμε τον εμπλουτισμό μιας οποιασδήποτε λειτουργικής κατηγορίας, αρκεί να δημιουργήσουμε τον αντίστοιχο πίνακα:
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    και να υπολογίσουμε ένα p-value μέσω τις πιθανότητας:
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    Με αυτό το κριτήριο έχουμε στα χέρια μας το βασικό έλεγχο που απαιτείται για την ανάλυση της στατιστικής σημασίας θετικών εμπλουτισμών. Τι συμβαίνει στην περίπτωση που εξετάζουμε έναν αρνητικό εμπλουτισμό, όταν δηλαδή η παρατηρούμενη τιμή είναι αρκετά μικρότερη από την αναμενόμενη; Η διαδικασία είναι συμμετρικά αντίθετη, αρκεί δηλαδή τώρα να υπολογίσουμε την αθροιστική πιθανότητα για:
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    Με τη χρήση της υπεργεωμετρικής κατανομής έχουμε απαντήσει και στο τελευταίο ερώτημα που θέσαμε εξαρχής. Για κάθε λειτουργία που εξετάζουμε μπορούμε να υπολογίσουμε τόσο το βαθμό στον οποίο αυτή είναι εμπλουτισμένη σε γονίδια που είναι διαφορικά εκφραζόμενα, όσο και το κατά πόσο αυτός ο εμπλουτισμός είναι στατιστικά σημαντικός. Για συγκεκριμένες λειτουργικές αναλύσεις αυτό θα σημαίνει χιλιάδες από p-values που θα πρέπει να αναλυθούν περαιτέρω.


    


    Ερώτηση: Πόσο ασφαλείς είναι οι τιμές p-value όταν εξετάζονται για χιλιάδες διαφορετικές λειτουργίες;


    


    Στη συνέχεια θα συζητήσουμε το λεπτό πρόβλημα που προκύπτει από την παραπάνω ερώτηση και το οποίο θίξαμε κάπως επιφανειακά στο προηγούμενο κεφάλαιο. Πρόκειται για ένα πρόβλημα που δεν μπορούμε να συνεχίσουμε να “αποφεύγουμε”. Το πρόβλημα των πολλαπλών υποθέσεων.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ. Έλεγχος πολλαπλών υποθέσεων


    


    Στο σημείο αυτό θα επανέλθουμε σ' ένα ερώτημα που έχουμε αφήσει αναπάντητο. Θυμηθείτε τον παίχτη του “Παιχνιδιού με τις Χάντρες” ο οποίος έχει υπολογίσει τις τιμές εμπλουτισμού για τις τέσσερις κατηγορίες χαντρών που περιέχονται στο δείγμα που του παρουσιάζει ο διαιτητής. Όπως είδαμε παραπάνω για δύο από τις τέσσερις κατηγορίες προέκυψε ότι ο εμπλουτισμός είναι στατιστικά σημαντικά μεγάλος, ωστόσο ένας έμπειρος παίχτης, κάποιος που έχει παίξει αρκετές φορές κι έχει αναπτύξει και μια στατιστική διαίσθηση αναλογίζεται σε ποιο βαθμό μία ή δύο κατηγορίες θα μπορούσαν να φαίνονται σημαντικά εμπλουτισμένες από καθαρή τύχη.


    Η ανησυχία του παίχτη έχει στατιστική βάση και για το λόγο αυτό αξίζει να κάνουμε μια ακόμα μαθηματική παρέκβαση για να συζητήσουμε ένα πρόβλημα που προκύπτει κατά τον υπολογισμό πολλών τιμών p-value. Ξεχάστε το “Παιχνίδι με τις Χάντρες” και φανταστείτε το εξής υποθετικό πρόβλημα. Κάποιος σας ζητά να ελέγξετε αν ένα νόμισμα είναι κάλπικο, επιτρέποντάς σας να κάνετε μόνο ρίψεις “κορώνα ή γράμματα”. Εσείς αποφασίζετε να κάνετε έναν μεγάλο αριθμό ρίψεων και να βασίσετε την απάντησή σας στο κατά πόσο ο λόγος των αποτελεσμάτων διαφέρει από το 1:1. Αφού πραγματοποίησετε 100 ρίψεις προκύπτει ότι τα αποτελέσματα ήταν 55 κορώνες και 45 γράμματα. Με έναν λόγο ~1.2 κλίνετε μάλλον προς το να απαντήσετε ότι το νόμισμα είναι γνήσιο αλλά προκειμένου να σιγουρευτείτε αποφασίζετε να επαναλάβετε το πείραμα των 100 ρίψεων όσες περισσότερες φορές μπορείτε. Καθώς έχετε την τύχη να διδάσκετε σ' ένα τμήμα με 100 φοιτητές, αποφασίζετε να καταχραστείτε (για λίγο μόνο) την εξουσία που σας δίνει η θέση σας και ζητάτε από τον καθένα να ρίξει το νόμισμα 100 φορές κι έπειτα να σας αναφέρει το λόγο των αποτελεσμάτων. Όταν η διαδικασία ολοκληρώνεται και παίρνετε στα χέρια σας τα αποτελέσματα των ρίψεων των φοιτητών παρατηρείτε με έκπληξη ότι πέντε (5) απ' αυτούς αναφέρουν λόγους που είναι μεγαλύτεροι από 4:1. Για πέντε δηλαδή από τους φοιτητές σας το νόμισμα θα είναι κατά πάσα πιθανότητα κάλπικο. Τι συμβαίνει στην πραγματικότητα;


    Αυτό που έχει συμβεί είναι ότι έχετε πέσει στην “παγίδα” του ελέγχου πολλαπλών υποθέσεων. Προσπαθώντας να ελέγξετε μια υπόθεση πολλές φορές, καταλήγετε μοιραία να την επιβεβαιώσετε σ' ένα μικρό ποσοστό των δοκιμών που κάνετε. Το νόμισμα είναι κατά πάσα πιθανότητα γνήσιο (όπως προκύπτει από τη μεγάλη πλειοψηφία των αποτελεσμάτων των φοιτητών σας) αλλά επειδή ακριβώς ο ίδιος έλεγχος της γνησιότητας έγινε 101 φορές είναι στατιστικά αναπόφευκτο ότι σε κάποιες από αυτές θα προέκυπτε αρνητικός. Για να καταλάβετε καλύτερα αυτήν την “παγίδα” αναλογιστείτε ότι διενεργείτε λειτουργική ανάλυση σε επίπεδο γονιδιακής οντολογίας για 8000 διαφορετικούς όρους (λειτουργίες) σ' ένα ιδιότυπο πείραμα γονιδιακής έκφρασης. Η ιδιοτυπία του έγκειται στο γεγονός ότι έχετε επίτηδες “ανακατέψει” τις τιμές έκφρασης με τρόπο που τα διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια να είναι πρακτικά επιλεγμένα στην τύχη. Κάτω από αυτές τις συνθήκες δε θα περιμένετε να υπάρχει εμπλουτισμός σε καμία λειτουργική κατηγοργία. Είναι όμως λογικό να περιμένετε ότι για κανέναν από τους 8000 όρους για τους οποίους θα υπολογίσετε την πιθανότητα εμπλουτισμού, δε θα παρατηρήσετε μια τιμή p-value μικρότερη από 0.05; Η απάντηση είναι όχι. Για την ακρίβεια η πιθανότητα να παρατηρήσετε τουλάχιστο μία τιμή p-value<0.05 είναι ίση με 1-0.958000~1. Το κλειδί εδώ είναι η τιμή του εκθέτη που αντιστοιχεί στον αριθμό των φορών που ελέγχθηκε η υπόθεσή σας. Στην Εικόνα 8.5 φαίνεται πώς ακόμα και για ένα μέτριου μεγέθους αριθμό ελέγχων η πιθανότητα για ένα τουλάχιστον εσφαλμένα σημαντικό αποτέλεσμα είναι 100%. Πολύ μεγάλοι αριθμοί πολλαπλότητας υποθέσεων οδηγούν αναπόφευκτα σε ένα ποσοστό εσφαλμένων “ανακαλύψεων” (false discoveries)[33].
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    Eικόνα 8.5: Γραφική παράσταση του φαινομένου του Ελέγχου Πολλαπλών υποθέσεων. Η πιθανότητας μίας τουλάχιστον εσφαλμένης απόδοσης σημαντικών προβλέψεων αυξάνεται εκθετικά με τον αριθμό των ελέγχων που πραγματοποιεί κανείς. Για 100 ελέγχους η πιθανότητα είναι >0.99.



    


    Πώς όμως ξεπερνούμε το πρόβλημα των εσφαλμένων ανακαλύψεων που προκύπτουν από τον έλεγχο πολλαπλών υποθέσεων; Στη βιβλιογραφία έχουν προταθεί διάφοροι τρόποι για τη διόρθωση των αποτελεσμάτων. Όλες οι μέθοδοι συγκλίνουν στην κοινή διαδικασία απόρριψης ενός μέρους των αρχικά στατιστικά σημαντικών p-values. H πιο απλή διόρθωση είναι αυτή που προτάθηκε αρχικά από τον Bonferroni, αλλά έγινε ευρύτερα γνωστή από τον Dunn (Dunn, 1959)⁠, σύμφωνα με την οποία η αρχική τιμή κατωφλίου p-value διαιρείται με τον αριθμό των ελέγχων και το πηλίκο που προκύπτει χρησιμοποιείται ως νέα τιμή κατωφλίου. Για το πείραμα έκφρασης που συζητήσαμε παραπάνω η νέα αυτή τιμή (που ονομάζεται και q-value) θα είναι ίση με q-value=0.05/20000=0.0000025! To πρόβλημα με τη διόρθωση Bonferroni είναι ότι δεν αποδίδει ρεαλιστικές τιμές κατωφλίων σε πειράματα με μεγάλο αριθμό ελέγχων και τείνει να περιορίζει πολύ τα τελικά αποτελέσματα στα πειράματα έκφρασης. Μια πιο ρεαλιστική μέθοδος είναι αυτή των Benjamini και Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995)⁠ που είναι γνωστή και ως Ποσοστό Εσφαλμένων Ανακαλύψεων (False Discovery Rate, FDR). H ανάλυση μέσω του FDR ουσιαστικά γίνεται με την οριοθέτηση ενός δεύτερου κατωφλίου q μετά την τιμή όριο για το p-value. Η τιμή q αντιστοιχεί τώρα στο ποσοστό του συνόλου των “ανακαλύψεων” (των σημαντικών δηλαδή γονιδίων με βάση μόνο το p-value) που αναμένεται να είναι εσφαλμένες. Με βάση έτσι ένα q=0.05 (ή 5% FDR) η μέθοδος των Benjamini και Hochberg καθορίζει ένα νέο όριο για το p-value με βάση την κατανομή των τιμών του. Είναι λογικό οι πολύ χαμηλές τιμές p-value να έχουν μικρότερη πιθανότητα να αντιστοιχούν σε εσφαλμένες ανακαλύψεις. Έτσι, μετατοπίζοντας το όριο του κατωφλίου του p-value σε συνάρτηση με το όριο του q-value ένα μέρος των αρχικών τιμών p-value απορρίπτονται κι αυτές που απομένουν είναι εμπλουτισμένες σε πιθανότητα να είναι πραγματικές ανακαλύψεις.


    Είναι προφανές ότι τα όρια για τις τιμές p- και q-value είναι εξίσου αυθαίρετα, ωστόσο είναι χρήσιμο να έχουμε στο μυαλό μας τη λογική που βρίσκεται πίσω από αυτές. Όλα τα γνωστά προγράμματα στατιστικής που αναφέραμε και παραπάνω προσφέρουν την επιλογή διόρθωσης για πολλαπλές υποθέσεις κι έτσι οι λεπτομέρειες για τις διορθώσεις παραλείπονται.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε έναν τρόπο γραφικής παράστασης μιας λειτουργικής ανάλυσης πολλών ταυτόχρονα λειτουργικών κατηγοριών που θα αναπαριστά ταυτόχρονα τις τιμές εμπλουτισμού και τις τιμές q-value;


    


    


    Μέθοδοι Λειτουργικής Ανάλυσης της Γονιδιακής Έκφρασης


    


    Η λειτουργική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης αποτελεί βασικό στάδιο για την αξιοποίηση ενός ολοένα αυξανόμενου αριθμού πειραμάτων. Ταυτόχρονα, η εύκολη εφαρμογή τους και η ερμηνεία των αποτελεσμάτων τους ακόμα και από ερευνητές που δεν είναι εξοικειωμένοι με υπολογιστικές μεθοδολογίες, καθιστούν τις αναλύσεις αυτού του τύπου ιδιαίτερα δημοφιλείς. Ένας μεγάλος αριθμός διαδικτυακών εργαλείων για την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης είναι έτσι διαθέσιμος (Huang, Sherman & Lempicki, 2009a) όμως η επιμέρους παρουσίαση ακόμα και των πιο ευρέως χρησιμοποιούμενων από αυτά ξεφεύγει από τους σκοπούς αυτού του βιβλίου. Είναι σημαντικό ωστόσο να αναδειχτούν οι μεθοδολογικές διαφορές που υπάρχουν μεταξύ τους και που ορίζουν ευρύτερες κατηγορίες υπολογιστικών προσεγγίσεων στο πρόβλημα της ανάλυσης του εμπλουτισμού λειτουργικών κατηγοριών.


    Στην επόμενη, τελευταία ενότητα αυτού του κεφαλαίου θα παρουσιάσουμε τις τρεις βασικότερες κατηγορίες μεθόδων παραθέτοντας παράλληλα κάποια χαρακτηριστικά προγράμματα ανάλυσης για την καθεμία από αυτές.


    


    


    Απλή Ανάλυση Εμπλουτισμού (SEA)


    


    H Aπλή Ανάλυση Εμπλουτισμού (Single Enrichment Analysis, SEA), όπως περιγράφηκε παραπάνω περιλαμβάνει, σε δύο στάδια, τον υπολογισμό των σχετικών εμπλουτισμών και το στατιστικό έλεγχο των τιμών τους μέσω της υπεργεωμετρικής κατανομής. Ο συγκεκριμένος τύπος ανάλυσης είναι ο απλούστερος αλλά αποτελεί τη βάση για όλες τις πιο σύνθετες μεθοδολογίες. Μια σειρά από διαδικτυακά εργαλεία έχουν αναπτυχθεί στη βάση της SEA, μεταξύ των οποίων βρίσκονται κάποια από τα πιο ευρέως χρησιμοποιούμενα. Ενδεικτικά αναφέρουμε το WebGestalt (http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/) (B. Zhang, Kirov & Snoddy, 2005)⁠, το οποίο διενεργεί λειτουργική ανάλυση σε διάφορα επίπεδα και παρουσιάζει τα αποτελέσματα της γονιδιακής οντολογίας με μορφή ακυκλικών γράφων και το DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) (Huang, Sherman & Lempicki, 2009b)⁠ το οποίο προσφέρει ανάλυση για έναν πολύ μεγάλο αριθμό διαφορετικών λειτουργικών κατηγοριών, που περιλαμβάνει μεταξύ άλλων και δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Στην Εικόνα 8.6 μπορεί κανείς να δει το αποτέλεσμα μιας ανάλυσης μέσω του WebGestalt για ένα απλό παράδειγμα ενός πειράματος γονιδιακής έκφρασης με ~300 υπερεκφραζόμενα γονίδια.
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    Eικόνα 8.6: Παράδειγμα αποτελεσμάτων μετά την εφαρμογή μιας μεθόδου SEA (WebGestalt). Οι στατιστικά σημαντικά εμπλουτισμένες λειτουργίες σε επίπεδο γονιδιακής οντολογίας αναπαρίστανται σε έναν ακυκλικό γράφο που περιγράφει τις σχέσεις μεταξύ των εμπλουτισμένων λειτουργιών (με κόκκινο) και αυτών που σχετίζονται με αυτές (μαύρο) για την κατηγορία “Κυτταρική Διεργασία”.



    


    


    Ανάλυση Εμπλουτισμού σε Σύνολα Γονιδίων (GSEA)


    


    Η Ανάλυση Εμπλουτισμού σε Σύνολα Γονιδίων (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) είναι μια μέθοδος με δύο βασικά πλεονεκτήματα σε σχέση με την απλούστερη SEA. Πρώτον, δεν απαιτεί την εφαρμογή αυθαίρετων κριτηρίων για τον ορισμό ενός υποσυνόλου διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων. Δεύτερον, ακριβώς εξαιτίας αυτής της απουσίας τιμών-κατωφλίων, χρησιμοποιεί το σύνολο των δεδομένων αντί για ένα περιορισμένο μέρος τους. Τα δεδομένα εισόδου στην GSEA είναι οι τιμές έκφρασης από ολόκληρο το πείραμα. Το τελικό αποτέλεσμα είναι κι εδώ μια σειρά από τιμές p-value που αξιολογούν το βαθμό εμπλουτισμού μιας δεδομένης λειτουργίας, όμως ο τρόπος που υπολογίζεται τόσο η κάθε τιμή p-value αλλά και ο εμπλουτισμός διαφέρουν από την SEA. H διαδικασία περιγράφεται σχηματικά στην Εικόνα 8.7 και έχει ως εξής:


    


    Αλγόριθμος :: GSEA


    Δεδομένης μιας σειράς κατάταξης R(N) από τιμές log2FC για Ν γονίδια


    Δεδομένης μιας λειτουργίας Α στην οποία ανήκουν Κ γονίδια


    1. Εντόπισε στην κατάταξη R τα Κ γονίδια της Α


    2. Υπολόγισε την αθροιστική καμπύλη των τιμών R για τα Κ γονίδια ως εξής:


     S(A)=S(A)+R[i] για i=1 έως Κ


    3. Απόδωσε τιμή Εμπλουτισμού r(A)=max(S(A)) #ή αντίστοιχα r(A)=min(S(A)


    4. Aπόδωσε p-value p(A) την τιμή που προκύπτει από τη σύγκριση S(A) με μια σειρά από τυχαιοποιημένες κατανομές


    Τερματισμός


    


    Ο παραπάνω αλγόριθμος περιγράφει ουσιαστικά μια διαδικασία που συγκρίνει μια κατάταξη γονιδίων με βάση τις τιμές διαφορικής έκφρασης με το υποσύνολο των γονιδίων που ανήκουν σε μια συγκεκριμένη λειτουργία. Αν τα γονίδια που σχετίζονται με τη λειτουργία είναι σημαντικά υπερ-εκφραζόμενα τότε η αθροιστική καμπύλη των τιμών έκφρασης θα έχει ένα χαρακτηριστικό ασύμμετρο σχήμα προς τα πάνω και αριστερά (υψηλές τιμές) όπως φαίνεται στην Εικόνα 8.6. Το μέγιστο ύψος της καμπύλης δίνει, σ' αυτήν την περίπτωση, την τιμή εμπλουτισμού. Αντίστοιχα το σχήμα θα είναι ασύμμετρο προς τα κάτω και δεξιά εφόσον ο εμπλουτισμός είναι σε υπο-εκφραζόμενα γονίδια. Σε κάθε περίπτωση, η στατιστική σημαντικότητα της τιμής εμπλουτισμού δίνεται από τη σύγκριση της καμπύλης S(A) με μια σειρά από τυχαιοποιημένες κατανομές. Ο στατιστικός έλεγχος που εφαρμόζεται είναι ο έλεγχος Kolmogorov-Smirnov (K-S test)[34]. Η GSEA παρουσιάστηκε αρχικά με τη μορφή που έχει στο (http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) (Subramanian, Tamayo, Mootha, Mukherjee & Ebert, 2005)⁠, ενώ πλέον και άλλες μέθοδοι όπως η ErmineJ (http://erminej.chibi.ubc.ca/) (Lee, Braynen, Keshav & Pavlidis, 2005)⁠ χρησιμοποιούν την ίδια μεθοδολογική βάση.


    Όπως αναφέραμε και παραπάνω, το βασικό πλεονέκτημα της GSEA είναι ότι χρησιμοποιεί το σύνολο της πληροφορίας όπως αυτό προκύπτει από ένα πείραμα μέτρησης γονιδιακής έκφρασης χωρίς να απαιτεί από τον πειραματιστή να παράσχει έναν κατάλογο γονιδίων θέτοντας αυθαίρετα όρια διαφορικής έκφρασης. Από την άλλη πλευρά υπάρχουν κάποιοι περιορισμοί στη χρήση της που προκύπτουν ακριβώς από την ανάγκη ύπαρξης αριθμητικών δεδομένων για όλα τα γονίδια. Συχνά μας ζητείται να διενεργήσουμε μια ανάλυση σ' ένα ήδη δεδομένο υποσύνολο γονιδίων (που μπορεί να έχει προκύψει με διάφορους τρόπους) χωρίς να έχουμε τις αντίστοιχες τιμές έκφρασής τους. Από την άλλη πλευρά η GSEA εμφανίζει μια ελαφρώς μεγαλύτερη εξάρτηση στα γονίδια με ακραίες τιμές έκφρασης σε σχέση με την SEA. Σε κάθε περίπτωση τα αποτελέσματα που προκύπτουν από τις δύο μεθόδους είναι απόλυτα συγκρίσιμα εφόσον προηγηθεί μια προσεκτική επιλογή τιμών κατωφλίων για την SEA.
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    Eικόνα 8.7: Γραφική παράσταση αποτελεσμάτων της μεθόδου GSEA για ένα πείραμα επαγωγής μιας κυτταρικής σειράς με TNF. α) Αριστερά το διάγραμμα εμπλουτισμού για τη λειτουργική κατηγορία “Σηματοδότηση μέσω TNF”, τα γονίδια της οποίας (λογικά) ενεργοποιούνται και βρίσκονται μεταξύ των πιο υψηλά εκφραζόμενων (μαύρες γραμμές στα αριστερά). β) Δεξία το ίδιο διάγραμμα για τα γονίδια της κατηγορίας “Σηματοδότηση μέσω WNT”, μιας λειτουργίας που στο συγκεκριμένο σύστημα καταστέλλεται σημαντικά, με σημαντικό αριθμό γονιδίων να κατατάσσονται στις θέσεις με τη χαμηλότερη έκφραση (μαύρες γραμμές στα δεξιά).


    


    


    


    Σπονδυλωτή (modular) Ανάλυση Εμπλουτισμού (MEA)


    


    Κληρονομώντας το βασικό υπολογισμό εμπλουτισμών από την SEA, η Σπονδυλωτή Ανάλυση Εμπλουτισμού (Modular Enrichment Analysis, ΜΕΑ) ενσωματώνει επιπλέον αλγορίθμους που αποσκοπούν στην ανάδειξη ιδιοτήτων δικτύων που λαμβάνουν υπόψη τις σχέσεις μεταξύ λειτουργικών όρων. Έτσι αν δύο όροι π.χ. γονιδιακής οντολογίας βρεθούν να είναι σημαντικά εμπλουτισμένοι αλλά ταυτόχρονα βρίσκονται και σε γειτονικές θέσεις στο γράφο της ιεραρχίας των όρων, θα θεωρηθούν ακόμα μεγαλύτερης σημασίας. Το βασικό πλεονέκτημα αυτών των μεθόδων είναι ότι επιτρέπουν την εξόρυξη πληροφορίας που σχετίζεται με βαθύτερες βιολογικές σχέσεις όπως η ιεραρχική οργάνωση κυτταρικών διεργασιών ή οι αλληλεπιδράσεις μεταξύ μονοπατιών. Στον αντίποδα, ένας βασικός περιορισμός είναι ότι η ΜΕΑ απαιτεί την ύπαρξη ιεραρχίας στην οργάνωση των λειτουργικών κατηγοριών (όρων) και έτσι μπορεί να χρησιμοποιηθεί κυρίως στην περίπτωση των γονιδιακών οντολογιών. Οι προσπάθειες για την ιεραρχική οργάνωση κι άλλων λειτουργικών κατηγοριοποιήσεων έχουν ενταθεί καθώς είναι προφανές πως θα συμβάλλουν σημαντικά στην καλύτερη και πληρέστερη βιολογική ερμηνεία των πειραμάτων έκφρασης με μικρότερη εξάρτηση από ακραίες τιμές έκφρασης που δημιουργούν μια χαρακτηριστική τάση υπερ-εκπροσώπησης συγκεκριμένων λειτουργικών κατηγοριών (π.χ. ρύθμισης της μεταγραφής). Σημαντική είναι η συνεισφορά, σε αυτό το πεδίο, της ανάλυσης βιολογικών δικτύων η οποία αποτελεί αντικείμενο του αμέσως επόμενου κεφαλαίου.


    Οι μέθοδοι που ενσωματώνουν χαρακτηριστικά ΜΕΑ ανήκουν στην τελευταία γενιά εργαλείων λειτουργικής ανάλυσης με πιο χαρακτηριστικά από αυτά να είναι τα TopGO (http://topgo.bioinf.mpi-inf.mpg.de/) (Alexa, Rahnenfuhrer & Lengauer, 2006)⁠ και Ontologizer (http://compbio.charite.de/contao/index.php/ontologizer2.html) (Bauer, Grossmann, Vingron & Robinson, 2008)⁠ ενώ στοιχεία MEA υπάρχουν και σε αναθεωρημένες εκδόσεις συγκεκριμένων προγραμμάτων όπως το DAVID.


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Η λειτουργική ανάλυση παρουσιάστηκε σ' αυτό το κεφάλαιο από τη σκοπιά της περαιτέρω διερεύνησης πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης. Κάτω απ' αυτό το πρίσμα εξετάσαμε αποκλειστικά λειτουργικές ιδιότητες γονιδίων και των πρωτεϊνικών προϊόντων τους όπως αυτές εκφράζονται από τη γονιδιακή οντολογία, τη συμμετοχή τους σε βιολογικά μονοπάτια κλπ. Όμως ο διαρκώς αυξανόμενος όγκος γονιδιωματικών δεδομένων επιτρέπει, αν δεν επιβάλλει, την επέκταση της λειτουργικής ανάλυσης τόσο σε μη-γονιδιακές οντότητες όσο και σε λειτουργικές κατηγοριοποιήσεις διαφορετικών τύπων.


    Τα τελευταία χρόνια, σύγχρονες προσεγγίσεις γονιδιωματικής που διενεργούνται σε συνδυασμό με αλληλούχιση DNA νέας γενιάς οδηγούν στην αποκομιδή δεδομένων όπως π.χ. οι θέσεις πρόσδεσεις μεταγραφικών παραγόντων στο DNA, θέσεις διαφορικής μεθυλίωσης ή περιοχές ανοιχτής χρωματίνης σε γονιδιωματική κλίμακα. Η ανάλυση τέτοιου τύπου δεδομένων (τα οποία θα συζητήσουμε πιο αναλυτικά στο Κεφάλαιο 11) έχει οδηγήσει στην ανάγκη εφαρμογής διευρυμένων προσεγγίσεων λειτουργικής ανάλυσης. Από τη στιγμή που πρόκειται για δεδομένα που εκφράζονται ως γονιδιωματικές συντεταγμένες, μια πρώτη ανάλυση σχετίζεται με τη διερεύνηση των τοπολογικών τους προτιμήσεων (McLean et al., 2010)⁠. Προσεγγίσεις γενικευμένης λειτουργικής ανάλυσης εξετάζουν έτσι όχι μόνο αν οι θέσεις πρόσδεσης ενός συγκεκριμένου μεταγραφικού παράγοντα τείνουν να βρίσκονται κοντά σε συγκεκριμένες λειτουργικές κατηγορίες γονιδίων, αλλά επεκτείνονται και σε τοπολογικά χαρακτηριστικά, υπολογίζοντας π.χ. κατά πόσο οι θέσεις αυτές τείνουν να βρίσκονται πλησιέστερα ή μακρύτερα από σημεία έναρξης της μεταγραφής, αν έχουν την τάση να συνεντοπίζονται με ενισχυτές ή υποκινητές κλπ.


    Γενικευμένες προσεγγίσεις αυτού του τύπου είναι ιδιαίτερα σημαντικές στην προσπάθειά μας να αναλύσουμε ταυτόχρονα δεδομένα διαφορετικών τύπων από το ίδιο σύστημα. Ένα παράδειγμα μιας τέτοιας προσέγγισης σε επίπεδο “βιολογίας συστημάτων” θα δούμε στο τελευταίο κεφάλαιο αυτού του βιβλίου (Κεφάλαιο 12). Πριν φτάσουμε όμως εκεί θα εξετάσουμε ένα χαρακτηριστικό των βιολογικών συστημάτων που αποκτά όλο και μεγαλύτερη σημασία σε συστημικές προσεγγίσεις. Αυτό δεν είναι άλλο από τα βιολογικά δίκτυα.


    


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Από ένα πείραμα ολικής ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης που συμπεριέλαβε τα 6000 γονίδια του Σακχαρομύκητα κάτω από κανονικές συνθήκες και σε συνθήκες έλλειψης γλυκόζης, προέκυψαν 250 γονίδια με ανεβασμένη έκφραση στις συνθήκες έλλειψης γλυκόζης. Με βάση τη γονιδιακή οντολογία 50 από αυτά τα γονίδια σχετίζονταν με τον κυτταρικό κύκλο και 200 με το μεταβολισμό των υδατανθράκων. Πιστεύετε ότι κάποια από τις δύο λειτουργίες είναι υπερεκπροσωπούμενη στο δείγμα σας των 250 γονιδίων; Να δικαιολογήσετε την απάντησή σας.


    


    2. Οι κατηγορίες Α-Κ είναι οι 10 κατηγορίες γονιδιακής οντολογίας του οργανισμού Χ. Στον πίνακα φαίνονται α) ο αριθμός των συνολικών γονιδίων που ανήκουν στην καθεμία και β) ο αριθμός των γονιδίων της καθεμίας που βρέθηκαν να ενεργοποιούνται σε ένα πείραμα έκφρασης σε γονιδιωματικό επίπεδο (μετρήθηκαν όλα τα γονίδια του Χ). Να αναφέρετε α) ποιες λειτουργίες είναι εμπλουτισμένες σε βαθμό τουλάχιστο διπλάσιο από τον αναμενόμενο και β) ποιες είναι απεμπλουτισμένες σε βαθμό τουλάχιστο μισό του αναμενόμενου.
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    3. Στην παραπάνω ερώτηση, να υπολογίσετε τις τιμές p-value μέσω της υπεργεωμετρικής κατανομής λαμβάνοντας υπόψη την κατεύθυνση του εμπλουτισμού (θετικός/αρνητικός). Μπορείτε να χρησιμοποιήσετε οποιαδήποτε εφαρμογή υπολογισμού της κατανομής επιθυμείτε.


    


    


    


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τη γονιδιακή οντολογία και τα βιολογικά μονοπάτια:


    Στο Κεφάλαιο 10 του Bioinformatics and Functional Genomics (Pevsner, 2015) ⁠μπορείτε να βρείτε μια αναλυτική περιγραφή των περιεχομένων της βάσης GO χωρίς όμως περισσότερες λεπτομέρειες για τη δομή της. Οι βασικές αναφορές είναι αυτές που παρατίθενται στο κείμενο. Περισσότερα μπορείτε να βρείτε στις αντίστοιχες ιστοσελίδες. Για τη Γονιδιακή Οντολογία: (http://geneontology.org/). Για την KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).


    


    Για τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων:


    Μια καλή εισαγωγή είναι το άρθρο της βάσης δεδομένων STRING-db, που είναι μάλλον η βάση αναφοράς για πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις (Franceschini et al., 2013)⁠, ενώ στο (Vazquez et al., 2003)⁠ παρουσιάζεται με μορφή επισκόπησης η σύνδεση των πρωτεϊνικών δικτύων αλληλεπίδρασης με το λειτουργικό χαρακτηρισμό τους. Για τον αναγνώστη που επιθυμεί να εμβαθύνει, ένα εξαιρετικό βιβλίο είναι το Protein Interaction Networks: Computational Analysis (A. Zhang, 2009)⁠.


    


    Για την ανάλυση εμπλουτισμού:


    Μια πολύ καλή συνοπτική παρουσίαση των διαφορετικών ειδών ανάλυσης γίνεται στο άρθρο επισκόπησης (Huang et al., 2009a).


    


    Για το μαθηματικό υπόβαθρο της υπεργεωμετρικής κατανομής:


    Βασικά συγγράμματα πιθανοτήτων και στατιστικής περιέχουν αναπόφευκτα αναφορές σε όλα τα είδη κατανομών. Στο Κεφάλαιο 4 του A first Course in Probability (Ross, 2014)⁠ υπάρχει η σχετική συζήτηση για την υπεργεωμετρική κατανομή.


    


    Για το μαθηματικό υπόβαθρο του Ελέγχου Πολλαπλών Υποθέσεων:


    Μια πολύ καλή εισαγωγή ακόμα και για τους λιγότερο εξοικειωμένους με τα μαθηματικά δίνεται στα Κεφάλαια 22-23 του Intuitive Biostatistics (Motulsky, 2010)⁠.


    


    Για τις μεθόδους λειτουργικής ανάλυσης γονιδιακής έκφρασης:


    Για τα επιμέρους χαρακτηριστικά της κάθε μεθόδου, οι εργασίες που αναφέρονται στο κείμενο είναι το καλύτερο σημείο εκκίνησης.
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    Κεφάλαιο 9:Βιολογικά Δίκτυα


    


    Σύνοψη


    


    Το κεφάλαιο αυτό ενσωματώνει στοιχεία από τα δύο αμέσως προηγούμενα και επικεντρώνεται στη μελέτη των βιολογικών δικτύων. Μετά από μια εισαγωγή των βασικών βιολογικών εννοιών που περιλαμβάνουν τα είδη των δικτύων (ρυθμιστικά, μεταβολικά κ.ά.) περνάει στο πραγματικό βιολογικό πρόβλημα που αφορά την εξαγωγή ενός δικτύου ρυθμιστικών αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών από δεδομένα γονιδιακής έκφρασης. στο πλαίσιο της συζήτησης του προβλήματος θα εισαχθούν βασικές έννοιες από τη θεωρία δικτύων (τοπολογία, βαθμός, μέγεθος δικτύου κλπ) και στη συνέχεια θα αναλυθούν οι στατιστικές ιδιότητες των βιολογικών δικτύων με έμφαση στις δομές αυτο-οργάνωσης, τα ανεξάρτητα κλίμακας (scale-free) δίκτυα και τους νόμους δύναμης. Οι πρακτικές ασκήσεις θα περιλαμβάνουν την εξαγωγή δικτύων και την ανάλυση των στατιστικών τους ιδιοτήτων.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να περιγράψετε βασικά είδη βιολογικών δικτύων.


    · Να αναγνωρίσετε τα κυριότερα μοτίβα δικτύων και τις ιδιότητές τους.


    · Να αναλύσετε ποσοτικά τα βασικότερα χαρακτηριστικά γράφων/δικτύων.


    · Να διακρίνετε μεταξύ τυχαίων δικτύων και δικτύων ανεξάρτητων κλίμακας.


    

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στα δύο προηγούμενα κεφάλαια μελετήσαμε τρόπους για την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης και για την ερμηνεία της σε επίπεδο λειτουργιών. Σε διάφορα σημεία του προηγούμενου κεφαλαίου αναφερθήκαμε στην έννοια των βιολογικών δικτύων και στην οργάνωση των κυτταρικών λειτουργιών σε αυτά. Ακόμα και οι απλούστεροι οργανισμοί χρειάζεται να ρυθμίσουν χιλιάδες βιοχημικές διεργασίες προκειμένου να προσλάβουν μεταβολίτες και να συνθέσουν τα απαραίτητα μεταβολικά προϊόντα, να εξάγουν από αυτά την ενέργεια που χρειάζονται για να αποκριθούν σε ερεθίσματα και να επεξεργαστούν την πληροφορία που μεταδίδουν από γενιά σε γενιά. Το γονιδίωμα ενός βακτηρίου Ε. coli περιέχει περίπου 4000 γονίδια, όμως ο αριθμός των αντιδράσεων που συμβαίνουν κατά τη διάρκεια του κύκλου ζωής ενός κυττάρου του ξεπερνά τις 100.000 (Almaas, Kovács, Vicsek, Oltvai & Barabási, 2004)⁠! Ο συντονισμός τους μέσω της διαδικασίας της εξέλιξης έχει οργανωθεί με τρόπο που να είναι ταυτόχρονα αποτελεσματικός αλλά και ευέλικτος, ώστε να επιτρέπει την προσαρμογή τους ανάλογα με τις διαρκείς μεταβολές του κυτταρικού περιβάλλοντος. Όλοι οι ζωντανοί οργανισμοί αποτελούν εξαιρετικά πολύπλοκα συστήματα (Barve & Wagner, 2013)⁠.


    Η μελέτη της πολυπλοκότητας των βιολογικών συστημάτων περνάει έτσι, υποχρεωτικά από την επισκόπηση ενός τεράστιου αριθμού διεργασιών που αλληλοδιαπλέκονται δημιουργώντας πυκνά, σύνθετα δίκτυα. Η ανασύσταση, αρχικά, και η ανάλυση στη συνέχεια αυτών των δικτύων σε ό,τι αφορά το μέγεθος, τις επιμέρους υπομονάδες τους και τις στατιστικές τους ιδιότητες μας επιτρέπει να προσεγγίσουμε σε βάθος πολύ σημαντικά ερωτήματα σχετικά με τη ρύθμιση βιολογικών διεργασιών, την οργάνωση των κυττάρων σε επίπεδο συστημάτων αλλά και την ανάδυση γενικότερων ιδιοτήτων που αντανακλούν τον τρόπο με τον οποίο τα πολύπλοκα βιολογικά συστήματα εξελίσσονται σε διαρκώς μεταβαλλόμενα περιβάλλοντα διατηρώντας ταυτόχρονα μια αξιοθαύμαστη σταθερότητα (Wagner, 2013)⁠.


    Στο συγκεκριμένο κεφάλαιο θα συζητήσουμε για την έννοια του δικτύου, ως μαθηματικό αντικείμενο και θα αναλύσουμε τις ιδιότητες των δικτύων από θεωρητική σκοπιά, πριν περάσουμε στην περιγραφή των κυριότερων ειδών βιολογικών δικτύων. Στη συνέχεια θα δούμε πώς η ανάλυση στοιχείων τέτοιων βιολογικών δικτύων μπορεί να μας βοηθήσει να κατανοήσουμε βασικούς μηχανισμούς ρύθμισης σε λειτουργικό επίπεδο. Τέλος, θα εξετάσουμε χαρακτηριστικά στατιστικής φύσεως των βιολογικών δικτύων και τον τρόπο με τον οποίο αυτά αντανακλούν βαθύτερες φυσικές αρχές για την οργάνωση των βιολογικών συστημάτων και της ζωής γενικότερα.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    


    Τα προβλήματα που σχετίζονται με τα βιολογικά δίκτυα είναι αντίστοιχης πολυπλοκότητας και ποικιλομορφίας με τα ίδια τα δίκτυα. Έτσι δε θα μπορούσαμε να επικεντρωθούμε σ' ένα συγκεκριμένο ερώτημα. Αντίθετα, στο πλαίσιο της μελέτης της βιολογικής πολυπλοκότητας, θα συζητήσουμε μια σειρά από πιο γενικά ερωτήματα που σχετίζονται τόσο με επιμέρους χαρακτηριστικά όσο και με γενικότερες ιδιότητες των δικτύων.


    Ξεκινώντας από τα επιμέρους, φανταστείτε, για παράδειγμα, ότι μελετάτε ένα σύνολο μεταβολικών αντιδράσεων που αποτελούν μέρος ενός βιοχημικού μονοπατιού (π.χ. της Γλυκόλυσης) και σας ενδιαφέρει να προβλέψετε τον τρόπο με τον οποίο θα αυξομειώνονται οι συγκεντρώσεις των μεταβολιτών που συμμετέχουν στις αντιδράσεις. Πέρα από το καθαρά επιστημονικό ενδιαφέρον, ένα τέτοιο ερώτημα μπορεί να έχει και πρακτικές εφαρμογές στον τομέα της βιοτεχνολογίας, όπου συχνά μας ενδιαφέρει να διαμορφώσουμε τη διαδοχή (ή το δίκτυο) των αντιδράσεων ώστε να μεγιστοποιήσουμε την παραγωγή ενός συγκεκριμένου μεταβολίτη, να ελαχιστοποιήσουμε τα παραπροϊόντα κλπ. Η ερώτηση που προκύπτει είναι:


    Πώς θα προβλέψουμε τη διαμόρφωση των συγκεντρώσεων των προϊόντων ενός δικτύου βιοχημικού αντιδράσεων από τη δομή του δικτύου;


    Ο τρόπος με τον οποίον προσεγγίζουμε μια τέτοια ερώτηση δε διαφέρει πρακτικά αν το δίκτυο αποτελείται από βιοχημικές αντιδράσεις με μεταβολίτες ως υποστρώματα και προϊόντα ενζύμων ή από γονίδια που αλληλο-ρυθμίζουν την έκφρασή τους. Στην ενότητα των Μοτίβων Βιολογικών Δικτύων θα δούμε περισσότερα για αυτό το ερώτημα.


    Τα κυριότερα ερωτήματα που ανακύπτουν από τη μελέτη γενικότερων χαρακτηριστικών των βιολογικών δικτύων σχετίζονται με τις στατιστικές τους ιδιότητες. Τέτοια ερωτήματα έχουν πρακτικό ενδιαφέρον, όπως για παράδειγμα:


    Πώς μπορούμε να εντοπίσουμε τους πιο σημαντικούς μεταγραφικούς παράγοντες σε ένα δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης γονιδίων;


    ή μπορούν να σχετίζονται με θεωρητικά προβλήματα όπως:


    Κατά πόσο ένα δίκτυο πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων θα μπορούσε να έχει προκύψει τυχαία;


    Μολονότι φαινομενικά πολύ διαφορετικά και τα δύο παραπάνω προβλήματα σχετίζονται με μαθηματικές ιδιότητες των δικτύων όπως είναι η κατανομή των στοιχείων τους και των μεταξύ τους συνδέσεων, η γενικότερη τοπολογία τους κλπ. Μετά την εισαγωγική συζήτηση για τα μαθηματικά χαρακτηριστικά των δικτύων θα μπορέσουμε αρχικά να προσεγγίσουμε το πρώτο από τα δύο παραπάνω ερωτήματα με ποσοτικό και αντικειμενικό τρόπο. Για το δεύτερο, θα πρέπει να περιμένουμε ως το τελευταίο μέρος αυτού του κεφαλαίου, οπότε και θα μελετήσουμε τη φύση των βιολογικών δικτύων από στατιστική άποψη, θα ορίσουμε πότε ακριβώς ένα δίκτυο είναι “τυχαίο” και θα δούμε πώς μπορούμε με υπολογιστικές προσεγγίσεις να διακρίνουμε τα δίκτυα που έχουν μια συγκεκριμένη οργάνωση από τα τυχαία.


    Πρώτα απ' όλα, όμως, ας δούμε για τι είδους παράξενα αντικείμενα μιλάμε όταν μιλάμε για δίκτυα και με ποιες μορφές αυτά εμφανίζονται στα βιολογικά συστήματα.


    


    


    Δίκτυα


    


    'Οταν ακούμε τη λέξη “Δίκτυο”, στο μυαλό μας έρχονται πιθανότατα εικόνες από ηλεκτρικά κυκλώματα, καλωδιώσεις τηλεπικοινωνιών ή οδικές αρτηρίες που διασταυρώνονται. Πράγματι, όλα τα παραπάνω έχουν χαρακτηριστικά δικτύων και δεν είναι προφανώς τα μόνα. Αν προσπαθήσουμε να δώσουμε έναν απλό ορισμό στην έννοια του δικτύου, αυτός θα μπορούσε να είναι:


    Μια θεωρητική κατασκευή που περιγράφει τις σχέσεις μεταξύ ομοειδών ή ομάδων ομοειδών στοιχείων αναπαριστώντας τις με σχηματικό τρόπο.


    Ο παραπάνω ορισμός δεν είναι αυστηρός από μαθηματική άποψη (αφήνουμε κάτι τέτοιο για επόμενη ενότητα αυτού του κεφαλαίου) αλλά είναι ικανοποιητικός για να μας βοηθήσει να καταλάβουμε το είδος των οντοτήτων που θα συζητήσουμε στη συνέχεια. Η βασική έννοια στον ορισμό των δικτύων είναι αυτή των “σχέσεων”. Απομονωμένα στοιχεία οποιουδήποτε είδους δε συνιστούν δίκτυο αλλά ένα απλό σύνολο. Αυτό που ορίζει ένα δίκτυο είναι το πλέγμα των σχέσεων ή των “συνδέσεων” μεταξύ τους. Τα δίκτυα είναι στην ουσία γραφικές αναπαραστάσεις πολύπλοκων συστημάτων που μας βοηθούν να τα κατανοήσουμε καλύτερα και πληρέστερα. Έτσι π.χ. το οδικό δίκτυο μιας χώρας δεν αποτελείται μόνο από τις πόλεις και τα χωρία της αλλά κυρίως από τους δρόμους και τις οδικές αρτηρίες που τα συνδέουν. Από τις συγκοινωνίες, τις τηλεπικοινωνίες και τις κοινωνικές σχέσεις, ως τις οικονομικές συναλλαγές και το διαδίκτυο (εξ ορισμού), δίκτυα υπάρχουν παντού. Στη συνέχεια θα δούμε τα είδη των δικτύων που συναντούμε στη βιολογία.


    


    Ερώτηση: Προσπαθείστε να σκεφτείτε όσο περισσότερα δίκτυα μπορείτε από διάφορους επιστημονικούς τομείς; Ποια είναι τα κοινά χαρακτηριστικά τους και σε ποια στοιχεία διαφέρουν;


    


    


    [image: ]


    Eικόνα 9.1: Ένα παράδειγμα δικτύου πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Οι πρωτεΐνες αναπαρίστανται ως κόμβοι και οι μεταξύ τους σχέσεις με ακμές, που αντιστοιχούν σε σχέσεις ενεργοποίησης. Το χρώμα των κόμβων είναι ανάλογο των αριθμητικών τιμών χαρακτηριστικών ιδιοτήτων του δικτύου που θα συζητηθούν στη συνέχεια του κεφαλαίου. Η Εικόνα δημιουργήθηκε με τη χρήση του Cytoscape (Shannon et al., 2003)⁠.



    


    


    


    Είδη Βιολογικών Δικτύων


    


    Βιολογικά δίκτυα συναντούμε σε όλα τα επίπεδα μελέτης των επιστημών της ζωής από το πιο μικροσκοπικό (μοριακό) ως το πιο μακροσκοπικό (οικοσυστήματα). Παρά το γεγονός ότι η πολυπλοκότητα των βιολογικών συστημάτων (όπως τη συζητήσαμε στην Εισαγωγή) είναι πιο μεγάλη στο μοριακό επίπεδο (λόγω του αριθμού των αλληλεπιδράσεων), αυτό δε σημαίνει πως δεν υπάρχει μια πληθώρα δικτύων βιολογικού ενδιαφέροντος σε άλλους τομείς των βιολογικών επιστημών όπως της φυσιολογίας (π.χ. κυκλοφοριακό και αναπνευστικό σύστημα), της οικολογίας (π.χ. διατροφικές αλυσίδες, σχέσεις θηρευτή-θηράματος) κ.ά. Για τους σκοπούς αυτού του κεφαλαίου, ωστόσο, θα συζητήσουμε αποκλειστικά δίκτυα συστημάτων της μοριακής βιολογίας, των οποίων τα στοιχεία δηλαδή είναι μόρια (μεταβολίτες, πρωτεΐνες και γονίδια). Στη συνέχεια θα αναφέρουμε περιληπτικά τα πιο σημαντικά και ευρέως μελετημένα δίκτυα μοριακής βιολογίας, με έμφαση στα χαρακτηριστικά που τα κάνουν ενδιαφέροντα από πλευράς μηχανισμών.


    


    


    Ρυθμιστικά Δίκτυα


    


     Ρυθμιστικά δίκτυα (regulatory networks) ονομάζονται τα δίκτυα που ορίζουν το πλέγμα των λειτουργικών αλληλεπιδράσεων της ρύθμισης της έκφρασης μεταξύ γονιδίων. Τα δίκτυα αυτά αποτελούνται από (έχουν ως στοιχεία τους) γονίδια (ή εναλλακτικά τις κωδικοποιούμενες από αυτά πρωτεΐνες) και οι μεταξύ τους σχέσεις αντιστοιχούν στις σχέσεις ρύθμισης μεταξύ τους (Davidson, 2010)⁠. Έτσι π.χ. αν το γονίδιο Α ρυθμίζεται από το Β αυτό θα αναπαρίσταται στο δίκτυο με μια σύνδεση μεταξύ των Α και Β, όπως βλέπουμε στην Εικόνα 9.2α. Το είδος της ρύθμισης, αν δηλαδή πρόκειται για ενεργοποίηση ή για καταστολή, μπορεί να λαμβάνεται υπόψη από το δίκτυο (Εικόνα 9.2β), όπως επίσης και ο βαθμός στον οποίο η ρύθμιση αυτή διαμορφώνει την έκφραση του κάθε στοιχείου. Αν, για παράδειγμα, το Β ενεργοποιείται τόσο από το Α όσο και από το Γ αλλά η εξάρτησή του από το Α είναι μεγαλύτερη, αυτό μπορεί να αποτυπωθεί στον τρόπο, με τον οποίο αναπαρίστανται οι συνδέσεις στο δίκτυο, όπως φαίνεται στην Εικόνα 9.2γ. Περισσότερα για τους τρόπους αναπαράστασης δικτύων θα δούμε πιο αναλυτικά στην ενότητα όπου θα συζητήσουμε τις ιδιότητες των δικτύων ως γράφων (βλ. Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι).


     Τα ρυθμιστικά δίκτυα είναι ίσως το πιο σημαντικό είδος βιολογικού δικτύου για πολλούς λόγους. Αρχικά, διότι αποτελούν αντανάκλαση μιας πολύ σημαντικής κυτταρικής λειτουργίας που αποτελεί τη βάση για την κυτταρική εξειδίκευση, την ανάπτυξη και την απόκριση των οργανισμών σε περιβαλλοντικά ερεθίσματα. Έπειτα γιατί εξαιτίας ακριβώς αυτού του κομβικού ρόλου, τα δίκτυα ρύθμισης είναι εξαιρετικά εύπλαστα, μπορούν δηλαδή να μετασχηματιστούν δυναμικά, μεταβάλλοντας τον αριθμό των στοιχείων τους, το είδος και τον αριθμό των συνδέσεων μεταξύ τους κλπ. Τέλος, τα ρυθμιστικά δίκτυα και συγκεκριμένα τα δίκτυα μεταγραφικής ρύθμισης (transcription regulatory networks) είναι ευκολότερο να μελετηθούν από άλλα δίκτυα εξαιτίας του άμεσου τρόπου με τον οποίο μπορούμε πλέον να μετρήσουμε τα επίπεδα έκφρασης πολλών γονιδίων σε πολλές συνθήκες (βλ. Κεφάλαιο 7). Ο δυναμικός τους χαρακτήρας και η “πλαστικότητά” τους, μπορούν έτσι να αξιολογηθούν με μεγάλη ακρίβεια και κυρίως μπορούν να μας δώσουν πολύ σημαντικές πληροφορίες για μια βασική κυτταρική διεργασία όπως είναι ο έλεγχος της γονιδιακής έκφρασης (Walhout, 2011)⁠. Λόγω ακριβώς αυτής της βασικής λειτουργίας που περιγράφουν, τα ρυθμιστικά δίκτυα συνδέονται άμεσα με όλα τα υπόλοιπα βιολογικά δίκτυα που θα συζητήσουμε στη συνέχεια καθώς η ύπαρξη ή όχι στοιχείων που συμμετέχουν σε αυτά (ένζυμα και άλλες πρωτεΐνες) είναι απόλυτα εξαρτημένη από τη γονιδιακή ρύθμιση.


    


    [image: ]


    


    Eικόνα 9.2: Τρία παραδείγματα δικτύων μεταγραφικής ρυθμισης με πέντε κόμβους που παριστάνουν σχέσεις με διαφορετικά επίπεδα ενσωμάτωσης πληροφορίας. α) Μη κατευθυνόμενο δίκτυο που αναπαριστά μόνο τους κόμβους που διασυνδέονται μέσω των ακμών. β) Κατευθυνόμενο δίκτυο με ακμές δύο τύπων: θετικές (πράσινο) και αρνητικές (κόκκινο) που σε ένα ρυθμιστικό δίκτυο μπορούν να αντιστοιχούν σε ενεργοποίηση και καταστολή αντίστοιχα. γ) Κατευθυνόμενο δίκτυο με βάρη ακμών τα οποία παριστάνονται με διαφορετικά πάχη των ακμών που συνοδεύονται από τις αντίστοιχες αριθμητικές τιμές τους. Στο συγκεκριμένο σχήμα, η κατασταλτική δράση του Δ στο Ε είναι 4.5 φορές μεγαλύτερη από αυτήν του Α στο Γ.


    


    


    Μεταβολικά Δίκτυα


    


     Τα μεταβολικά δίκτυα έχουν συνήθως στοιχεία που ανήκουν σε δύο κατηγορίες και που ονομάζονται “διμερή” (bipartite). Περιλαμβάνουν αφενός τα ένζυμα που καταλύουν τις μεταβολικές αντιδράσεις και αφετέρου τους μεταβολίτες που αποτελούν τα υποστρώματα και τα προϊόντα των αντιδράσεων αυτών. Οι σχέσεις μεταξύ των στοιχείων είναι εδώ προφανείς. Δύο στοιχεία ενώνονται αν συμμετέχουν στην ίδια αντίδραση (Stelling, Klamt, Bettenbrock, Schuster & Gilles, 2002)⁠. Στο παράδειγμα της Εικόνας 9.3α, αν το ένζυμο Ε1 δρα πάνω στο υπόστρωμα S και παράγει το μεταβολίτη P το E1 θα συνδέεται τόσο με το S όσο και με το P (το είδος της αναπαράστασης γι' αυτές τις συνδέσεις μπορεί να διαφέρει αν θέλουμε να διακρίνουμε υποστρώματα από προϊόντα). Αντίστοιχα αν το S αποτελεί με τη σειρά του προϊόν μιας άλλης αντίδρασης την οποία καταλύει το E0 τότε θα συνδέεται και με αυτό κ.ο.κ. Σε κάποιες περιπτώσεις μπορεί κανείς να θεωρήσει ένα μεταβολικό δίκτυο που να αποτελείται μόνο από τα πρώτα (σχεδόν ποτέ όμως μόνο από τα δεύτερα), οπότε οι συνδέσεις γίνονται μεταξύ στοιχείων που μοιράζονται έναν μεταβολίτη. Τέτοιες αναπαραστάσεις έχουν σκοπό να απλοποιήσουν τα δίκτυα τα οποία ακριβώς λόγω των εξαιρετικά πολύπλοκων μεταβολικών σχέσεων που έχουν αναπτυχθεί μέσω της εξέλιξης (για λόγους οικονομίας και καλύτερου συντονισμού) εμφανίζουν μεγάλη πολυπλοκότητα. Στην Εικόνα 9.3β βλέπουμε μια τέτοια “απλοποιημένη” αναπαράσταση του δικτύου του βασικού μεταβολισμού του ανθρώπου (ή έμφαση στο “βασικός”, οι αντιδράσεις είναι πολλαπλάσιες από τις συνδέσεις αυτού του σχήματος) (Ogata et al., 1999)⁠.


     Η μελέτη των μεταβολικών δικτύων συνδέεται σε μεγάλο βαθμό με τα δίκτυα μεταγραφικής ρύθμισης, μέσω των σχετικών συγκεντρώσεων των ενζύμων που εξαρτώνται πολύ συχνά από συγκεκριμένα προγράμματα έκφρασης γονιδίων. Ένα βασικό πλεονέκτημα, ωστόσο, των δικτύων αυτών σε ό,τι αφορά τη μελέτη τους είναι οι μονοσήμαντες σχέσεις μεταξύ των στοιχείων τους. Από τη στιγμή που ένας μεταβολίτης ταυτοποιηθεί ως υπόστρωμα (ή προϊόν) μιας αντίδρασης η σχέση αυτή δεν αλλάζει.
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    Eικόνα 9.3: a) Παράδειγμα διμερούς δικτύου μεταβολικής ρύθμισης όπου με κόκκινο εμφανίζονται οι μεταβολίτες (S, S2, P, Q) και με πράσινο (E0,E1,EX) τα ένζυμα που καταλύουν τις μεταξύ τους αντιδράσεις. Πάνω: το πλήρες δίκτυο. Κάτω: το δίκτυο που περιλαμβάνει μόνο τους μεταβολίτες και έχει προκύψει από συνένωση των ακμών του πάνω δικτύου. β) Ένα μεταβολικό δίκτυο που αντιστοιχεί σε μέρος των αντιδράσεων του μεταβολισμού ενός ανθρώπινου κυττάρου. Σε αυτόν τον πολύπλοκο “μεταβολικό χάρτη” διακρίνονται οι κύκλοι του κιτρικού οξέος και της ουρίας. (Εικόνα από J3D3, CC BY-SA 4.0, από Wikimedia Commons).


    


    


    Σηματοδοτικά Δίκτυα


    


     Σηματοδοτικά είναι τα δίκτυα εκείνα που περιγράφουν διεργασίες κυτταρικής σηματοδότητης (cell signaling) μέσω της ενεργοποίησης/καταστολής πρωτεϊνών/ενζύμων. Μαζί με τα μεταβολικά δίκτυα, τα σηματοδοτικά δίκτυα ανήκουν σε μια ευρύτερη κατηγορία που θα μπορούσαμε να ονομάσουμε “δίκτυα αντιδράσεων”, ωστόσο τα μελετούμε ξεχωριστά γιατί οι λειτουργία που επιτελούν δε σχετίζεται με την παραγωγή ή την κατανάλωση ενέργειας αλλά με τη μετάδοση πληροφορίας μέσω μοριακών σημάτων (Bhalla and Ravi Iyengar, 1999)⁠. Στα σηματοδοτικά δίκτυα τα στοιχεία είναι σχεδόν αποκλειστικά πρωτεΐνες (και κάποιες φορές μικρός αριθμός μικρών μορίων) και οι σχέσεις μεταξύ τους αντιστοιχούν σε αντιδράσεις ενεργοποίησης που αποτελούν στάδια στη μετάδοση ενός σήματος. Η συχνότερη περίπτωση είναι η σειριακή μετάδοση ενός περιβαλλοντικού ερεθίσματος από τον εξωκυττάριο χώρο μέσω υποδοχέων, σε μια αλυσίδα σηματοδοτικών μορίων μέσα από το κυτταρόπλασμα με τελικούς αποδέκτες μεταγραφικούς παράγοντες εντός του πυρήνα. Πολύ συχνά όμως, περισσότεροι από ένας τέτοιοι “καταρράχτες πληροφορίας” (information cascades) αλληλοδιαπλέκονται μεταξύ τους δημιουργώντας πολύπλοκα δίκτυα (Eissmann et al., 2010)⁠.


     Τα σηματοδοτικά δίκτυα είναι εξαιρετικά δυναμικά, με χρόνους απόκρισης που μπορεί να είναι τάξεις μεγέθους μικρότεροι από τους αντίστοιχους των ρυθμιστικών και μεταβολικών δικτύων και για το λόγο αυτό αποτελούν ίσως την πιο δύσκολη προς μελέτη κατηγορία. Από την άλλη πλευρά η σημασία τους για τη μελέτη της απόκρισης σε εξωτερικά ερεθίσματα και της κυτταρικής επικοινωνίας, λειτουργιών που σχετίζονται στενά με παθολογικές καταστάσεις τα κάνει ιδιαίτερα ενδιαφέροντα κυρίως για τομείς όπως είναι π.χ. η μοριακή ανοσολογία (Wilson, Dixit & Ashkenazi, 2009)⁠.


    


    


    Δίκτυα Πρωτεϊνικών Αλληλεπιδράσεων


    


    Στα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων αναφερθήκαμε και στο προηγούμενο κεφάλαιο ως ξεχωριστή κατηγορία λειτουργικής ομαδοποίησης. Με την αυστηρή έννοια του όρου όλα τα βιολογικά δίκτυα είναι δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων εφόσον περιέχουν πρωτεΐνες μεταξύ των στοιχείων τους. Για το λόγο αυτό, διακρίνουμε τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων από τα υπόλοιπα όταν δεν μπορούμε με σαφήνεια να αποδώσουμε τη φύση της αλληλεπίδρασης ή εναλλακτικά όταν οι αλληλεπιδράσεις είναι ποικίλων τύπων (π.χ. και ρυθμιστικές αλλά και σηματοδοτικές). Από αυτήν την άποψη τα δίκτυα αυτού του τύπου είναι συχνά “μικτά” δίκτυα με πολλές και διαφορετικές λειτουργικές σχέσεις μεταξύ των πρωτεϊνών (Johnson, Mortazavi, Myers & Wold, 2007)⁠. Ένα άλλο βασικό χαρακτηριστικό τους είναι ότι πολύ συχνά (και κάποιες φορές αποκλειστικά) αφορούν σχέσεις φυσικής αλληλεπίδρασης, όταν δηλαδή δύο ή περισσότερες πρωτεΐνες συνδέονται μοριακά κατά τη δημιουργία πρωτεϊνικών συμπλόκων. Από την άλλη πλευρά, η ταυτοποίηση τέτοιων αλληλεπιδράσεων είναι εξαιρετικά δύσκολη πειραματικά, γεγονός που οδηγεί συχνά στην αναπαράσταση σε τέτοιου τύπου δίκτυα αρκετά ετερόκλιτης πληροφορίας που περιλαμβάνει συνέκφραση γονιδίων, εξελικτικές σχέσεις, πειραματικές ενδείξεις κ.ά.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε με ποιον τρόπο μελέτες έκφρασης γονιδίων μπορούν να οδηγήσουν στη δημιουργία δικτύων; (Ίσως να σας βοηθούσε αν ανατρέχατε στο Κεφάλαιο 7)


    


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Δίκτυα ως Γράφοι


    


    Έχοντας εξετάσει κάποια ποιοτικά χαρακτηριστικά των βιολογικών δικτύων, θα περάσουμε στη συνέχεια σε μια πιο αυστηρή ποσοτική ανάλυση των δικτύων γενικότερα. Από μαθηματική άποψη, τα δίκτυα είναι γράφοι (graphs) στους οποίους αναπαρίστανται οι σχέσεις μεταξύ των στοιχείων ενός συνόλου αντικειμένων. Τα στοιχεία ενός δικτύου ονομάζονται κόμβοι (nodes ή vertices) και οι συνδέσεις μεταξύ τους αναπαρίστανται με τη μορφή γραμμών που συνδέουν τους κόμβους και ονομάζονται ακμές (edges). Τυπικά συμβολίζουμε ένα δίκτυο ως το γράφο G που ορίζεται από το σύνολο των κόμβων V και των ακμών του E, G(V, E) (Diestel, 2006)⁠. Ανάλογα με το είδος του δικτύου (βλ. παρακάτω) η μορφή του μπορεί να ποικίλει σε ότι αφορά τα είδη των ακμών, τους περιορισμούς στη διάρθρωση των κόμβων κλπ. Για παράδειγμα, τα φυλογενετικά δέντρα που συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 6 είναι κι αυτά ένα είδος γράφου που θα μπορούσαν να αναπαρασταθούν και ως δίκτυα. Στη συνέχεια θα συζητήσουμε ποιες από τις επιμέρους ιδιότητες των γράφων είναι σημαντικές για τα βιολογικά δίκτυα. Επίσης, θα χρησιμοποιήσουμε στο εξής αποκλειστικά τον όρο “δίκτυο” για να περιγράφουμε τα είδη των γράφων που έχουν σημασία για τους σκοπούς αυτού του κεφαλαίου.


    


    


    Αναπαράσταση Δικτύων


    


    Υπάρχουν τρεις βασικοί τρόποι για να αναπαραστήσουμε ένα δίκτυο. Ο γραφικός τρόπος είναι ο πιο συνηθισμένος και αναπαριστά τους κόμβους του δικτύου με σημεία σε ένα επίπεδο και τις ακμές με γραμμές (όχι υποχρεωτικά ευθείες) που ενώνουν τα σημεία αυτά (βλ. Εικόνα 9.1). Η αναπαράσταση αυτή έχει το πλεονέκτημα ότι προσφέρει μια καλύτερη εποπτεία του δικτύου, ωστόσο δεν είναι εύκολο να αναλυθεί περαιτέρω. Για την ανάλυση ποσοτικών χαρακτηριστικών ενός δικτύου αυτό θα πρέπει να πάρει μία από τις δύο τυπικές μορφές που είναι η λίστα γειτνίασης (adjacency list) ή ο πίνακας γειτνίασης (adjacency matrix). Οι λίστες (ή κατάλογοι) γειτνίασης περιέχουν τις σχέσεις μεταξύ των κόμβων με τη μορφή ζευγών κόμβων σε γειτονικές στήλες (βλ. Εικόνα 9.4β). Ο κατάλογος έχει μήκος ίσο με το άθροισμα των ακμών και των μη συνδεδεμένων (μονήρων) κόμβων και για το λόγο αυτό, οι λίστες γειτνίασης δεν χρησιμοποιούνται για “πυκνά” δίκτυα όπου ο αριθμός των ακμών ξεπερνά το τετράγωνο του αριθμού των κόμβων (Ε > V2). Στην περίπτωση αυτή προτίμωνται οι πίνακες γειτνίασης στους οποίους οι κόμβοι σχηματίζουν έναν τετραγωνικό πίνακα διαστάσεων G[V2] και οι ακμές ορίζονται μέσω των αριθμητικών τιμών του πίνακα. Έτσι, στην απλούστερη περίπτωση ενός δικτύου, του οποίου οι ακμές δεν έχουν άλλα ποιοτικά ή ποσοτικά χαρακτηριστικά (βλ. παρακάτω), αυτό θα αναπαρίσταται ως ένας τετραγωνικός πίνακας, όπου δύο κόμβοι i, j συνδέονται με ακμή αν G[i,j]=1, ενώ δε συνδέονται αν G[i,j]=0. Στην περίπτωση που το δίκτυο έχει βάρη οι τιμές του πίνακα θα αντιστοιχούν στα βάρη και εφόσον το δίκτυο είναι κατευθυνόμενο, η κατεύθυνση της ακμής θα δίνεται από το πρόσημο της τιμή G[i,j], όπως φαίνεται στην Εικόνα 9.4γ. Στην αμέσως επόμενη ενότητα θα εξηγήσουμε τη σημαίνει “δίκτυο με βάρη” και “κατευθυνόμενο δίκτυο”.


    


    


    Είδη Δικτύων


    


    Ανάλογα με το είδος των σχέσεων που περιγράφει ένα δίκτυο μπορεί να είναι:


    α) μη-κατευθυνόμενο (undirected) (βλ. Εικόνα 9.2α)


    β) κατευθυνόμενο (directed) (βλ. Εικόνα 9.2β)


    Σ' ένα μη-κατευθυνόμενο δίκτυο οι σχέσεις δεν έχουν κάποια ποιοτικά χαρακτηριστικά και οι ακμές είναι συμμετρικές, δηλαδή η σχέση του Α με το Β είναι ταυτόσημη με τη σχέση του Β με το Α. Στην περίπτωση αυτή οι ακμές αναπαρίστανται σ' ένα γράφο ως γραμμές που ενώνουν τα Α και Β χωρίς άλλα επιμέρους χαρακτηριστικά και ο αντίστοιχος πίνακας γειτνίασης περιέχει μόνο δύο είδη τιμών (0, 1). Αυτό που είναι σημαντικό είναι ότι σ' έναν πίνακα γειτνίασης μη κατευθυνόμενου δικτύου ισχύει G[i,j]=G[j,i] για κάθε ζεύγος i, j.


    Σ' ένα κατευθυνόμενο δίκτυο, οι σχέσεις γειτνίασης έχουν και ποιοτικό χαρακτήρα που υποδηλώνει την προέλευση μίας λειτουργίας μεταξύ κόμβων. Στο γράφο οι ακμές συμβολίζονται πλέον ως βέλη των οποίων η κατεύθυνση υποδηλώνει μη-συμμετρικές σχέσεις μεταξύ κόμβων, κάτι που σημαίνει ότι στο δίκτυο της Εικόνας 9.4α η σχέση μεταξύ Α και Β δεν είναι ποιοτικά η ίδια μ' αυτήν μεταξύ Β και Α. Στον πίνακα γειτνίασης αυτό μεταφράζεται στη σχέση[image: ]που σημαίνει ότι αν Α → Β τότε [image: ]και [image: ]που υποδηλώνει τη διαφορά μεταξύ “εισερχόμενης” (incoming) και εξερχόμενης (outgoing) ακμής. Παράδειγμα κατευθυνόμενου δικτύου στη βιολογία είναι η αναπαράσταση ρυθμιστικών σχέσεων μεταξύ μεταγραφικών παραγόντων και των γονιδίων-στόχων τους. Οι μεταγραφικοί παράγοντες θα ρυθμίζουν τα γονίδια χωρίς να ισχύει το αντίθετο και έτσι οι σχεσεις θα είναι ασύμμετρες.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε πώς θα διαφέρουν οι πίνακες γειτνίασης μεταξύ μη-κατευθυνόμενων και κατευθυνόμενων δικτύων; Ποια ιδιότητα του πρώτου, δε θα ισχύει στο δεύτερο;
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    Eικόνα 9.4: Αναπαράσταση ενός κατευθυνόμενου δικτύου με βάρη α) Με γράφο όπου οι κατευθύνσεις αποδίδονται με βέλη και τα βάρη αντιστοιχούν στα πάχη των γραμμών β) Με λίστα γειτνίασης. Κάθε αλληλεπίδραση που συναντάται πρώτη φορά καταγραφεται με τη φορά της εξερχόμενης ακμής. Όλες οι τιμές βαρών είναι έτσι θετικές γ) Με πίνακα γειτνίασης όπου η ίδια αλληλεπίδραση καταγράφεται δύο φορές με αντίθετη φορά (Α → Γ: 0.2 αλλά Γ → Α: -0.2)


    


    Όχι σπάνια, οι σχέσεις μεταξύ των στοιχείων ενός δικτύου έχουν και ποσοτικά χαρακτηριστικά. Πέρα δηλαδή από το αν συνδέει ή όχι δύο κόμβους και από την κατεύθυνση με την οποία γίνεται η σύνδεση, μια ακμή μπορεί να είναι “σταθμισμένη” (weighted) να έχει δηλαδή ένα “βάρος” που να είναι ανάλογο μιας ποσότητας σχετικής με μια συγκεκριμένη ιδιότητα. Μένοντας στο παράδειγμα των δικτύων μεταγραφικής ρύθμισης ένα γονίδιο στόχος Γ μπορεί να ελέγχεται από δύο μεταγραφικούς παράγοντες Α και Β με διαφορετικό βαθμό εξάρτησης (ο Α μπορεί να έχει μεγαλύτερη συγγένεια για τον υποκινητή του Γ ή ο Β να εκφράζεται λιγότερο κλπ). Αυτό μπορεί να αποτυπωθεί γραφικά με την αναγραφή αριθμητικών τιμών πάνω στην ακμή (βλ. Εικόνες 9.2γ και 9.4α) ή σε κάποιες περιπτώσεις πιο αφαιρετικά με διαφορετικά πάχη μεταξύ ακμών διαφορετικού βάρους. Στην τυπική αναπαράσταση των πινάκων γειτνίασης τα βάρη αντικαθιστούν τις τιμές στα στοιχεία που αντιστοιχούν σε συνδεδεμένους κόμβους. Στο παράδειγμα που εξετάζουμε στην Εικόνα 9.4α θα ισχύει ότι[image: ]και [image: ].


    Πώς όμως γίνεται η απόδοση τιμών βαρών σε δίκτυα με σταθμισμένες ακμές; Αυτό διαφέρει ανάλογα με το είδος του δικτύου και κυριότερα την πειραματική προσέγγιση με βάση την οποία προκύπτει το δίκτυο. Έτσι σ' ένα μεταβολικό δίκτυο τα βάρη μπορεί να αντιστοιχούν στη θεωρητική ή πειραματικά προσδιοριζόμενη συγγένεια ενζύμου-υποστρώματος, ενώ κάτι ανάλογο είδαμε στο ρυθμιστικό παράδειγμα που συζητήσαμε παραπάνω. Τα δίκτυα που μελετούμε στη βιολογία είναι πολύ συχνά δίκτυα που προκύπτουν de novo από μια πειραματική διαδικασία. Μια προσέγγιση που χρησιμοποιείται συχνά είναι η μελέτη συν-έκφρασης γονιδίων μέσω της οποίας συνδέουμε γονίδια των οποίων η έκφραση συμμεταβάλλεται σε σημαντικό βαθμό μεταξύ διαφορετικών συνθηκών ή χρονικών σταδίων (η συντονισμένη έκφραση είναι μια πολύ ισχυρή ένδειξη κοινής ρύθμισης, λειτουργίας ή ακόμα και φυσικής αλληλεπίδρασης). Η συμμεταβολή αυτή μπορεί να ποσοτικοποιηθεί με συντελεστές στατιστικής συσχέτισης (βλ. Εξίσωση 7.10, Κεφάλαιο 7) ή με μέτρα πληροφορίας όπως είναι η αμοιβαία πληροφορία (mutual information, Ι) που βασίζεται στην Εντροπία Shannon (βλ. Κεφάλαιο 3). Πιο συγκεκριμένα, η αμοιβαία πληροφορία είναι ένα μέτρο της αμοιβαίας εξάρτησης δύο μεταβλητών. Αν π.χ. για δύο γονίδια x, y έχουμε n μετρήσεις έκφρασης η αμοιβαία πληροφορία δίνεται από τη σχέση:
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     Τόσο συντελεστές συσχέτισης όπως ο Pearson's r ή μέτρα πληροφορίας όπως η I μπορούν έτσι να χρησιμοποιηθούν για να δημιουργήσουν έναν πίνακα γειτνίασης και κατά συνέπεια ένα δίκτυο με σταθμισμένες ακμές.


    


    


    Δίκτυα στη Βιολογία. Μοτίβα Δικτύων και Μοντελοποίηση


    


    Έχοντας προσεγγίσει σ' ένα πρώτο ποσοτικό επίπεδο τα δίκτυα μπορούμε τώρα να περάσουμε σε πιο πρακτικά ερωτήματα. Σε τι μας χρησιμεύουν; Τι μπορούμε να μάθουμε από αυτά; Με βάση τα όσα έχουμε δει ως τώρα ας προσπαθήσουμε να απαντήσουμε το πρώτο από τα τρία ερωτήματα που θέσαμε στην αρχή του κεφαλαίου. Θυμηθείτε ότι αυτό ήταν:


    Πώς θα προβλέψουμε τη διαμόρφωση των συγκεντρώσεων των προϊόντων ενος δικτύου βιοχημικών αντιδράσεων από τη δομή του δικτύου;


    Η απάντηση προϋποθέτει καταρχάς τη γνώση του μεταβολικού δικτύου ή για την ακρίβεια τη γνώση του μέρους εκείνου του δικτύου που αφορά τους μεταβολίτες που μας ενδιαφέρουν. Τμήματα ενός ευρύτερου δικτύου έχουν συχνά χαρακτηριστική δομή και εμφανίζουν ιδιότητες αυτόνομων υπο-συστημάτων και για το λόγο αυτό τα ονομάζουμε “μοτίβα δικτύων” (network motifs). Τα μοτίβα δικτύων έχουν ιδιότητες μοτίβων, με την έννοια ότι η δομή τους επανεμφανίζεται σε διάφορα μέρη του γενικότερου δικτύου (Segal et al., 2003)⁠. Επιπλέον, παρουσιάζουν τυπική, δυναμική συμπεριφορά που είναι εύκολο να μελετηθεί, να αναλυθεί σε συνιστώσες και ως εκ τούτου να μοντελοποιηθεί. Η μοντελοποίηση περιλαμβάνει την περιγραφή των μοτίβων μέσα από συστήματα διαφορικών εξισώσεων και την επίλυσή τους με τη βοήθεια (τις περισσότερες φορές) αριθμητικών προσεγγίσεων μέσω υπολογιστή. Ωστόσο, για τους σκοπούς αυτού του κεφαλαίου θα παραλείψουμε το μέρος των εξισώσεων και θα επικεντρωθούμε στα ποιοτικά χαρακτηριστικά αυτών των συστημάτων. Στην Εικόνα 9.5 παρουσιάζονται σχηματικά μερικά από τα πιο χαρακτηριστικά μοτίβα που συναντώνται τόσο σε ρυθμιστικά όσο και σε μεταβολικά και σηματοδοτικά βιολογικά δίκτυα (Lee et al., 2002)⁠. Η πολυπλοκότητά τους προφανώς αυξάνεται με τον αριθμό των εμπλεκόμενων κόμβων, όπως όμως θα δούμε στις αμέσως επόμενες ενότητες μπορούμε να προβλέψουμε αρκετά πολύπλοκες συμπεριφορές ακόμα και από μικρά μοτίβα με δύο ή τρεις κόμβους.
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    Eικόνα 9.5: Βασικά μοτίβα μεταγραφικής ρύθμισης. α) Αυτο-ρύθμιση με ενεργοποίηση β) Αυτο-ρύθμιση με καταστολή (βρόχος ανάδρασης) γ) Βρόχος δύο συνιστωσών δ) Πρόδρομη ρύθμιση ενεργοποίησης (feed-forward stimulation) ε) Μοτίβο μοναδικής εισόδου στ) Αλυσίδα ρύθμισης με ανάδραση (Lee et al., 2002)⁠.


    


    


    Ανατροφοδότηση (feedback)


    


    Μοτίβα ανατροφοδότησης προκύπτουν όταν ένας από τους κόμβους μιας αλυσίδας αλληλοσυνδεόμενων κόμβων συνδέεται απευθείας με έναν από τους προηγούμενους κόμβους της αλυσίδας. Πρόκειται για το δικτυακό ανάλογο ενός βραχυκυκλώματος όπως φαίνεται στην Εικόνα 9.6α. Στην απλούστερη περίπτωση, ο ίδιος ο κόμβος μπορεί να αλληλεπιδρά με τον εαυτό του, σ' ένα μοτίβο που ονομάζεται αλλιώς και “αυτο-ρύθμιση” (self-regulation) (Εικόνα 9.5α). Τα μοτίβα ανατροφοδότησης είναι πολύ συχνά στα μεταβολικά δίκτυα όπου συναντούμε ένζυμα των οποίων η ενεργότητα ρυθμίζεται από τα προϊόντα τους ή προϊόντα αντιδράσεων επόμενων σταδίων του μεταβολικού μονοπατιού. Για παράδειγμα, στη γλυκόλυση, η 6-φωσφορική-γλυκόζη (6GP), που είναι το προϊόν της δράσης της εξοκινάσης, αναστέλλει το ένζυμο όταν βρεθεί σε υψηλά επίπεδα. Η ανατροφοδότηση είναι σ' αυτήν την περίπτωση αρνητική ή ανασταλτική (negative feedback). Η σχέση αυτή φαίνεται στην Εικόνα 9.6β όπου συγκρίνονται τα επίπεδα 6GP με ή χωρίς αρνητική ανατροφοδότηση του ενζύμου της εξοκινάσης, με μια προφανή υστέρηση στην περίπτωση της αρνητικής ανατροφοδότησης.


    H θετική ανατροφοδότηση είναι αντίστοιχα το μοτίβο δικτύου στο οποίο η αλληλεπίδραση μεταξύ “θυγατρικού” και “μητρικού” κόμβου είναι θετική. Το μεταβολικό ανάλογο θα ήταν η περαιτέρω ενεργοποίηση ενός ενζύμου από το προϊόν του (ή το προϊόν μιας από τις επόμενες αντιδράσεις του μονοπατιού). Μοτίβα θετικής ανατροφοδότησης είναι σπάνια στα μεταβολικά δίκτυα (μπορείτε να σκεφτείτε γιατί;) αλλά παρατηρούνται σε κάποιες περιπτώσεις ρυθμιστικών δικτύων αυτο-ενεργοποίησης. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα σηματοδοτικού-ρυθμιστικού μοτίβου θετικής ανατροφοδότησης είναι η ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB από την κυττοκίνη TNF-α. Ο NF-κB, με τη σείρα του, επάγει στη συνέχεια την περαιτέρω έκφραση του TNF-α. Μοτίβα θετικής ανατροφοδότησης είναι χαρακτηριστικά στις περιπτώσεις που το σύστημα επιτείνει ένα μήνυμα (signal amplification) καθώς είναι ο ταχύτερος τρόπος δημιουργίας ενός βρόχου ανάδρασης (feedback loop) που αυτο-τροφοδοτείται.
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    Eικόνα 9.6: Μοτίβο ανατροφοδότησης α) Θετική ανατροφοδότηση β) Αρνητική ανατροφοδότηση και οι αντίστοιχες διαφορετικές δυναμικές συμπεριφορές του μοτίβου. Στην πρώτη περίπτωση η θετική ανατροφοδότηση οδηγεί σε μια σιγμοειδή αύξηση της συγκέντρωσης, ενώ στη δεύτερη τα αρχικά ποσοστά αυξάνονται με όλο και μικρότερο ρυθμό λόγω της καταστολής από την αρνητική ανατροφοδότηση.



    


    


    Πρόδρομη Επαγωγή (feed-forward loops)


    


    Oι βρόχοι πρόδρομης επαγωγής είναι μοτίβα δικτύων που περιλαμβάνουν τρεις κόμβους και αποτελούν το πιο συχνά απαντώμενο μοτίβο ρυθμιστικών δικτύων. Στην Εικόνα 9.7 φαίνονται τα βασικά χαρακτηριστικά μοτίβων πρόδρομης επαγωγής, η βασική δομή των οποίων είναι η αλληλεπίδραση ενός μητρικού κόμβου Χ με ένα θυγατρικό κόμβο Ζ με δύο τρόπους: α) απευθείας και β) μέσω ενός ενδιάμεσου κόμβου Υ. Στη συνεκτική (coherent) πρόδρομη επαγωγή τόσο η άμεση όσο και η έμμεση αλληλεπίδραση έχουν το ίδιο αποτέλεσμα (π.χ. ενεργοποίηση του Ζ από το Χ αλλά και από το Υ) ενώ στη μη-συνεκτική (incoherent) η άμεση και η έμμεση αλληλεπίδραση έχουν διαφορετικό αποτέλεσμα.


    


    


    Συνεκτική πρόδρομη επαγωγή και ρυθμιστική μνήμη


    


    Φαινομενικά και οι δύο τύποι πρόδρομης επαγωγής φαίνονται να μην έχουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Στην περίπτωση της συνεκτικής ρύθμισης οι δύο συγκλίνουσες αλληλεπιδράσεις φαίνονται πλεονασματικές, καθώς μία από τις δύο θα αρκούσε για την ενεργοποίηση του Ζ, ενώ στην περίπτωση της μη-συνεκτικής φαίνονται να δημιουργούν πρόβλημα καθώς το σύστημα δεν μπορεί να αποφασίσει αν θα ενεργοποιήσει το Ζ ή όχι (Εικόνες 9.7α και β, αριστερό μέρος). Στην πραγματικότητα τα πράγματα δεν είναι τόσο απλά εξαιτίας της δυναμικής του συστήματος, που θα πρέπει να το φανταστούμε να εξελίσσεται στο χρόνο και όχι σε μια στατική κατάσταση. Στην Εικόνα 9.7α φαίνεται η μοντελοποίηση ενός μοτίβου συνεκτικής πρόδρομης επαγωγής. Το Χ αρχικά ενεργοποιεί άμεσα τα Υ και Ζ, ωστόσο στη συνέχεια αποσύρεται από το σύστημα. Μπορείτε να φανταστείτε ένα μεταγραφικό παράγοντα που αποικοδομείται ταχύτατα, έχει μικρό χρόνο ημιζωής ή που πρέπει να κατασταλλεί για κάποιο εξωτερικό λόγο. Το Ζ δεν ενεργοποιείται πλέον από τον Χ, η παρουσία του Υ ωστόσο εξασφαλίζει ότι το Ζ θα διατηρηθεί σε υψηλά επίπεδα για δεδομένο χρονικό διάστημα (που εξαρτάται προφανώς από φυσικοχημικές παραμέτρους των αντιδράσεων). Το σύστημα επιδεικνύει έτσι χαρακτηριστικά “μνήμης” και επιτρέπει τη διατήρηση του μηνύματος που εκκίνησε ο παράγοντας Χ, ακόμα και όταν αυτός έχει πάψει να αποτελεί ενεργό μέρος του (Alon, 2007)⁠.


    


    


    Μη-συνεκτική πρόδρομη επαγωγή και ρυθμιστικοί διακόπτες


    


    Στην περίπτωση της μη συνεκτικής ρύθμισης, το μοτίβο της πρόδρομης επαγωγής αποδίδει στο σύστημα μια ακόμα πιο ενδιαφέρουσα ιδιότητα. Στην Εικόνα 9.7β, το Χ ενεργοποιεί το Υ και το Ζ τα οποία όμως μεταξύ τους έχουν σχέσεις αλληλοκαταστολής, δηλαδή το Ζ καταστέλλει το Υ και αντίστροφα. Ανάλογα με τις κινητικές παραμέτρους του συστήματος και το ποιο από τα Ζ ή Υ θα ενεργοποιηθεί ταχύτερα από το Χ, τό σύστημα μπορεί να περάσει σε μια κατάσταση με υψηλο Ζ ή Υ. Αν επίσης στο σύστημα προϋπάρχουν σε κάποια επίπεδα τα Υ, Ζ τότε κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες τα σχετικά τους επίπεδα μπορούν να αντιστραφούν με το μοτίβο πρόδρομης επαγωγής ν' αποδίδει στο σύστημα χαρακτηριστικά ενός ρυθμιστικού “διακόπτη” (Alon, 2007)⁠.


    Τα μοτίβα πρόδρομης επαγωγής ανήκουν σε μια ευρύτερη κατηγορία μοτίβων που ονομάζονται πλήρως διασυνδεδεμένες τριάδες (fully-connected triads, FCT) (Faucon et al., 2014)⁠. Οι FCT αποτελούν το πιο διαδεδομένο μοτίβο ρυμιστικών δικτύων σε όλους τους γνωστούς οργανισμούς, λόγω της εξαιρετικής τους ευελιξίας σε ό,τι αφορά την απόδοση στο σύστημα ιδιοτήτων όπως η ρυθμιστική μνήμη, οι ρυθμιστικοί διακόπτες, η μετατροπή χρονικών σημάτων σε τοπικά φαινόμενα κλπ (Stergachis et al., 2014)⁠.


    


    Ερώτηση: Πόσα μοτίβα FCT μπορείτε να σχεδιάσετε; Ποια από αυτά περιμένετε να έχουν τις πιο ενδιαφέρουσες ιδιότητες;


    


    Όλα τα παραπάνω αποτελούν χαρακτηριστικές περιπτώσεις αναδυόμενων ιδιοτήτων (emergent properties), γενικότερων δηλαδή χαρακτηριστικών που εμφανίζονται σ' επίπεδο συστήματος από φαινομενικά απλούστερα στοιχεία (όπως είναι οι αλληλεπιδράσεις μόλις τριών παραγόντων). Στη συνέχεια αυτού του κεφαλαίου θα δούμε πώς αναδυόμενες ιδιότητες μεγαλύτερης τάξης μεγέθους μπορούν να παρατηρηθούν μέσω της μελέτης των δικτύων στο σύνολό τους. Πριν απ' αυτό όμως, θα πρέπει να εξετάσουμε μερικές βασικές μαθηματικές ιδιότητες των δικτύων.
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    Eικόνα 9.7: Δύο μοτίβα πρόδρομης ρύθμισης με πολύ διαφορετικά λειτουργικά χαρακτηριστικα. α) Πρόδρομη συνεκτική επαγωγή σε μια πλήρως συνδεδεμένη τριάδα (Χ,Υ,Ζ). To X ενεργοποιεί οποιοδήποτε από τα Χ, Υ τα οποία λόγω της μεταξύ τους αλληλο-επαγωγικής σχέση παραμένουν ενεργά ακόμα και μετά την απόσυρση του Χ από το σύστημα (Ρυθμιστική Μνήμη). β) Σε μια μη-συνεκτική επαγωγή τα Υ, Ζ έχουν αλληλο-κατασταλτική σχέση που οδηγεί στην εναλλαγή της ενεργότητάς τους. Το Ζ που αρχικά ήταν ενεργό καταστέλλεται τόσο από το Χ όσο και από το Υ που το Χ έχει ενεργοποιήσει. Απλή στιγμιαία ενεργοποίηση του Χ αντιστρέφει αυτόματα την ισορροπία Υ, Ζ (Ρυθμιστικός Διακόπτης). H Εικόνα βασίζεται στις αντίστοιχες απεικονίσεις από το (Alon, 2007)⁠.


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ. Εισαγωγή στη Θεωρία Δικτύων


    


    'Εχοντας εξετάσει τρόπους μοντελοποίησης στο επίπεδο των μοτίβων δικτύων θα περάσουμε τώρα στην ανάλυση γενικότερων στατιστικών ιδιοτήτων των δικτύων. Μελετούμε τις στατιστικές ιδιότητες ενός δικτύου όχι μόνο επειδή μας επιτρέπουν να το χαρακτηρίσουμε και να διακρίνουμε μεταξύ διαφορετικών ειδών, αλλά κυρίως επειδή συγκεκριμένα στατιστικά χαρακτηριστικά του μπορούν να μας δώσουν πληροφορία για τον τρόπο με τον οποίο το δίκτυο έχει προκύψει μέσα από το συνδυασμό των συστατικών του στοιχείων. Στη βιολογία, η έννοια αυτή της “ανάδυσης” ιδιοτήτων έχει ιδιαίτερη σημασία καθώς τα βιολογικά συστήματα διαμορφώνονται μέσω της διαδικασίας της εξέλιξης. Σ' αυτήν την ενότητα θα περιγράψουμε μερικά από τα βασικά ποσοτικά χαρακτηριστικά που μας επιτρέπουν να περιγράψουμε στατιστικά ένα δίκτυο. Kαθώς το σύνολο των ιδιοτήτων των δικτύων αποτελούν ένα ολόκληρο επιστημονικό πεδίο των μαθηματικών που ονομάζεται θεωρία γράφων (graph theory)[35] (Diestel, 2006)⁠, θα επικεντρωθούμε αρχικά στα πιο σημαντικά από αυτά και στη συνέχεια θα δούμε πώς μπορούμε να τα χρησιμοποιήσουμε για τη στατιστική ανάλυση των βιολογικών δικτύων.


    


    


    Μέγεθος Δικτύου


    


     Ορίζουμε το μέγεθος ενός δικτύου ως τον ακέραιο αριθμό Ν που ισούται με το πλήθος των κόμβων που αυτό περιέχει. Το κατά πόσο ένα δίκτυο θεωρείται “μεγάλο” ή “μικρό” σχετίζεται με το είδος των αντικειμένων που περιγράφει. Βιολογικά δίκτυα αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών μπορεί να περιέχουν ακόμα και εκατοντάδες κόμβους. Ένα άλλο μέτρο του μεγέθους του δικτύου είναι η διάμετρος, η οποία λαμβάνει υπόψη όχι μόνο τον αριθμό των κόμβων αλλά και το βαθμό διασύνδεσής τους.


    


    


    Πυκνότητα Δικτύου (density)


    


    Πέρα από το συνολικό μέγεθος ενός δικτύου, που αποτελεί μια εκτατική ιδιότητα, μεγάλη σημασία έχει και ο βαθμός, στον οποίο τα στοιχεία του δικτύου είναι διασυνδεδεμένα μεταξύ τους. Ένα δίκτυο μεγάλου μεγέθους (μεγάλου αριθμού κόμβων) μπορεί να έχει ελάχιστες συνδέσεις (ακμές) μεταξύ των στοιχείων του, την ίδια στιγμή που ένα πολύ μικρότερο μπορεί να είναι πολύ πυκνότερο. Την έννοια αυτή της πυκνότητας του δικτύου την ορίζουμε ποσοτικά όσο το πηλίκο των πραγματικών συνδέσεων (ακμών) που υπάρχουν στο δίκτυο προς τον αριθμό των συνδέσεων που θα είχε ένα πλήρως διασυνδεδεμένο (fully-connected) δίκτυο ίσου μεγέθους. Ένα πλήρως διασυνδεδεμένο δίκτυο είναι ένα δίκτυο στο οποίο κάθε στοιχείο συνδέεται άμεσα με καθένα από τα υπόλοιπα. Ο αριθμός των συνδέσεων ενός πλήρως διασυνδεδεμένου δικτύου είναι:


    [image: ]9.2


    εκτός αν υπάρχει η δυνατότητα αυτο-ρύθμισης (αλληλεπίδρασης δηλαδή του κάθε κόμβου με τον εαυτό του) οπότε ισχύει:


    [image: ]9.3


    Ανάλογα με την περίπτωση που αντιστοιχεί στο δίκτυο που μελετούμε, η πυκνότητα d του δικτύου δίνεται από το λόγο:


    [image: ]9.4


    Όπου Εobs είναι το συνολικό πλήθος των ακμών του δικτύου. Η τιμή d κυμαίνεται προφανώς μεταξύ 0 (για ένα δίκτυο χωρίς ακμές) και 1 (για το πλήρως διασυνδεδεμένο) κι είναι ενδεικτική του βαθμού με τον οποίο αλληλεπιδρούν τα στοιχεία του δικτύου.


    


    


    Βαθμός Κόμβου (node degree)


    


    Ορίζουμε βαθμό (degree) ενός κόμβου το σύνολο των ακμών με τις οποίες διασυνδέεται με άλλους κόμβους στο δίκτυο. Ανάλογα με το αν το δίκτυο είναι κατευθυνόμενο ή όχι, ο βαθμός ενός δεδομένου κόμβου μπορεί να διακριθεί σε βαθμό εισερχόμενων και εξερχόμενων ακμών. Το άθροισμα των δύο ισούται σε αυτήν την περίπτωση με το συνολικό βαθμό του κόμβου:


    [image: ]9.5


    όπου D(n) είναι ο βαθμός του κόμβου n διακρινόμενος σε εισερχόμενες (Ι) και εξερχόμενες (Ο) ακμές. H μελέτη των βαθμών των κόμβων μπορεί να μας δώσει άμεσα πολλές πληροφορίες για συγκεκριμένα ιδιαίτερα στατιστικά χαρακτηριστικά του δικτύου. Για παράδειγμα, ο απλός υπολογισμός του βαθμού όλων των κόμβων ενός δικτύου μας βοηθάει να εντοπίσουμε τους κόμβους που είναι περισσότερο διασυνδεδεμένοι στο δίκτυο, εκείνα δηλαδή τα στοιχεία που αλληλεπιδρούν πιο έντονα με τα υπόλοιπα. Θυμηθείτε το ερώτημα από την αρχή αυτού του κεφαλαίου:


    Πώς μπορούμε να εντοπίσουμε τους πιο σημαντικούς μεταγραφικούς παράγοντες σ' ένα δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης γονιδίων;


    Η απάντηση σ' αυτήν την ερώτηση μπορεί να προκύψει από μια απλή ανάλυση των βαθμών των κόμβων του δικτύου. Οι μεταγραφικοί παράγοντες με το μεγαλύτερο βαθμό (ή με το μεγαλύτερο βαθμό εξερχόμενων ακμών αν το δίκτυο είναι κατευθυνόμενο) θα είναι αυτοί που θα έχουν και τη μεγαλύτερη επίδραση στο σύστημα. Φυσικά η έννοια της “σημασίας” για μια διαδικασία τόσο πολύπλοκη όσο η μεταγραφική ρύθμιση, πιθανότατα να μην ερμηνεύεται τόσο απλά και να υπάρχουν κι άλλα στοιχεία που θα πρέπει κανείς να αναλογιστεί. Όπως θα δούμε στη συνέχεια, υπάρχουν διάφορα μέτρα ποσοτικοποιήσης του κατά πόσο ένας κόμβος είναι “κεντρικός” σε ένα δίκτυο, όμως ο βαθμός των κόμβων είναι μια πολύ καλή πρώτη προσέγγιση.


    


    


    Συντομότερη διαδρομή (shortest path)


    


    Η συντομότερη διαδρομή (shortest path) μεταξύ δύο δεδομένων κόμβων, αντιστοιχεί στη διαδρομή με την οποία μπορεί κανείς να βρεθεί από τον έναν στον άλλον, ακολουθώντας τις ακμές του δικτύου και διατρέχοντας τον ελάχιστο αριθμό κόμβων. Είναι δηλαδή το συντομότερο μονοπάτι μεταξύ δύο κόμβων και ορίζεται ως η διαδοχή των κόμβων μεταξύ των σημείων έναρξης και τερματισμού. Απ' αυτήν την άποψη, η συντομότερη διαδρομή δεν είναι μόνο ένα μέγεθος αλλά ένα διάνυσμα με καθορισμένη σειρά στοιχείων. Πολύ συχνά μας ενδιαφέρει περισσότερο το μήκος του διανύσματος της συντομότερης διαδρομής καθώς μας δίνει ένα βαθμό της εγγύτητας μεταξύ των δύο στοιχείων στο δίκτυο. Μια μικρού μήκους συντομότερη διαδρομή είναι ενδεικτική μιας στενότερης σχέσης μεταξύ των κόμβων. Στην Εικόνα 9.8β για παράδειγμα η διαδρομή μεταξύ Α και Β μπορεί να είναι 5 ή 3 ανάλογα με τους κόμβους από τους οποίους διερχόμαστε. Η συντομότερη (πράσινη) είναι ίση με 3 κι έτσι συμβολίζουμε τη συντομότερη διαδρομή ως [image: ].


    Σε μικρά δίκτυα όπως αυτό της Εικόνας 9.8β, η συντομότερη διαδρομή είναι εύκολο να υπολογιστεί εποπτικά. Σε μεγαλύτερα, ωστόσο, δίκτυα με μερικές εκατοντάδες ή χιλιάδες κόμβους χρειάζεται κανείς να καταφύγει σε πιο συστηματικές μεθόδους για τον υπολογισμό της. Μια αποτελεσματική τέτοια μέθοδος είναι η Αναζήτηση μέσω Πλάτους (Breadth-first search) (Zhou & Hansen, 2006)⁠, η οποία υπολογίζει την απόσταση μεταξύ δύο κόμβων Α και Β, ξεκινώντας από τον κόμβο Α και προχωρώντας μέσω διαδοχικών ελέγχων των άμεσων γειτόνων ως το Β. Πιο αναλυτικά περιγράφεται στον παρακάτω αλγόριθμο:


    


    Αλγόριθμος :: BreadthFirstSearch


    Δεδομένου ενός πίνακα γειτνίασης Μ[Ν2]


    Δεδομένων δύο στοιχείων A, B


    Aρχικοποίηση distance=1


     (1) Για i=1 έως i=N (i =/= A) # το i να μην είναι Α


     Έλεγξε Aν Μ[i,A]=1:


     Tότε:


     i->G[A] # γείτονες του Α


     Αλλιώς:


     Συνέχισε


     Για i=1 έως n # αριθμός γειτόνων του Α


     Έλεγξε Αν i==B: # αν ταυτίζεται με το B


     Τότε:


     d(A,B)=distance


     Tερματισμός


     Αλλιώς:


     Α=G[A] # αντικατάστησε το Α με τους γείτονες του Α


     distance=distance+1 #αύξησε την απόσταση κατά 1


     Επίστρεψε στο (1)


     Έλεγξε Αν για κανένα i δεν ισχύει i==B.


     Τότε distance=[άπειρη]


    


    Ο αλγόριθμος Breadth-first Search ξεκινάει από τους πρώτους γείτονες του Α (ελέγχοντας τις τιμές των στοιχείων που βρίσκονται στην ίδια στήλη ή γραμμή με το Α στον πίνακα γειτνίασης). Αν ο Β είναι μεταξύ αυτών τότε η απόσταση [image: ]είναι 1. Αν ο Β δεν είναι πρώτος γείτονας, η αναζήτησή του συνεχίζεται αλλά πλέον μεταξύ των πρώτων γειτόνων του Α. Αν ο Β είναι γείτονας με κάποιον από αυτούς η απόστασή του από τον Α είναι ίση με 2. Αν δεν είναι αναζητούμε το β στους γείτονες των πρώτων γειτόνων των πρώτων γειτόνων του Α (αυξάνοντας την απόσταση κατά 1) κ.ο.κ. μέχρι να εντοπιστεί ο Β σε κάποια “γενιά” γειτόνων. Ο αριθμός των “κύκλων” που χωρίζουν τους Α και Β είναι ίσος με την απόστασή τους ενώ αν ο Β δεν βρεθεί ποτέ ανάμεσα στους γείτονες του Α τότε οι Α και Β είναι ασύνδετοι κόμβοι με απόσταση [image: ].


    Στη γενικότερη μορφή της, που περιλαμβάνει και τα δίκτυα με βάρη, η συντομότερη διαδρομή ορίζεται ως η διαδρομή από το Α στο Β για την οποία το άθροισμα των βαρών των ακμών διέλευσης είναι το ελάχιστο και το μήκος αυτό αποτελεί το χαρακτηριστικότερο μέγεθος για την απόσταση μεταξύ δύο κόμβων. Η έννοια της εγγύτητας μεταξύ κόμβων του δικτύου έχει σημαντικές προεκτάσεις, τόσο για χαρακτηριστικά που είναι ειδικά για συγκεκριμένους κόμβους, όσο για γενικότερες ιδιότητες του δικτύου όπως θα δούμε στη συνέχεια.


    


    [image: ]


    


    Eικόνα 9.8: Χαρακτηριστικά μεγέθη και ιδιότητες δικτύων. Το δίκτυο της εικόνας αποτελείται από 22 κόμβους των οποίων οι βαθμοί κυμαίνονται μεταξύ 1 και 5. Το σύνολο των ακμών είναι 48 με το μέγιστο δυνατό να είναι (22x21)/2=231 κι έτσι η πυκνότητα είναι ίση με 0.21. Στην ένθετη εικόνα φαίνεται η ελάχιστη απόσταση δύο κόμβων Α, Β. Από τις δύο δυνατές διαδρομές (κόκκινη, πράσινη) μεταξύ Α και Β η ελάχιστη είναι η πράσινη (σ(Α,Β)=3). Η μεγαλύτερη ελάχιστη διαδρομή στο δίκτυο, η οποία αντιστοιχεί στη διάμετρό του, φαίνεται στη μεγαλύτερη εικόνα σκιασμένη με βαθύ κόκκινο και είναι ίση με 6.


    


    


    Κεντρικότητα Kόμβων (centrality)


    


    Η κεντρικότητα ενός δεδομένου κόμβου είναι ένα πιο εξειδικευμένο μέτρο της σημασίας που έχει ο κόμβος στο δίκτυο. Για τον υπολογισμό της υπάρχουν διάφοροι τρόποι, η έννοια όμως παραμένει η ίδια και σχετίζεται με τη σχετική θέση του κόμβου στο δίκτυο.


    Η κεντρικότητα εγγύτητας (closeness centrality) ορίζεται ως το αντίστροφο του αθροίσματος των απόστασεων του κόμβου απ' όλους τους άλλους κόμβους. Η απόσταση εδώ ορίζεται, όπως είδαμε παραπάνω, ως το μήκος του διανύσματος της συντομότερης διαδρομής. Έτσι η κεντρικότητα εγγύτητας του κόμβου Α σ' ένα δίκτυο με Ν κόμβους δίνεται από την εξίσωση:


    [image: ]9.6


    



    



    To συγκεκριμένο μέτρο εγγύτητας είναι μεν δηλωτικό της θέσης του κόμβου στο δίκτυο από άποψη αποστάσεων, αλλά δεν αποδίδει τις διαφορές που μπορεί να υπάρχουν μεταξύ ενός κόμβου, που απλά βρίσκεται κοντά στο κέντρο του δικτύου από γεωμετρική άποψη, και των κόμβων που είναι και κεντρικοί από πλευράς διασυνδεσιμότητας. Ένα μέτρο που επιτρέπει να ποσοτικοποιηθεί αυτή τη έννοια είναι η διακεντρικότητα (betweenness centrality). H διακεντρικότητα ορίζεται ως ο λόγος των συντομότερων διαδρομών που διέρχονται από έναν κόμβο προς το σύνολο των συντομότερων διαδρομών:
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    Λαμβάνοντας δηλαδή υπόψη μας το σύνολο των συντομότερων διαδρομών που δεν αφορούν την απευθείας σχέση του Α με τους άλλους κόμβους, υπολογίζουμε πόσες από αυτές περιλαμβάνουν τον κόμβο Α. Είναι προφανές ότι η τιμή G(A) εξαρτάται από τον αριθμό των ζευγών κόμβων (και συνεπώς το μέγεθος του δικτύου) και για το λόγο αυτό η τιμή θα πρέπει να διορθωθεί με βάση το πλήθος των ζευγών. Για μέγεθος δικτύου Ν (και εφόσον ο Α δεν συνυπολογίζεται) το πλήθος των ζευγών είναι (Ν-1)(Ν-2) για κατευθυνόμενα και (Ν-1)(Ν-2)/2 για μη-κατευθυνόμενα δίκτυα.


    Επιστρέφοντας στο ερώτημα των μεταγραφικών παραγόντων με τη μεγαλύτερη σημασία για ένα δίκτυο μεταγραφικής ρυθμισης θα μπορούσαμε να πούμε πως οι πιο σημαντικοί παράγοντες θα είναι αυτοί με τις μεγαλύτερες τιμές κεντρικότητας. Πράγματι ακόμα κι αν ένας παράγοντας έχει μεγαλύτερο βαθμό από κάποιον με μεγάλη τιμή κεντρικότητας, είναι λογικό να υποθέσουμε πως πιο σημαντικός για το δίκτυο θα είναι ο δεύτερος, ιδιαίτερα αν το μεγέθος του δικτύου είναι αρκετά μεγαλύτερο από το μέγιστο βαθμό κόμβου.


    


    


    Διάμετρος Δικτύου (diameter)


    


    Η διάμετρος είναι ένα ακόμα μέτρο του μεγέθους ενός δικτύου, που σχετίζεται όμως όχι μόνο με το πλήθος των κόμβων, αλλά λαμβάνει υπόψη του και τη διασυνδεσιμότητα. Ορίζεται ως η μέγιστη συντομότερη διαδρομή μεταξύ όλων των πιθανών ζευγών του δικτύου και δίνεται από τη σχέση:
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    Είναι έτσι το ανάλογο της διαμέτρου ενός γεωμετρικού σχήματος και αποτελεί μια καλή προσέγγιση για το βαθμό “διασποράς” των κόμβων ενός δικτύου. H ερμηνεία της ωστόσο, χρειάζεται προσοχή καθώς σε περιπτώσεις ακραίων, πολύ απομακρυσμένων κόμβων η τιμή της μπορεί να μην είναι αντιπροσωπευτική.


    


    


    Συντελεστής συσσωμάτωσης (clustering coefficient) και συνδεσιμότητα (connectedness)


    


    O συντελεστής συσσωμάτωσης ενός κόμβου είναι μια πολύ σημαντική στατιστική ιδιότητα που σχετίζεται με το βαθμό στον οποίο οι κόμβοι του δικτύου τείνουν να σχηματίζουν τοπικά υποδίκτυα. Σχηματικά μπορεί κανείς να συλλάβει την έννοια του συντελεστή συσσωμάτωσης για έναν κόμβο Α ως τον αριθμό των τριγωνικών σχέσεων που αναπτύσσονται μεταξύ του Α και των κόμβων με τους οποίους ο Α συνδέεται άμεσα. Στην Εικόνα 9.9 φαίνεται ένα παράδειγμα αυτής της σχέσης. Ο κόμβος Α συνδέεται άμεσα με τους Β, Γ, Δ και Ε. Ο συντελεστής συσσωμάτωσης θα είναι ψηλότερος όσο περισσότερο οι Β, Γ, Δ και Ε τείνουν να είναι διασυνδεδεμένοι και μεταξύ τους, δημιουργούν δηλαδή τριγωνικές σχέσεις με το Α. Ο συντελεστής συσσωμάτωσης σχετίζεται άμεσα με την έννοια της κλίκας (clique), η οποία περιγράφει ένα δίκτυο (ή ένα τμήμα δικτύου) του οποίου τα στοιχεία είναι πλήρως και άμεσα διασυνδεδεμένα μεταξύ τους. Θυμηθείτε ότι για ένα πλήρως διασυνδεδεμένο δίκτυο ορίσαμε την πυκνότητα ως το πηλίκο του αριθμού παρατηρούμενων συνδέσεων προς το μέγιστο δυνατό αριθμό τους. Ο συντελεστής συσσωμάτωσης για έναν δεδομένο κόμβο Α αντιστοιχεί έτσι σε μια τοπική τιμή πυκνότητας για την “γειτονιά” του η οποία ορίζεται ως το σύνολο των άμεσα διασυνδεδεμένων με το Α κόμβων. Έτσι αν ο Α έχει βαθμό k, τότε η μέγιστη τιμή συνδέσεων στην γειτονιά του Α είναι (για μη κατευθυνόμενο δίκτυο χωρίς αυτό-ρύθμιση) Ε=k(k-1). Ο συντελεστής συσσωμάτωσης C(Α) τότε δίνεται από την τιμή:
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    O συντελεστής συσσωμάτωσης παίρνει τιμές μεταξύ 0 και 1 και έχει χαρακτηριστικά πιθανότητας. Αν για παράδειγμα ένας κόμβος Α με βαθμό k έχει συντελεστή συσσωμάτωσης C(A), τότε η πιθανότητα δύο τυχαία επιλεγμένων γειτόνικών κόμβων του Α να είναι συνδεδεμένοι και μεταξύ τους είναι ίση με p=C(A). Από την εξίσωση 9.9 είναι προφανές ότι ο συντελεστής συσσωμάτωσης δεδομένου κόμβου εξαρτάται από το βαθμό του. Η σχέση με την οποία τα δύο μεγέθη συμμεταβάλλονται είναι πολύ σημαντική για το είδος του δικτύου. Στα βιολογικά δίκτυα η σχέση του βαθμού d(A) και του συντελεστή συσσωμάτωσης C(A) είναι αντίστροφη. Όσο δηλαδή αυξάνεται ο βαθμός των κόμβων τόσο μειώνεται ο συντελεστής συσσωμάτωσής τους. Μια τέτοια σχέση αντανακλά την τάση των κόμβων μεγάλου βαθμού να “αποκεντρώνουν” τις πυκνές συνδέσεις σε μικρότερου βαθμού κόμβους και είναι ενδεικτική μιας ιεραρχικής δομής. Σε δίκτυα που είναι σχεδιασμένα για να προσδιορίσουν ιεραρχικές σχέσεις (όπως π.χ. η οργάνωση των εργαζόμενων μιας εταιρείας) η αντίστροφη σχέση μεταξύ συντελεστή συσσωμάτωσης και βαθμού κόμβων είναι ακόμα πιο έντονη.


    


    Ερώτηση: Σκεφτείτε λίγο, ποια μπορεί να είναι η φυσική σημασία αυτής της αντίστροφης σχέσης d(A) και C(A) σε βιολογικά δίκτυα;


    


    Μια γενικευμένη έκφραση του C είναι ο μέσος συντελεστής συσσωμάτωσης [image: ]που αντιστοιχεί στη μέση τιμή των τιμών C για όλους τους κόμβους Ν ενός δικτύου:
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    Ο μέσος συντελεστής συσσωμάτωσης είναι ένα μέτρο της συνδεσιμότητας (connectedness) ενός δικτύου. Ένα δίκτυο για το οποίο ισχύει [image: ]= 0, πρόκειται για ένα σύνολο πλήρως ασύνδετων κόμβων, ενώ από την άλλη για [image: ]= 1, το δίκτυο είναι πλήρως συνδεδεμένο με όλους τους κόμβους να συνδέονται μεταξύ τους με όλους τους δυνατούς τρόπους, να συνθέτουν δηλαδή μια κλίκα.


    [image: ]


    


    Eικόνα 9.9: Συντελεστής συσσωμάτωσης κόμβων. Οι δύο κόμβοι Χ, Υ του σχήματος έχουν τον ίδιο βαθμό (4) όμως διαφέρουν πολύ σε ότι αφορά το συντελεστή συσσωμάτωσης. Τρεις από τους τέσσερις γείτονες του Χ συνδέονται μεταξύ τους κι έτσι με βάση το μέγιστο αριθμό συνδέσεων k(k-1)=12 ο συντελεστής συσσωμάτωσης για το Χ είναι ίσος με 3/12=0.25. Η αντίστοιχη τιμή για τον Υ είναι 0 καθώς μεταξύ των γειτόνων του δεν υπάρχει καμία σύνδεση.


    


    


    Συντελεστής συσχέτισης (correlation coefficient) και καταταξιμότητα (assortativity)


    


    Ο συντελεστής συσχέτισης κόμβων είναι μια ποσότητα που σχετίζεται άμεσα με την καταταξιμότητα (assortativity), μια βασική ιδιότητα του κάθε δικτύου, που αντανακλά την τάση των στοιχείων του να αλληλεπιδρούν μεταξύ τους με συγκεκριμένο τρόπο. Παρόλο που ως ποσότητα, ο συντελεστής συσχέτισης κόμβων, που περιγράφεται εδώ διαφέρει από αυτόν που συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 7, οι δύο έννοιες μοιράζονται ποιοτικά χαρακτηριστικά. O συντελεστής συσχέτισης κόμβων ισούται με το συντελεστή συσχέτισης Pearson του βαθμού των κόμβων μεταξύ άμεσα διασυνδεδεμένων κόμβων. Σε αναλογία με την εξίσωση 7.10 δινεται από τη σχέση:
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    όπου με d συμβολίζουμε το βαθμό ενός κόμβου. Η πολυπλοκότητα της σχέσης 9.11 δε θα πρέπει να μας ανησυχεί καθώς υπολογιστικά προγραμμάτα μπορούν να υπολογίσουν αυτήν την ποσότητα με πολύ μεγάλη ταχύτητα. Αυτό που έχει σημασία είναι η θεωρητική της σημασία. Τιμές r>0 είναι δηλωτικές μιας θετικής σχέσης μεταξύ του βαθμού διασυνδεόμενων κόμβων. Αυτό σημαίνει ότι κόμβοι με παρόμοιο βαθμό τείνουν να συνδέονται μεταξύ τους (θυμηθείτε ότι με ανάλογο τρόπο τιμές r>0 στα επίπεδα έκφρασης γονιδίων στο Κεφάλαιο 7 ήταν δηλωτικές μιας ομοιότητας μεταξύ των προτύπων έκφρασής τους). Για r>0 οι κόμβοι με μεγάλο βαθμό θα συνδέονται με άλλους κόμβους με μεγάλο βαθμό περισσότερο από όσο θα περίμενε κανείς να συμβαίνει στην τύχη. Αντίθετα, τιμές r<0 υποδηλώνουν ότι η τάση είναι αντίστροφη και κόμβοι με μεγάλο βαθμό τείνουν να συνδέονται με κόμβους με μικρό βαθμό, υπάρχει δηλαδή μια αντίθετη προτίμηση κατά τη σύνδεση των κόμβων.


    Η έννοια της καταταξιμότητας είναι έτσι στενά συνδεδεμένη με τάσεις προτίμησης που διαμορφώνουν τη διασύνδεση των κόμβων ενός δικτύου και ως εκ τούτου τη μορφή του. Σχετίζεται άμεσα με χαρακτηριστικά που έχουν να κάνουν με την τυχαιότητα και τις αποκλίσεις από αυτήν και που θα εξετάσουμε στη συνέχεια (Mark Newman, Barabási & Watts, 2006)⁠.


    


    


    Στατιστικές Ιδιότητες Δικτύων


    


    Ως εδώ αναφερθήκαμε στα βιολογικά δίκτυα με ποιοτικούς μόνο όρους. Από την προηγούμενη ενότητα όμως έχουμε περιγράψει αναλυτικά και τα ποσοτικά στοιχεία εκείνα στοιχεία, που μπορούν να μας βοηθήσουν να αναλύσουμε τις γενικότερες ιδιότητες των βιολογικών δικτύων. Οι στατιστικές ιδιότητες των δικτύων μπορούν να μας οδηγήσουν σε συμπεράσματα για διάφορα σημαντικά στοιχεία, όπως είναι το πώς δημιουργούνται, ποια είναι η δομή τους και ποια πλεονεκτήματα προσφέρει αυτή, καθώς και πώς αντανακλάται στη δομή των δικτύων η βασική ιδιότητα των βιολογικών συστημάτων που είναι η δυναμική τους εξέλιξη στο χρόνο. Με όσα έχουμε συζητήσει ως τώρα, μπορούμε να γυρίσουμε στο δίκτυο των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων που είδαμε στην Εικόνα 9.1 και να εξετάσουμε το τελευταίο από τα ερωτήματα που θέσαμε στην αρχή αυτού του κεφαλαίου:


    Κατά πόσο ένα τέτοιο δίκτυο πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων θα μπορούσε να έχει προκύψει τυχαία;


    Η ερώτηση ακούγεται αρχικά αρκετά φιλοσοφική. Η διαίσθησή μας μας λέει ότι ένα δίκτυο αλληλεπιδράσεων σύνθετων μεγαλομορίων, καθένα από τα οποία έχει εξελιχθεί για εκατομμύρια χρόνια αποκλείεται εξ' ορισμού να είναι τυχαίο. Τι σημαίνει όμως “τυχαίο”; Πώς θα μπορούσε να έχει προκύψει τυχαία ένα δίκτυο εκατοντάδων πρωτεϊνών; Και σε τι θα διέφερε από το δίκτυο της Eικόνας 9.1; Για να απαντήσουμε στο παραπάνω ερώτημα θα χρειαστεί πρώτα να ορίσουμε ένα τυχαίο δίκτυο, να εξετάσουμε τις ιδιότητες που αυτό προβλέπεται να έχει και στη συνέχεια να συγκρίνουμε τη συμπεριφορά του μ' ένα πραγματικό βιολογικό δίκτυο.


    


    


    Τυχαία Δίκτυα


    


    Μ' ένα λίγο αυτο-αναφορικό μαθηματικό τρόπο, ονομάζουμε “τυχαίο” οποιοδήποτε δίκτυο, οι συνδέσεις μεταξύ των κόμβων του οποίου ακολουθούν μια τυχαία κατανομή. Η κατανομή αυτή μπορεί να διαφέρει τόσο σε είδος όσο και σε παραμέτρους, ωστόσο τα περισσότερα μοντέλα τυχαίων δικτύων βασίζονται στο “πρωταρχικό” τυχαίο μοντέλο που προτάθηκε από τους Paul Erdős και Alfed Renyi (προς τιμήν των οποίων τα τυχαία δίκτυα ονομάζονται και Erdős-Renyi). Ένα τυχαίο δίκτυο κατά Erdős-Renyi προκύπτει με τον εξής απλό τυχαιοποιημένο αλγόριθμο:


    


    Αλγόριθμος :: RandNet


    Δεδομένου ενός αριθμού στοιχείων Ν


    Δεδομένης μιας πιθανότητας σύνδεσης p (0<=p<=1)


    Δημιούργησε έναν πίνακα γειτνίασης Μ[Ν2]=0


    Απαρίθμηση : Για k=1 έως Ν(Ν-1)


     1. Επίλεξε τυχαία ένα ζεύγος στοιχείων Ν(i), N(j)


     2. Eπίλεξε τυχαία έναν αριθμό r στο διάστημα [0,1] #(0<=r<=1)


     3. Έλεγχος: Αν r>=p → Σύνδεσε τα i,j, Μ[i,j]=1


     An r<p → Άφησε τη σχέση i,j ως έχει


     4. Επίστρεψε στο 1


    Απόδωσε τον πίνακα γειτνίασης Μ


    Τερματισμός


    


    Ο παραπάνω αλγόριθμος παράγει ένα δίκτυο, του οποίου όλες οι συνδέσεις έχουν προκύψει τυχαία. Το μέγεθος του δικτύου θα είναι Ν και η πυκνότητά του θα εξαρτάται από την τιμή της παραμέτρου p (όσο χαμηλότερη, τόσο πυκνότερο το δίκτυο). Ποια άλλα χαρακτηριστικά μεγέθη μπορούμε να υπολογίσουμε για ένα τέτοιο δίκτυο; Μια βασική στατιστική ιδιότητα που μας ενδιαφέρει είναι η κατανομή των βαθμών των κόμβων του. Με βάση τον τρόπο που σχηματίστηκε το δίκτυο, μπορούμε να υπολογίσουμε την πιθανότητα που έχει ο κάθε κόμβος να έχει βαθμό d.


    Χωρίς να μπούμε σε λεπτομέρειες, αρκεί να πούμε ότι η πιθανότητα αυτή προσεγγίζεται πολύ ικανοποιητικά από την κατανομή Poisson. Ως εκ τούτου, τα τυχαία δίκτυα έχουν μια πολύ χαρακτηριστική κατανομή βαθμού κόμβων σε σχέση με τη μέση τιμή (όπως διαμορφώνεται από την παράμετρο p). Η κατανομή αυτή προβλέπει ότι ο μεγαλύτερος αριθμός των κόμβων θα έχει βαθμό d κοντά στην μέση τιμή των βαθμών του δικτύου. Ένας τρόπος για να παρουσιάσει κανείς αυτήν την ιδιότητα γραφικά είναι να αναπαραστήσει την αθροιστική κατανομή βαθμών κόμβων σε διπλή λογαριθμική κλίμακα. Η γραφική αυτή αναπαράσταση φαίνεται στην Εικόνα 9.10α και προκύπτει ως εξής:


    · Δεδομένων Ν κόμβων στο δίκτυο.


    · Για κάθε κόμβο k υπολογίζουμε την ποσότητα p(k)=1/d(k) όπου d(k) είναι ο βαθμός του κόμβου.


    · Για κάθε κόμβο k υπολογίζουμε μια τιμή n(k) που ισούται με το πλήθος των κόμβων που έχουν βαθμό d<=d(k).


    Σε διπλή λογαριθμική κλίμακα αναπαριστούμε τα μεγέθη: log(n(k)) και log(p(k)).


    H μορφή της κατανομής αυτής για ένα τυχαίο δίκτυο προσομοιάζει μια φθίνουσα εκθετική κατανομή με μια παράμετρο που είναι ανάλογη του p.


    Τι συμβαίνει όμως με το πραγματικό βιολογικό δίκτυο των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων;


    


    


    Δίκτυα Ανεξάρτητα-κλίμακας (scale-free)


    


    Πριν εφαρμόσουμε την παραπάνω συλλογιστική στο δίκτυο των πρωτεϊνών της Εικόνας 9.1 ας προσπαθήσουμε να κάνουμε κάποιες προβλέψεις. Αρχικά, όπως αναφέραμε και νωρίτερα, δε θα περιμέναμε το δίκτυο των πρωτεϊνών να συμπεριφέρεται ως τυχαίο κι ως εκ τούτου περιμένουμε μια διαφορετική κατανομή του βαθμού των κόμβων. Τι σχήμα όμως θα έχει αυτή η κατανομή; Σ' ένα τυχαίο δίκτυο δεν υπάρχει κανένας λόγος να περιμένουμε ότι κάποιοι κόμβοι θα έχουν εξαιρετικά μεγάλους ή μικρούς βαθμούς, καθώς από κατασκευής, όλοι οι κόμβοι έχουν την ίδια πιθανότητα διασύνδεσης.
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    Eικόνα 9.10: Τυχαία δίκτυα και Δίκτυα ανεξάρτητα-κλιμακας. α) Κατανομή Βαθμού Κόμβων για ένα τυχαίο δίκτυο (γκρι) κι ένα ανεξάρτητο-κλίμακας δίκτυο (γαλάζιο). Η χαρακτηριστική “μακριά ουρά” του δεύτερου είναι ενδεικτική μιας κατανομής νόμου δύναμης, η οποία δίνει ευθεία γραμμή σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, όπως φαίνεται στο β) όπου αναπαρίσταται γραφικά η κατανομή βαθμού κόμβων για ένα δίκτυο πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (όπως αυτό της Εικόνας 9.1).


    


    Σ' ένα φυσικό δίκτυο όμως, όπως αυτό των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (και σε πολλά άλλα όπως θα δούμε παρακάτω) κάτι τέτοιο δεν ισχύει. Υπάρχουν πρωτεΐνες που είναι εξαιρετικά σημαντικές για το κύτταρο και που αναμένουμε να αλληλεπιδρούν με μεγάλο αριθμό μορίων. Αντίστοιχα υπάρχουν πρωτεΐνες με πολύ εξειδικευμένη λειτουργία, που εκφράζονται μόνο κάτω από πολύ περιορισμένες συνθήκες και που περιμένουμε να είναι απλώς “περιφερειακές” στο δίκτυο αλληλεπιδράσεων. Αυτό το εύρος των λειτουργιών και η πολυπλοκότητα του συστήματος, μας κάνει να περιμένουμε ότι ένας αριθμός πρωτεϊνών θα έχει πολύ μεγάλο αριθμό αλληλεπιδράσεων και θα αποτελεί έτσι ένα σύνολο υπερ-κόμβων (hubs) στο δίκτυο, συγκεντρώνοντας ένα σημαντικό ποσοστό των συνολικών ακμών. Πράγματι, ο βαθμός των κόμβων στο πρωτεϊνικό δίκτυο της Εικόνας 9.1 ακολουθεί μια διαφορετική κατανομή, η οποία φαίνεται στην Εικόνα 9.10β και της οποίας το βασικό διαφοροποιητικό χαρακτηριστικό, σε σχέση με την τυχαία κατανομή, είναι η έκταση του δεξιού κάτω μέρους προς σημαντικά μεγαλύτερες τιμές. Η έκταση αυτή αντανακλά ακριβώς την ιδιότητα της ύπαρξης υπερ-κόμβων καθώς αντιστοιχεί σε μια τάση να υπάρχει σημαντικός αριθμός κόμβων με πολύ μεγάλο βαθμό (πολύ μικρό p(k)). H μορφή αυτής της κατανομής, δείχνει με κάποιον τρόπο να “αδιαφορεί” για το μέγεθος του δικτύου και να μην επιτρέπει τον εύκολο υπολογισμό μιας μέσης τιμής για το βαθμό των κόμβων. Ονομάζουμε τα δίκτυα που ακολουθούν αυτές τις κατανομές βαθμών κόμβων “δίκτυα ανεξάρτητα-κλίμακας” (scale-free networks). Κατανομές που είναι “ανεξάρτητες-κλίμακας” (scale-free) είναι αρκετά γνώριμες σε όσους είναι εξοικειωμένοι με τη μελέτη πολύπλοκων συστημάτων, καθώς προσομοιάζονται από νόμους δύναμης (power-laws) (Clauset, Shalizi & Newman, 2009)⁠, ένα είδος κατανομών με εξαιρετικό ενδιαφέρον, για το οποίο αξίζει να κάνουμε μια μικρή (τελευταία) παρέκβαση.


    


    Ερώτηση: Με ποια διαδικασία (ανάλογη του RandNet αλγορίθμου) θα μπορούσαμε να δημιουργήσουμε ένα δίκτυο ανεξάρτητο-κλίμακας;


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙΙ. Νόμοι Δύναμης (Power Laws)


    


    Tι κοινό έχουν το διαδίκτυο, το εισόδημα των φορολογούμενων μιας χώρας και ο Μοby Dick; Φαινομενικά τελείως άσχετα μεταξύ τους, τα συστήματα αυτά εμφανίζουν μια συγκεκριμένη μορφή κατανομής όταν εξεταστούν κάτω από ένα συγκεκριμένο πρίσμα. Αν κανείς υπολογίσει πόσες φορές εμφανίζεται κάθε λέξη στον Moby Dick, το μνημειώδες μυθιστόρημα του Herman Μelville, θα βρεθεί μπροστά στο εντυπωσιακό συμπέρασμα ότι περίπου οι μισές από αυτές (~44%) εμφανίζονται μόνο μία φορά (είναι δηλαδή αυτό που στη στατιστική γλωσσολογία ονομάζεται “άπαξ λεγόμενον”). Αν κατατάξει τις λέξεις από τη συχνότερα εμφανιζόμενη (που λογικά είναι το άρθρο “the”) στη σπανιότερη και αναπαραστήσει γραφικά τη σχέση κατάταξης-συχνότητας θα βρεθεί μπροστά σε μια κατανομή που μοιάζει πάρα πολύ με αυτήν της Εικόνας 9.10β[36]. Πρόκειται για μια κατανομή νόμου-δύναμης, σαν κι αυτήν που θα παρατηρήσει κανείς αν αναπαραστήσει γραφικά τον αριθμό των link μεταξύ σελίδων του παγκόσμιου ιστού (www), το εισόδημα των φορολογούμενων των ΗΠΑ αν τους κατατάξουμε από το φτωχότερο στον πλουσιότερο, τον αριθμό των πτήσεων που ενώνουν τα αεροδρόμια της Ευρώπης ή τον πληθυσμό των 1000 μεγαλύτερων πόλεων του πλανήτη (Soo, 2005)⁠!


    Οι νόμοι-δύναμης είναι κατανομές που περιγράφουν χαρακτηριστικά ανεξάρτητα-κλίμακας με την έννοια ότι οι μεταβλητές μεταβάλλονται με τρόπο που δεν επηρεάζεται από την κλίμακα. Αυτό σημαίνει ότι μπορούμε να βρούμε 100.000 Αμερικανούς πολίτες με εισόδημα διπλάσιο από το μέσο κατά κεφαλήν εισόδημα, μερικές χιλιάδες με εισόδημα 100 φορές μεγαλύτερο από τη μέση τιμή και ακόμα και μια δεκάδα που απολαμβάνει εισόδημα 320 φορές μεγαλύτερο από το μέσο όρο (Okuyama, Takayasu & Takayasu, 1999)⁠! Με ανάλογο τρόπο, ένα τυχαίο δίκτυο θα έχει πολύ λίγους κόμβους με μεγαλύτερο βαθμό από το 150% της μέση τιμής, όμως σ' ένα βιολογικό δίκτυο, ανεξάρτητο κλίμακας, μπορούμε να βρούμε σημαντικό αριθμό κόμβων με τιμές μεγαλύτερες από το διπλάσιο της, το τριπλάσιο της κ.ο.κ. (ανάλογα με την έκταση της συμπεριφοράς του νόμου-δύναμης). Η πολύ ενδιαφέρουσα αυτή ιδιότητα οφείλεται στην μορφή της κατανομής που ορίζεται από τη σχέση:


    [image: ]9.12


    σύμφωνα με την οποία η συχνότητα εμφάνισης μιας τιμής p(k) εξαρτάται από τον αρνητικό εκθέτη -α, ο οποίος είναι κλασματικός και συνήθως κυμαίνεται μεταξύ 2<α<3. Λογαρίθμηση της 9.12 δίνει την:
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    με β μια σταθερά. Η μορφή της εξίσωσης 9.13, είναι αυτή που περιγράφει τη συμπεριφορά των Εικόνων 9.10β και 9.11 με την παράμετρο α να ισούται με την κλίση της ευθείας. Βασικές ιδιότητες των κατανομών νόμου-δύναμης, που πηγάζουν από την ανεξαρτησία τους από την κλίμακα, είναι η αδυναμία προσδιορισμού της διασποράς τους και (για συγκεκριμένες τιμές α) της μέσης τιμής (Clauset et al., 2009)⁠ αλλά κυρίως το γεγονός ότι μπορούν να προκύψουν από συγκεκριμένα δυναμικά συστήματα με κοινό χαρακτηριστικό την εξέλιξη στο χρόνο. Eίναι αυτή η δυναμική ανάδυση των κατανομών νόμων-δύναμης μέσα από φαινομενικά απλές διεργασίες που τους δίνει έτσι ιδιότητες καθολικότητας (universality) και κάνει τα δίκτυα βιολογικών αλληλεπιδράσεων να συμπεριφέρονται στατιστικά ανάλογα με τους πληθυσμούς των πόλεων ή τα λογοτεχνικά κείμενα
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    Eικόνα 9.11: Νόμοι Δύναμης σε διαφορετικά συστήματα. Κατανομές κατάταξης από πολύ διαφορετικά συστήματα εμφανίζουν χαρακτηριστικά πρότυπα νόμου-δύναμης που υποδηλώνουν μια κοινή δυναμική ιδιότητα κατά την εξέλιξή τους. α) Πληθυσμός πόλεων στις ΗΠΑ (πηγή: Wikipedia) από τη μεγαλύτερη στη μικρότερη, στον οριζόντιο άξονα αναγράφεται ο λογάριθμος της κατάταξης και στον κάθετο ο λογάριθμος του πληθυσμού της β) Συχνότητα εμφάνισης λέξεων στο Moby Dick του Herman Melville (πηγή κειμένου: Project Gutenberg) στον οριζόντιο άξονα ο λογάριθμος της κατάταξης (από τη συχνότερη στη σπανιότερη) και στον κάθετο ο λογάριθμος των εμφανίσεων της κάθε λέξης στο κείμενο. γ) Αριθμός επιβατών που διακινούνται από τα 25 μεγαλύτερα διεθνή αεροδρόμια (πηγή:CAPA, Centre for Aviation). Η κλίση της κατανομής δεν είναι πλήρως γραμμική λόγω της επιλογής των 25 μεγαλύτερων αεροδρομίων, ακόμα κι έτσι όμως η τάση για γραμμικότητα είναι εμφανής.


    


    


    Πέρα από την προέλευσή τους, τα δομικά τους χαρακτηριστικά κάνουν τέτοια δίκτυα εξαιρετικά αποτελεσματικά στη μετάδοση πληροφορίας, την ταχεία επικοινωνία μεταξύ των μελών τους αλλά κυρίως τους προσδίδουν τη βασική ιδιότητα της σταθερότητας (robustness) (Wagner, 2013)⁠. Τα δίκτυα ανεξάρτητα-κλίμακας είναι εξαιρετικά ανθεκτικά στις διαταραχές. Η ιδιότητα αυτή της σταθερότητας μπορεί να εξηγηθεί μ' ένα απλό νοητικό πείραμα. Φανταστείτε ένα βιολογικό δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης, στο οποίο με κάποιο δραστικό τρόπο (π.χ. μαζίκη μεταλαξιγένεση) ένα σημαντικό ποσοστό (π.χ. ~10%) των κόμβων του δικτύου καθίστανται μη λειτουργικοί. Αν το δίκτυο ήταν τυχαίο κάτι τέτοιο θα σήμαινε ότι το ποσοστό των ακμών που θα απαλείφονταν θα ήταν περίπου ~10% λόγω της ομοιομορφίας με την οποία οι ακμές κατανέμονται σ' ένα τυχαίο δίκτυο. Σ' ένα δίκτυο ανεξάρτητο-κλίμακας αυτή η απαλοιφή θα αφορούσε ένα σημαντικά μικρότερο αριθμό ακμών, καθώς λόγω ακριβώς της δομής του δικτύου είναι πολύ πιθανότερο το 10% των κόμβων που χάθηκε να είναι κόμβοι με μικρό βαθμό (Wagner, 2000)⁠. Η ύπαρξη ενός σημαντικού αριθμού υπερ-κόμβων εξασφαλίζει πως είναι πολύ δύσκολο να διαταραχθεί σημαντικά η λειτουργία του δικτύου ακόμα κι αν ένας σημαντικός αριθμός κόμβων απαλειφθεί μονομιάς. Η σταθερότητα αυτή των δικτύων που είναι ανεξάρτητα-κλίμακας είναι η βασική αιτία πίσω από την καθολικότητά τους. Πώς μπορούν όμως να προκύψουν κατανομές νόμου-δύναμης σε βιολογικά συστήματα; Αφήνουμε την τελευταία αυτή πιο ενδιαφέρουσα ερώτηση για την τελευταία ενότητα αυτού του κεφαλαίου.


    


    


    Αυθόρμητη ανάδυση ιδιοτήτων βιολογικών δικτύων


    


    Στην Εικόνα 9.12 αναπαρίσταται γραφικά το δίκτυο μιας συνωμοτικής, εγκληματικής οργάνωσης της οποίας οι πυρήνες έχουν μέγεθος πέντε ατόμων. Τα μέλη κάθε πυρήνα αναφέρουν στον αρχηγό του κεντρικού πυρήνα ο οποίος ηγείται των πέντε πυρήνων που δραστηριοποιούνται γεωγραφικά στην ίδια περιοχή. Το δίκτυο που προκύπτει από τις σχέσεις μεταξύ των μελών της οργάνωσης είναι έτσι απόλυτα ιεραρχικά οργανωμένο, ως αποτέλεσμα του συνωμοτικού σχεδιασμού. Τα χαρακτηριστικά αυτού του δικτύου και των δικτύων που σχεδιάζονται με αντίστοιχη ιεραρχική και σπονδυλωτή (modular) αρχιτεκτονική, είναι από στατιστική άποψη πολύ παρόμοια με αυτά των ανεξάρτητων-κλίμακας δικτύων. Ακολουθούν έτσι νόμους δύναμης όχι μόνο στην κατανομή των βαθμών των κόμβων αλλά και στην κατανομή των συντελεστών συσσωμάτωσης C(k). Τέτοια δίκτυα που εμφανίζονται στην οργάνωση των μελών της μαφίας ή στα οργανογράμματα των πολυεθνικών εταιρειών (μία μόνο από τις πολλές τους ομοιότητες) προκύπτουν ως αποτέλεσμα ενός συγκεκριμένου σχεδιασμού και δημιουργούνται εξαρχής με αυτόν τον τρόπο για να εκμεταλλευτούν την ιδιότητα της σταθερότητας που αναφέραμε στην προηγούμενη ενότητα.


    Τα βιολογικά δίκτυα, από την άλλη πλευρά, είναι αποτέλεσμα δυναμικών διαδικασιών που εξελίσσονται κατά τη διάρκεια εκατομμυρίων χρόνων. Το ερώτημα λοιπόν που προκύπτει είναι με ποιον τρόπο μπορεί να έχουν εξελιχθεί τα βιολογικά δίκτυα, ώστε να προσομοιάζουν σε μεγάλο βαθμό δίκτυα τα οποία είναι αποτέλεσμα ενός “ευφυούς σχεδιασμού”[37]; Για ν' απαντήσουμε σ' αυτό το ερώτημα δε χρειάζεται να καταφύγουμε σε μεταφυσικές θεωρίες αλλά σε μια έξυπνη μοντελοποίηση της βιολογικής διαδικασίας της εξέλιξης. Πράγματι, αν συγκρίνουμε ένα βιολογικό δίκτυο με το δίκτυο της Εικόνας 9.12α θα δούμε ότι ένα βασικό κοινό τους χαρακτηριστικό είναι (σε κάποιο βαθμό) η επανάληψη δομικών υπομονάδων. Θυμηθείτε ότι τα βιολογικά δίκτυα αποτελούνται από συγκεκριμένα μοτίβα που ονομάζονται έτσι επειδή εμφανίζονται με επαναλαμβανόμενη δομή, με τρόπο ανάλογο μ' αυτόν των πεντάδων στο δίκτυο των συνωμοτών. Μια τέτοια οργάνωση δεν χρειάζεται να είναι κατ' ανάγκη σχεδιασμένη εξαρχής, αλλά μπορεί να προκύψει σ' ένα βιολογικό δίκτυο μέσω μιας διαδικασίας σταδιακής προσθήκης συνδέσεων σε ένα προϋπάρχον δίκτυο. Μπορούμε να καταλάβουμε καλύτερα πώς μπορεί να συμβεί κάτι τέτοιο με το παρακάτω παράδειγμα:


    Φανταστείτε ένα πρωτο-δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης στο οποίο ένας μικρός αριθμός μεταγραφικών παραγόντων ρυθμίζει μερικές δεκάδες γονιδίων. Καθώς το σύστημα μεγαλώνει και γίνεται περισσότερο πολύπλοκο, το σύνολο των γονιδίων που υπόκεινται σε ρύθμιση μεγαλώνει. Λόγω της αφθονίας των συγκεκριμένων μεταγραφικών παραγόντων, της διάχυσής τους στον πυρήνα, ώστε να βρίσκονται κοντά στα γονίδια-στόχους τους κλπ, είναι αρκετά πιθανό ένα γονίδιο που μέχρι πρότινος δε ρυθμιζόταν να αποτελέσει στόχο ενός από αυτούς[38] και μάλιστα με πιθανότητα ανάλογη του αριθμού των γονιδίων στόχων που ο παράγοντας ήδη έχει. Η πιθανότητα αυτή, της σύνδεσης ενός νέου κόμβου με έναν κόμβο i που αποτελεί ήδη μέρος του δικτύου μπορεί να εκφραστεί ως εξής:


    [image: ]9.14


    



    



    Όπου ki είναι ο βαθμός του κόμβου i. Ένα τέτοιο μοντέλο προβλέπει ότι οι νέες συνδέσεις στο δίκτυο δε θα προκύπτουν τυχαία αλλά με μια προτίμηση προς τους προϋπάρχοντες κόμβους μεγάλου βαθμού, με μια διαδικασία που σταδιακά οδηγεί σε δίκτυα με υπερ-κόμβους και χαρακτηριστικά ανεξάρτητα κλίμακας.
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    Eικόνα 9.12: a) Ιεραρχικό Δίκτυο. β) Δίκτυο ανεξάρτητο κλίμακας γ) Το μοντέλο προτιμησιακής σύνδεσης.


    


    Το μοντέλο που περιγράψαμε παραπάνω και που σχηματικά φαίνεται στην Εικόνα 9.12β, ονομάζεται μοντέλο της “προτιμησιακής σύνδεσης” (preferential attachment) (Barabási & Albert, 1999)⁠ και μπορεί να οδηγήσει στην ανάδυση δικτύων ανεξάρτητων-κλίμακας χωρίς την a priori ύπαρξη μιας ιεραρχικής αρχιτεκτονική. Ανάλογο της προτιμησιακής σύνδεσης σε άλλα βιολογικά δίκτυα είναι ο διπλασιασμός υπομονάδων που ευθύνονται για αλληλεπιδράσεις πρωτεϊνών σε δίκτυα πρωτεϊνών (Shahzad, Mittenthal & Caetano-Anollés, 2015)⁠, ή η χρήση ανάλογων ενεργών κέντρων που συνδέονται με πολύ άφθονους μεταβολίτες σε μεταβολικά δίκτυα (Barve & Wagner, 2013)⁠. Σε μη βιολογικά δίκτυα μπορούμε να σκεφτούμε πόσο πιο εύκολο είναι να γίνει κάποιος πολυ-εκατομμυριούχος αν είναι ήδη εκατομμυριούχος[39], ή πόσο μια πόλη που είναι ήδη αρκετά μεγάλη μπορεί να προσελκύσει ακόμα μεγαλύτερο αριθμό νέων κατοίκων. Είναι προφανές ότι η δυναμική εξέλιξη βιολογικών δικτύων είναι μια πολύ πιο πολύπλοκη διαδικασία για να εξηγηθεί με μια απλή σχέση προτίμησης, ωστόσο το μοντέλο της προτιμησιακής σύνδεσης είναι επαρκές για να εξηγήσει το μεγαλύτερο μέρος των στατιστικών τους ιδιοτήτων.


    


    Συμπεράσματα


    


    Τα τελευταία χρόνια, η μελέτη των δικτύων αποτελεί ένα ιδιαίτερα ενεργό επιστημονικό πεδίο, που τροφοδοτείται από την αύξηση του όγκου των διαθέσιμων δεδομένων σε πολλούς ερευνητικούς τομείς, ένα ιδιαίτερο ενδιαφέρον για τα μέσα κοινωνικής δικτύωσεις (και τα κοινωνικά δίκτυα που αυτά αντανακλούν) και την προσδοκία της δυνατότητας ανάλυσης συστημάτων που μέχρι πρότινος φάνταζαν απροσπέλαστα από πλευράς πολυπλοκότητας. Μεταξύ των συστημάτων αυτών, τα βιολογικά έχουν προεξάρχουσα θέση.


    Σε θεωρητικό επίπεδο η ανάλυση βιολογικών δικτύων μπόρεσε για πρώτη φορά να συγκεράσει δύο χαρακτηριστικές ιδιότητες των βιολογικών συστημάτων, της εξέλιξης και της σταθερότητας, που μέχρι πρότινος φάνταζαν ασύνδετες, αν όχι ασύμβατες μεταξύ τους (Wagner, 2013)⁠. Σ' ένα πιο πρακτικό επίπεδο, η μελέτη των δικτύων οργάνωσης σε γονιδιακά, πρωτεϊνικά και μεταβολικά συστήματα αφήνει υποσχέσεις για την κατανόηση πολύπλοκων διαδικασιών που ενδεχομένως να αποτελούν το πρώτο βήμα για την κατανόηση διαδικασιών που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις (Barabási, Gulbahce & Loscalzo, 2011)⁠. Η θεωρία δικτύων έχει ήδη συμβάλει σημαντικά σ' αυτόν τον τομέα με μελέτες που σχετίζονται με την εκδήλωση και εξάπλωση επιδημιών (Ball & Neal, 2008)⁠.


    Ανάμεσα στα πιο λεπτά σημεία αυτού του κεφαλαίου, βρίσκεται η σύγκριση των βιολογικών δικτύων με άλλα δίκτυα. Είναι σημαντικό να γίνει σαφές ότι ούτε όλα τα βιολογικά δίκτυα είναι ανεξάρτητα-κλίμακας, ούτε το αντίθετο. Πολλά βιολογικά δίκτυα έχουν χαρακτηριστικά τυχαίων δικτύων (μπορείτε να σκεφτείτε μερικά;), ενώ πολλά δίκτυα ανεξάρτητα-κλίμακας έχουν χαρακτηριστικά που δε συναντώνται σε βιολογικά δίκτυα. Μια χαρακτηριστική διαφορά π.χ. των κοινωνικών δικτύων με τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων (με τα οποία συχνά συγκρίνονται σε μια κρίση ψευδο-δαρβινισμού) είναι ότι είναι τα μεν πρώτα είναι κατατάξιμα (assortative) ενώ τα δεύτερα δεν είναι (βλ. Ερωτήσεις/Ασκήσεις). Σε κάθε περίπτωση, η μελέτη των βιολογικών δικτύων θα πρέπει να γίνεται, όπως και κάθε μελέτη, στο πλαίσιο της όσο καλύτερης γνώσης του συστήματος.


    


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Γιατί μοτίβα θετικής ανατροφοδότησης παρατηρούνται σπάνια (έως ποτέ) σε μεταβολικά δίκτυα;


    


    2. Το βασικό ρυθμιστικό ένζυμο της γλυκόλυσης, η φωσφοφρουκτοκινάση (PFK) ενεργοποιείται από την 2,6-διφωσφορική φρουκτόζη (F-2,6-BP) που παράγεται σε ένα βήμα από το ίδιο το προϊόν της αντίδρασης της φωσφοφρουκτοκινάσης κατά το σχήμα. Σε ποιο μοτίβο δικτύου αντιστοιχεί ο μηχανισμός; Τι θα συμβεί αν η συγκέντρωση του υποστρώματος της PFK (F-6P) αυξηθεί;
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    3. Σ' ένα δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης, αν ένας παράγοντας έχει μεγαλύτερο βαθμό από κάποιον με μεγάλη τιμή κεντρικότητας, είναι λογικό να υποθέσουμε πως πιο σημαντικός για το δίκτυο θα είναι ο δεύτερος, ιδιαίτερα αν το μεγέθος του δικτύου είναι αρκετά μεγαλύτερο από το μέγιστο βαθμό κόμβου. Εξηγήστε γιατί.


    


    4. Ποιος είναι ο ελάχιστος και ποιος ο μέγιστος αριθμός ακμών ενός μη-κατευθυνόμενου δικτύου με 10 κόμβους;


    


    5. Δεδομένου ενός πίνακα γειτνίασης που περιγράφει ένα δίκτυο, πώς θα εντοπίσετε τυχόν αποσυνδεδεμένα τμήματα δικτύου, τμήματα δηλαδή που ορίζουν αυτόνομα υπο-δίκτυα;


    


    6. Περιγράψτε τη σειρά των αναλύσεων που θα κάνατε για να διακρίνετε ένα τυχαίο, από ένα δίκτυο ανεξάρτητο-κλίμακας κι ένα σπονδυλωτό δίκτυο.


    


    7. Σε αντίθεση με πολλά δίκτυα ανεξάρτητα-κλίμακας τα δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων δεν είναι κατατάξιμα. Μπορείτε να σκεφτείτε γιατί; Ποιο πλεονέκτημα προσφέρει η μη-καταταξιμότητα στα βιολογικά δίκτυα;


    


    


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τα βιολογικά δίκτυα γενικά:


    Μια πολύ καλή εισαγωγή δίνεται στο Κεφάλαιο 9 του Systems Biology (Klipp et al., 2013)⁠, όπου περιγράφονται τόσο οι θεωρητικές αρχές όσο και τεχνικές για τη δημιουργία και μελέτη βιολογικών δικτύων.


    


    Για τα δίκτυα γονιδιακής ρύθμισης:


    Για τον αναγνώστη που θέλει να εμβαθύνει, ένα εξαιρετικό βιβλίο είναι το The Regulatory Genome: Gene Regulatory Networks In Development And Evolution (Davidson, 2010)⁠. Κάθε κεφάλαιο αναφέρεται και σε μια κατηγορία βιολογικής λειτουργίας (μεταβολισμός, ανάπτυξη κλπ) παρουσιάζοντας τη σημασία των δικτύων μεταγραφικής ρύθμισης που τη διέπουν.


    


    Για τα μοτίβα δικτύων:


    Το βιβλίο του Uri Alon, An Introduction to Systems Biology: Design Principles of Biological Circuits (Alon, 2006)⁠ είναι το σύγγραμμα αναφοράς γι' αυτό το εξαιρετικά ενδιαφέρον αλλά και δύσκολο τεχνικά βιολογικό πρόβλημα.


    


    Για τη Θεωρία Δικτύων γενικότερα:


    Το Graph Theory (Diestel, 2006)⁠ είναι η καλύτερη εισαγωγή για τη μαθηματική θεώρηση των γράφων. Σε ό,τι όμως αφορά την “Επιστήμη των Δικτύων”, το Network Science, του Albert-Laszlo Barabási, του ανθρώπου που εισήγαγε τη μελέτη των δικτύων ως αυτόνομο επιστημονικό πεδίο, είναι ελεύθερα διαθέσιμο εδώ (http://barabasi.com/networksciencebook/) και περιέχει όλα όσα θα θέλατε να μάθετε για τα δίκτυα (κι ακόμα περισσότερα). Μια ελαφρώς πιο τεχνικά απαιτητική εκδοχή του είναι το παλιότερο, The Structure and Dynamics of Networks (Newman, Barabási & Watts, 2006).⁠


    


    Για τις ανεξάρτητες κλίμακας ιδιότητες και τους νόμους δύναμης:


    Mια αναλυτική εισαγωγή δίνεται στο Κεφάλαιο 4 του Critical Phenomena in Natural Sciences (Sornette, 2000)⁠. Περισσότερα για το ιδιαίτερα ενδιαφέρον θέμα της αυτο-οργάνωσης και αυτο-ομοιότητας, όπως ήδη συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 5, μπορείτε να βρείτε στο The Fractal Geometry of Nature (Mandelbrot, 1983).⁠


    


    Για το μοντέλο της προτιμησιακής σύνδεσης:


    Η πιο σημαντική εργασία στη θεωρία δικτύων από τον καιρό του Erdős είναι το άρθρο του Albert-Laszlo Barabási και της Réka Albert (Barabási & Albert, 1999)⁠, στο οποίο εισάγονται για πρώτη φορά τα δυναμικά στοιχεία της εξέλιξης των δικτύων χωρίς κλίμακα και το μοντέλο της προτιμησιακής σύνδεσης.
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    Κεφάλαιο 10:Ανάλυση της γενετικής ποικιλομορφίας


    


    Σύνοψη


    


    'Εχοντας μελετήσει τις μεταβολές των βιολογικών αλληλουχιών σε επίπεδο ειδών στο Κεφάλαιο 6, στρεφόμαστε σ' αυτό το κεφάλαιο στην ανάλυση της γενετικής ποικιλομορφίας σε επίπεδο πληθυσμών. Το εύρος του συγκεκριμένου θέματος επιβάλλει μια αρχική σύνοψη βασικών βιολογικών εννοιών όπως είναι οι πληθυσμοί, η ετεροζυγωτία και οι σημειακοί πολυμορφισμοί. Αφού περιγράψουμε τη θεωρία πίσω από τον τρόπο υπολογισμού των συχνοτήτων αλληλομόρφων, θα εστιάσουμε στο βασικό βιολογικό πρόβλημα που θα βρίσκεται στο επίκεντρο του συγκεκριμένου κεφαλαίου και το οποίο είναι η ανάλυση δεδομένων μελετών γενετικής συσχέτισης σε γονιδιωματική κλίμακας (Genome-Wide Association Studies, GWAS). στο πλαίσιο του συγκεκριμένου προβλήματος θα αναλυθούν οι μαθηματικές έννοιες των λόγων πιθανοτήτων (odds ratios) και των σχετικών στατιστικών μεθοδολογιών όπως το Fisher's test καθώς και των τρόπων αναπαράστασης των δεδομένων τέτοιων αναλύσεων (Manhattan plots). Τέλος θα παρουσιάσουμε τις σύγχρονες μεθοδολογίες ανάλυσης γενετικής ποικιλομορφίας σε ατομικό επίπεδο με έμφαση στην αλληλούχιση πλήρους εξονιώματος (whole-exome sequencing) και θα δούμε πώς αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη σπάνιων γενετικών νοσημάτων.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να αναφέρετε τα επίπεδα στα οποία εκδηλώνεται η γενετική ποικιλομορφία.


    · Να υπολογίσετε τις σχετικές συχνότητες γονοτύπων με βάση τις συχνότητες αλληλομόρφων.


    · Να περιγράψετε έννοιες όπως “απλότυπος” και “ανισορροπία σύνδεσης”.


    · Να περιγράψετε τη βάση της μεθοδολογίας γενετικής συσχέτισης σε γονιδιωματική κλίμακα και να υπολογίσετε τη στατιστική σημαντικότητα αποτελεσμάτων από μια μελέτη GWAS.


    · Να διακρίνετε μεταξύ αλληλούχισης πλήρους γονιδιώματος και εξονιώματος και να περιγράψετε τα πλεονεκτήματα της τελευταίας.

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στο Κεφάλαιο 6 είδαμε πώς οι εξελικτικές σχέσεις μεταξύ διαφορετικών ειδών μπορούν να μελετηθούν μέσω των μεταβολών που συμβαίνουν στις βιολογικές αλληλουχίες στο χρόνο. Στη συγκεκριμένη ανάλυση θεωρήσαμε ότι η ποικιλομορφία μεταξύ των ατόμων του ίδιου είδους είναι αμελητέα σε σύγκριση με τις διαφορές που υπάρχουν μεταξύ των ειδών, τα οποία μπορούν με τη σειρά τους να αντιπροσωπευθούν από ένα δεδομένο σύνολο χαρακτηριστικών. Η παραδοχή αυτή, βασική για τη φυλογενετική ανάλυση, ισχύει στο επίπεδο που εξετάζουμε χαρακτηριστικά που αφορούν διαφορετικά είδη που εξελίσσονται σε χρονικές κλίμακες που αντιστοιχούν σε πολύ μεγάλο αριθμό γενιών. Όμως αρκεί να παρατηρήσει κανείς δύο δεντρα του ίδιου είδους, δύο κουτάβια της ίδιας ράτσας ή να αναλογιστεί τα μέλη της οικογένειάς του, για να καταλάβει ότι ακόμα και στο επίπεδο του ίδιου είδους υπάρχει μορφολογική (καταρχάς) ποικιλομορφία. Τα άτομα του ίδιου είδους δεν είμαστε όλα το ίδιο ψηλά, δεν έχουμε το ίδιο χρώμα μάτια ή μαλλιά, δεν έχουμε την ίδια προδιάθεση για συγκεκριμένες παθολογικές καταστάσεις.


    Αυτή η μορφολογική, ή φαινοτυπική όπως είναι ο σωστός όρος, ποικιλομορφία είναι σε συντριπτικό βαθμό αντανάκλαση της υποκείμενης γενετικής ποικιλομορφίας που εκφράζεται στο επίπεδο των πληθυσμών των ατόμων του ίδιου είδους. H έννοια του πληθυσμού είναι εδώ πολύ σημαντική, καθώς ορίζει το σύνολο των ατόμων που σε τοπικό επίπεδο είναι σε θέση να ανταλλάξουν γενετικό υλικό και να διαμορφώσουν αυτό που ονομάζουμε “γονιδιακή δεξαμενή” (gene pool). (Ακόμα κι αν στην εποχή της σύγχρονης γονιδιωματικής, οι διάφοροι χαρακτήρες δεν είναι αποκλειστικά συνδεδεμένοι με τα γονίδια αλλά μπορούν συχνά να σχετίζονται και με μη-κωδικά γονιδιωματικά χαρακτηριστικά). Από αυτήν την άποψη, ένας βιολογικός πληθυσμός μπορεί να αντιστοιχεί σ' ένα “γενετικό στιγμιότυπο” από την εξελικτική πορεία ενός είδους, είναι όμως άρρηκτα συνδεδεμένος με την ίδια την εξέλιξη. Πράγματι, ένας σχετικά αυστηρός ορισμός της εξέλιξης σε μοριακό επίπεδο θα μπορούσε να είναι η διαδικασία της μεταβολής μέσα στο χρόνο των σχετικών συχνοτήτων των ποικιλόμορφων γονιδιωματικών χαρακτηριστικών ενός πληθυσμού.


    Η μελέτη της διαδικασίας αυτής, αφορά ένα ολόκληρο επιστημονικό πεδίο που ονομάζεται Γενετική Πληθυσμών και του οποίου η αναλυτική περιγραφή δεν είναι προφανώς μέσα στους σκοπούς αυτού του βιβλίου. Από υπολογιστική άποψη, ωστόσο, η Γενετική Πληθυσμών αποτελεί ένα από τα κυριότερα πεδία της βιολογίας, που δε θα μπορούσε να αναπτυχθεί χωρίς την υποστήριξη των μαθηματικών, της στατιστικής και πιο πρόσφατα της χρήσης ηλεκτρονικών υπολογιστών για την ανάλυση του όγκου των δεδομένων που παράγεται στο πλαίσιο της ανάλυσης της ανθρώπινης (κατά κύριο λόγο) γενετικής ποικιλομορφίας με σύγχρονες μεθόδους αλληλούχισης νέας γενιάς (για τις οποίες θα συζητήσουμε πιο αναλυτικά στο επόμενο κεφάλαιο). Στο κεφάλαιο αυτό, θα εξετάσουμε τα σημεία όπου η συνεισφορά των υπολογιστικών μεθοδολογιών είναι κρισιμότερη, τόσο για την κατανόηση των βασικών θεωρητικών αρχών, όσο και για την ανάλυση δεδομένων με σκοπό την επίλυση συγκεκριμένων βιολογικών προβλημάτων γενετικής ποικιλομορφίας.


    


    


    Τo βιολογικό ερώτημα


    


    Φανταστείτε ότι μελετάτε μια συγκεκριμένη παθολογική κατάσταση, η εκδήλωση της οποίας είναι πολύ πιθανό να οφείλεται σε γενετική προδιάθεση. Τα άτομα που πάσχουν έχουν συχνά επιβαρυμένο οικογενειακό ιστορικό, με κάποιο μέλος της οικογένειάς τους να νοσεί ή να έχει στο παρελθόν νοσήσει, ενώ κι άλλα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των ατόμων που συνδέονται με συγγενικές σχέσεις, φαίνεται πως συσχετίζονται με την πιθανότητα εμφάνιση της ασθένειας. Το βιολογικό ερώτημα που προκύπτει από τις παραπάνω παρατηρήσεις είναι μάλλον προφανές:


    Με ποιον τρόπο θα μπορούσε κανείς να εντοπίσει τη γενετική βάση μιας παθολογικής κατάστασης και να αξιολογήσει το βαθμό στον οποίο αυτή επηρεάζει την εκδήλωση και την εξέλιξη μιας σχετιζόμενης νόσου;


    Διατυπωμένο κατ' αυτόν τον τρόπο, το ερώτημα ακούγεται αρκετά γενικό και θα χρειαστεί να το εξειδικεύσουμε στην πορεία κάνοντας συγκεκριμένες παραδοχές αλλά και απαντώντας σε επιμέρους ερωτήσεις. Για παράδειγμα, πώς θα ορίσουμε την ίδια τη νόσο και αυτούς που πάσχουν από αυτήν; Πώς θα συγκριθεί η κατάστασή τους με τη φυσιολογική; Ποια στοιχεία του γενετικού τους υλικού θα μελετήσουμε και με ποιον τρόπο και πώς θα αναλύσουμε τα δεδομένα; Στη βάση όλων των ερωτημάτων, τόσο του γενικού, όσο και των επιμέρους, βρίσκεται η πραγματικότητα της γενετικής ποικιλομορφίας, η γνώση δηλαδή ότι η γονιδιωματική αλληλουχία διαφέρει σε κάποιο βαθμό μεταξύ δύο οποιονδήποτε ατόμων του ίδιου είδους (εκτός αν πρόκειται για ομοζυγωτικούς διδύμους[40]). Πριν εξετάσουμε τρόπους για την ποσοτικοποίηση, την ανάλυση και την ερμηνεία της γενετικής ποικιλομορφίας θα ήταν σκόπιμο να συζητήσουμε συνοπτικά τις βασικές έννοιες που τη διέπουν και οι οποίες αποτελούν τη βάση για τα μεθοδολογικά εργαλεία που θα περιγράψουμε στη συνέχεια.


    


    


    Γενετική ποικιλομορφία


    


     Οι διπλοειδείς οργανισμοί, όπως είναι π.χ. ο άνθρωπος και η συντριπτική πλειοψηφία των θηλαστικών, περιέχουν δύο αντίγραφα από κάθε χρωμόσωμα στο γονιδίωμά τους. Αυτό σημαίνει ότι κάθε γονιδιωματικό στοιχείο υπάρχει σε δύο ομόλογα σημεία του γονιδιώματος (Russell, 2006)⁠. Η βάση της γενετικής ποικιλομορφίας έγκειται στο γεγονός ότι τα δύο ομόλογα στοιχεία δεν είναι πανομοιότυπα, αλλά το ίδιο γονιδιακό χαρακτηριστικό μπορεί να υπάρχει σε δύο εκδοχές στο ίδιο γονιδίωμα και σε περισσότερες από δύο αν κανείς εξετάσει διαφορετικά άτομα στον πληθυσμό. Σε γονιδιακό επίπεδο, τα γονίδια που έχουν περισσότερες από μία μορφές, ονομάζονται αλληλόμορφα (alleles). Όταν τα δύο αντίγραφα του ίδιου γενετικού τόπου είναι πανομοιότυπα μεταξύ των χρωμοσωμάτων του ίδιου οργανισμού, λέμε ότι ο οργανισμός είναι “ομόζυγος” για το συγκεκριμένο γενετικό τόπο, ενώ σε αντίθετη περίπτωση μιλάμε για “ετεροζυγωτία”.


     Οι σύγχρονες μέθοδοι γονιδιωματικής ανάλυσης που, όπως θα δούμε παρακάτω, επιτρέπουν τη μελέτη της ποικιλομορφίας σε πολύ μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα, μας ωθούν να επεκτείνουμε τους όρους της ομοζυγωτίας και της ετεροζυγωτίας από το επίπεδο του γενετικού τόπου και των αλληλόμορφων γονιδίων σε επίπεδο μοναδικών νουκλεοτιδίων. Έτσι μπορούμε να μιλάμε για αλληλόμορφα χωρίς να αναφερόμαστε σε γονίδια αλλά στη βασική μονάδα στην οποία εκφράζεται η γενετική ποικιλομορφία, η οποία είναι οι σημειακοί νουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί (single nucleotide polymorphisms, στο εξής για συντομία SNP) (Gunderson, Steemers, Lee, Mendoza & Chee, 2005)⁠. Ένας SNP αντιστοιχεί σε μια μοναδική θέση στο απλοειδές γονιδίωμα που διαφέρει μεταξύ των ατόμων του πληθυσμού. Λέμε τότε ότι η θέση αυτή είναι πολυμορφική και ως εκ τούτου ένα δεδομένο άτομο μπορεί αν είναι είτε ομοζυγώτης, είτε ετεροζυγωτης σε ό,τι αφορά τη συγκεκριμένη θέση. Με τον όρο SNP δεν αναφερόμαστε μόνο σε σημειακές νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις αλλά και στις μονονουκλεοτιδικές ενθέσεις και απαλοιφές (Krawitz et al., 2010)⁠. Ωστόσο, παρόλο που οι δυνατότητες για ένα SNP είναι μεγαλύτερες από δύο, η μεγάλη πλειοψηφία των πολυμορφικών θέσεων έχουν δύο αλληλόμορφα.


     Πέρα από τους σημειακούς πολυμορφισμούς, γενετική ποικιλομορφία μπορεί να προκύψει μέσω μεγαλύτερων σε μήκος μεταβολών του γενετικού υλικού. Αναφερόμαστε συνολικά σε τέτοιες περιπτώσεις με τον όρο “δομική ποικιλομορφία” (structural variation) (Durbin, 2010)⁠, με πιο χαρακτηριστικό παράδειγμα την ποικιλομορφία αριθμού αντιγράφων (copy number variation, ή για συντομία CNV). Oι CNV αντιστοιχούν σε περιοχές που μολονότι αναλλοίωτες σε ό,τι αφορά την πρωτοταγή τους αλληλουχία, διαφέρουν ως προς την πολλαπλότητά τους στα ευκαρυωτικά χρωμοσώματα, όπου τείνουν να εμφανίζονται είτε διπλασιασμένες είτε να εκλείπουν. Οι CNV αφορούν τμήματα του γονιδιωματικού DNA που μπορεί να ποικίλουν από μερικές εκατοντάδες μέχρι λίγα εκατομμύρια βάσεις και συνολικά υπολογίζεται πως αντιστοιχούν στο 13% περίπου του ανθρώπινου γονιδιώματος (Stankiewicz & Lupski, 2010)⁠. Παρά τη μεγάλη τους έκταση, ωστόσο, οι CNV φαίνεται πως είναι πολύ λιγότερο πιθανό να αποτελούν τη γενετική βάση για φαινοτυπική ποικιλομορφία, ιδίως σε ό,τι αφορά τη γενετική βάση ασθενειών σε σχέση με τους SNP (Craddock et al., 2010)⁠.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να σκεφτείτε πιθανούς λόγους γιατί μια πιο έντονη γενετική διαφοροποίηση (CNV) έχει τελικά μικρότερη επίδραση στην εκδήλωση παθολογικών χαρακτηριστικών σε σχέση με τους απλούστερους SNP;


    


    [image: ]


    


    Eικόνα 10.1: Τα δύο βασικά είδη γενετικής ποικιλομορφίας στους πληθυσμούς α) Σημειακοί πολυμορφισμοί (Single nucleotide polymorphisms, SNP). H θέση μέσα στο κόκκινο πλαίσιο διαφέρει μεταξύ των ατόμων στον πληθυσμό, η πλειοψηφία των οποίων είναι ομόζυγοι (Τ:Τ) ενώ κάποια φέρουν έναν πολυμορφισμό (Α) είτε σε ετεροζυγωτία (Τ:Α) ή σε ομοζυγωτία (Α:Α). β) Ποικιλομορφία αριθμού αντιγράφων (Copy number variation, CNV). Μεγαλύτερες περιοχές του γονιδιώματος (από μερικές βάσεις έως μερικές χιλιάδες βάσεις) μπορούν να διπλασιαστούν ή να απαλειφούν σε ομοζυγωτία ή σε ετεροζυγωτία.


    


     Ανεξάρτητα με το αν πρόκειται για SNP ή CNV, η επίδραση της ποικιλομορφίας σε φαινοτυπικό επίπεδο εξαρταται από τη θέση στην οποία εντοπίζεται, την τοπική τους πυκνότητα (αν πρόκειται για SNP) και το αν επικαλύπτονται ή όχι με κωδικές περιοχές. Το ανθρώπινο γονιδίωμα περιέχει περίπου 1.5 εκατομμύριο SNP κάτι που σημαίνει πως κατά μέσο όρο υπάρχει ένα κάθε δύο χιλιάδες βάσεις (Abecasis et al., 2012)⁠. Η μεγάλη πλειοψηφία τους αφορά πιθανότατα θέσεις που δεν έχουν παρά μόνο ελάχιστη ή καμία λειτουργική επίδραση, όμως ανάμεσά τους ενδεχομένως να κρύβονται κάποιες θέσεις που ευθύνονται σε μικρό ή μεγαλύτερο βαθμό για την εμφάνιση κάποιας παθολογικής κατάστασης. Πώς θα εντοπίσουμε τις δεύτερες μεταξύ των πρώτων; Στο σημείο αυτό θα ήταν χρήσιμο να δούμε κάποια ποσοτικά χαρακτηριστικά των SNP πριν περάσουμε σε πιο αναλυτικές περιγραφές της έννοιας της γενετικής ποικιλομορφίας. Όπως είδαμε παραπάνω, στις περισσότερες περιπτώσεις, μια πολυμορφική θέση είναι διαλληλική με το ένα από τα δύο αλληλόμορφα να έχει συνήθως σημαντικά μεγαλύτερη συχνότητα στον πληθυσμό. Ονομάζουμε το αλληλόμορφο αυτό μείζον (major allele) σε αντιδιαστολή με το σπανιότερο, ελάσσον (minor allele) και χρησιμοποιούμε τη συχνότητα του δεύτερου, σπανιότερου αλληλόμορφου (minor allele frequency) για να περιγράψουμε τη συχνότητα ενός SNP στον πληθυσμό. Για παράδειγμα, ένας SNP με συχνότητα ελάσσονος αλληλόμορφου 0.25, σημαίνει ότι εμφανίζεται στο 25% των ατόμων του πληθυσμού. Η συχνότητα αυτή σχετίζεται σε μεγάλο βαθμό με την επίδραση που έχει ένας SNP σε μια συγκεκριμένη βιολογική λειτουργία. Σπάνιοι SNP με πολυ μικρή συχνότητα ελάσσονος αλληλομορφου αποτελούν τη γενετική βάση για ασθένειες των οποίων τα αίτια εντοπίζονται σε συγκεκριμένα γονίδια όπως είναι π.χ. η κυστική ίνωση (Kerem et al., 1989)⁠. Στις περισσότερες περιπτώσεις, τέτοιοι σπάνιοι πολυμορφισμοί οδηγούν σε μεταβολή στις ιδιότητες μιας κωδικοποιούμενης πρωτεΐνης μέσω της αντικατάστασης ενός αμινοξέος ή (ακόμα εντονότερα) με τη δημιουργία ενός κωδικωνίου λήξης. Για τους ιδιαίτερα σπάνιους SNP με τόσο μεγάλη επίδραση, τείνουμε να χρησιμοποιήσουμε τον όρο “μεταλλαγές” παρόλο που δομικά και γενετικά πρόκειται για το ίδιο φαινόμενο (H. Li, 2011)⁠.


     Τι συμβαίνει όμως με τους λιγότερο σπάνιους SNP που αποτελούν και το μεγαλύτερο ποσοστό; Πάνω από ποιο όριο σπανιότητας μπορούμε να περιμένουμε ότι η επίδρασή τους θα είναι αμελητέα; Είναι όλοι οι SNP με ανάλογη συχνότητα εμφάνισης το ίδιο σημαντικοί για τον πληθυσμό; Και ποια είναι η σχέση της επίδρασης ενός SNP με τη συχνότητα εμφάνισής του; Στις επόμενες ενότητες θα δούμε πώς μπορούμε να αξιολογήσουμε τη σημασία που έχει η παρατήρηση ενός SNP σε μια συγκεκριμένη περιοχή. Πριν όμως μπορέσουμε να κάνουμε κάτι τέτοιο, θα πρέπει να δούμε πιο αναλυτικά, χρησιμοποιώντας απλά μαθηματικά, το πώς κατανέμονται τα αλληλόμορφα και πώς κανείς μπορεί να εξετάσει το βαθμό ετεροζυγωτίας ενός πληθυσμού σε μια συγκεκριμένη θέση.


    


    


    Κατανομή αλληλομόρφων σε πληθυσμούς. Η Αρχή Hardy-Weinberg


    


    Όπως συζητήσαμε και παραπάνω, οι περισσότερες πολυμορφικές θέσεις, οι θέσεις δηλαδή όπου εμφανίζεται γενετική ποικιλομορφία στα γονιδιώματα έχουν δύο αλληλόμορφα, κάτι που σημαίνει ότι στις θέσεις αυτές κάθε άτομο με διπλοειδές γονιδίωμα θα συνδυάσει δύο εκδοχές του ίδιου γενετικού χαρακτήρα στα δύο διαφορετικά χρωμοσώματα. Με ποιον τρόπο όμως θα γίνει αυτός ο συνδυασμός και ποια είναι η αναμενόμενη κατανομή των δύο αλληλομόρφων στα άτομα ενός πληθυσμού; Η απάντηση σ' αυτό το πρωταρχικό ερώτημα δίνεται μέσω της Αρχής των Hardy-Weinberg, ενός από τους πιο θεμελιώδεις νόμους της γενετικής (και έναν από τους λίγους ποσοτικούς νόμους της Βιολογίας) . Η αρχή αυτή, που πήρε το όνομά της από τον Άγγλο μαθηματικό Godfrey Harold Hardy (Hardy, 1908)⁠ και το Γερμανό φυσιολόγο Wilhelm Weinberg (Weinberg, 1908)⁠, βασίζεται σε κάποιες αρχικές παραδοχές για τον τρόπο αναπαραγωγή ενός διπλοειδούς οργανισμού (οι πιο σημαντικές από τις οποίες είναι το τυχαίο ζευγάρωμα, οι μη επικαλυπτόμενες γενιές και η φυλετική αναπαραγωγή) για να υπολογίσει τις συχνότητες με τις οποίες θα εμφανίζεται ο κάθε γονότυπος σε ένα γενετικό τόπο με δύο αλληλόμορφα. Πιο συγκεκριμένα, αν ένας γενετικός χαρακτήρας εκφράζεται με δύο αλληλόμορφα που θα συμβολίσουμε με Α (μείζον) και α (ελάσσον) τότε οι πιθανοί γονότυποι σ' ένα διπλοειδές γονιδίωμα είναι:


    ΑΑ, Αα και αα


    Αν ορίσουμε το A ως το μείζον αλληλόμορφο και συμβολίσουμε τη συχνότητα του με p, ενώ αντίστοιχα ορίσουμε τη συχνότητα του α με q και υποθέτοντας φυλετική αναπαραγωγή (την ύπαρξη δηλαδή δύο φύλων που συνδυάζουν το γενετικό τους υλικό), οι συνδυασμοί ΑΑ, Αα και αα μπορούν να προκύψουν με τον τρόπο που φαίνεται στον Πίνακα 10.1:
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    Πίνακας 10.1: Συνδυασμοί δύο αλληλομόρφων σε διπλοειδές γονιδίωμα με φυλετική αναπαραγωγή με βάση την Αρχή Hardy-Weinberg.


    


    Οι πιθανότητες έτσι των τριών γονοτύπων είναι:


    r(ΑΑ)= p2 r(Aα)=2pq r(αα)=q2 10.1


    Όπου ισχύει προφανώς p+q=1.


    Η σημασία της αρχής Hardy-Weinberg έγκειται στο γεγονός ότι έχει χαρακτηριστικά νόμου ισορροπίας. Υποθέτοντας ότι το ζευγάρωμα των γαμετών γίνεται με απόλυτα τυχαίο τρόπο και ότι το μέγεθος του πληθυσμού είναι αρκετά μεγάλο, προκύπτει ότι οι συχνότητες εμφάνισης των τριών γονοτύπων δεν μεταβάλλονται στο χρόνο[41] και παραμένουν σταθερές στις τιμές που προκύπτουν από τον Πίνακα 10.1. Η κατανομή έτσι των αλληλομόρφων στους πιθανούς γονοτύπους παραμένει σταθερή.


    Η αρχή των Hardy-Weinberg μας επιτρέπει να υπολογίσουμε τη συχνότητα με την οποία απαντώνται διάφορα αλληλόμορφα στον πληθυσμό, εφόσον διαθέτουμε επαρκή γνώση των φαινοτυπικών τους επιπτώσεων. Αναλογιστείτε το παρακάτω παράδειγμα για τον υπολογισμό των αλληλομόρφων, στα οποία οφείλεται η κυστική ίνωση, μια γενετική ασθένεια με εξαιρετικά κακή πρόγνωση που προσβάλλει κατά κύριο λόγο τους πνεύμονες ως αποτέλεσμα μεταλλαγών στο γονίδιο της πρωτεΐνης CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) (Kerem et al., 1989)⁠. Η CFTR είναι μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη, της οποίας ο βασικός ρόλος είναι η διατήρηση της ισορροπίας ιόντων χλωρίου εντός του κυττάρου. Διαταραχές στην ισορροπία αυτή οδηγούν σε αποδιοργάνωση της διαδικασίας λίπανσης του επιθηλίου των πνευμόνων, του παγκρέατος, των νεφρών και του παχέος εντέρου με συχνά μοιραία αποτελέσματα (Cheng et al., 1990)⁠. Από γενετική άποψη, η κυστική ίνωση είναι μια σπάνια, αυτοσωμική, υπολειπόμενη ασθένεια που είναι όμως σχετικά συχνή στον πληθυσμό των λευκών καυκάσιων Ευρωπαίων, με συχνότητα εμφάνισης 1/2500. Στην Εικόνα 10.2 φαίνεται ο πιο σημαντικός πολυμορφισμός που οδηγεί στη μεταλλαγή ΔF508, που σε ομοζυγωτία οδηγεί στην εκδήλωση της νόσου (Morral et al., 1994)⁠. Αυτό σημαίνει ότι το αλληλόμορφο στο οποίο αποδίδεται η εκδήλωση της νόσου είναι υπολειπόμενο (recessive) και ότι τα άτομα που νοσούν θα πρέπει να είναι ομοζυγώτες για το ελάσσον αλληλόμορφο (αα). Με μόνο δεδομένο τη συχνότητα εμφάνισης της νόσου μπορούμε έτσι να υπολογίσουμε, με βάση την αρχή Hardy-Weinberg ότι η συχνότητα του ελάσσονος αλληλομόρφου q είναι ίση με:
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    To μείζον αλληλόμορφο θα έχει έτσι συχνότητα p=1-0.02=0.98.


    Πέρα από τη χρήση της για τον υπολογισμό των συχνοτήτων αλληλομόρφων, η ισορροπία Hardy-Weinberg μας προσφέρει τη βασική μηδενική υπόθεση που μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε για να εξετάσουμε το βαθμό στον οποίο η κατανομή των πιθανών γονοτύπων αποκλίνει από την αναμενόμενη. Αποκλίσεις μπορούν να οφείλονται σ' ένα μεγάλο εύρος διαφορετικών φαινομένων που ποικίλουν από την τυχαία γενετική παρέκλιση ως τη δράση της φυσικής επιλογής. Στη συνέχεια θα δούμε με ποιον τρόπο μπορούμε να εκτιμήσουμε στατιστικά την ύπαρξη αποκλίσεων από την ισορροπία Hardy-Weinberg σε περιπτώσεις που υποψιαζόμαστε ότι ο πληθυσμός δεν εξελίσσεται με βάση τις παραδοχές της.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Ο έλεγχος του χ2


    


    Για να καταλάβουμε καλύτερα τη δυνατότητα χρήσης της ισορροπίας Hardy-Weinberg στον έλεγχο υποθέσεων για τη γενετική πληροφορία, ας αναλογιστούμε τώρα ότι μας ζητείται να ελέγξουμε έναν υποπληθυσμό 18000 καυκάσιων λευκών, από τους οποίους οι 12 πάσχουν από κυστική ίνωση. Το ερώτημα που καλούμαστε να απαντήσουμε είναι το εξής:


    Μπορούμε να πούμε αν ο εξεταζόμενος υποπληθυσμός (s) είναι διαφορετικός από το γενικότερο σε ό,τι αφορά την εκδήλωση της ασθένειας ή αν η διαφορετική συχνότητα εμφάνισης της νόσου είναι μέσα στα όρια τυχαίων διακυμάνσεων;


    Για να απαντήσουμε στην παραπάνω ερώτηση χρειαζόμαστε α) μια ποσότητα (ή ένα σύνολο ποσοτήτων) που θα χαρακτηρίζει τον πληθυσμό β) μια υπόθεση εργασίας που να αντιστοιχεί στην τυχαία κατάσταση και με βάση την οποία θα υπολογίσουμε τις αναμενόμενες τιμές και γ) ένα στατιστικό έλεγχο για την απόρριψη ή όχι της υπόθεσης αυτής. Οι ποσότητες που θα χρησιμοποιήσουμε για να εκτιμήσουμε τον πληθυσμό είναι οι συχνότητες εμφάνισης των αλληλομόρφων του γονιδίου ενώ η μηδενική υπόθεση θα είναι ότι οι συχνότητες αυτές θα προκύπτουν από την ισορροπία Hardy-Weinberg με βάση τη συχνότητα εμφάνισης της ασθένειας στο γενικότερο πληθυσμό. Στην προηγούμενη ενότητα υπολογίσαμε τις συχνότητες εμφάνισης των δύο αλληλομόρφων ως p=0.98 και q=0.02. Έτσι, για το γενικότερο πληθυσμό θα έχουμε:


    ΑΑ=p2=0.982= 0.96


    αα=q2=0.022= 0.0004


    Aα=2pq=2x(0.02x0.98)=0.0396
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    Eικόνα 10.2: Σχηματική αναπαράσταση του γονιδίου CFTR στο γονιδιωματικό Φυλλομετρητή του University of California at Santa Cruz (UCSC Genome Browser, βλ. και Κεφάλαιο 11). Το γονίδιο εδράζεται στο χρωμόσωμα 7 του ανθρώπινου γονιδιώματος, έχει συνολικό μήκος ~188kbp και αποτελείται από 26 εξόνια, τα οποία φαίνονται με κάθετες γραμμές στο πάνω μέρος της Εικόνας. Κάτω από το διάγραμμα του γονιδίου είναι σημειωμένοι οι πολυμορφισμοί που σχετίζονται κλινικά με την εκδήλωση της κυστικής ίνωσης. Στο κάτω μέρος της Εικόνας φαίνεται μεγεθυμένη μια περιοχή του εξονίου 10 που περιέχει κάποιους από τους πιο υψηλής επικινδυνότητας πολυμορφισμούς. Σημειωμένος με γκρίζο πλαίσιο είναι ο rs113993960 που συνιστά και την πιο επικίνδυνη μεταλλαγή ΔF508 η οποία οδηγεί σε απαλοιφή ενός καταλοίπου φαινυλαλανίνης (F) από τη CFTR πρωτεΐνη. Η συχνότητα της ΔF508 στον πληθυσμό των λευκών καυκάσιων είναι 1/50 και σε ομοζυγωτία οδηγεί στην εκδήλωση της νόσου.


    


    Οι παραπάνω τιμές είναι έτσι οι αναμενόμενες τιμές, δεδομένης της υπόθεσης ότι ο υποπληθυσμός που μελετούμε είναι μέρος του γενικότερου πληθυσμού. Για τον υποπληθυσμό αυτό η συχνότητα εμφάνισης της νόσου είναι ίση με 12/18000=1/1500. Με βάση την ανάλυση που περιγράφηκε στην εξίσωση 10.2 μπορούμε να υπολογίσουμε ότι για τον υποπληθυσμό αυτόν:
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     Χρησιμοποιώντας την αρχή των Hardy-Weinberg για την τιμή q που υπολογίσαμε στην 10.3 προκύπτει ότι οι συχνότητες των τριών γονοτύπων για τον υποπληθυσμό S είναι:


     ΑΑs=p2=(1-q)2=(1-0.026)2=0.95


    ααs=q2=0.0262= 0.0006


     Aαs=2pq=2x(0.026x0.95)=0.0494


     Έχοντας υπολογίσει τις παρατηρούμενες (ΑΑs,ααs,Ααs) τιμές συχνοτήτων για των υποπληθυσμό (s) που μελετούμε, χρειαζόμαστε τώρα ένα στατιστικό έλεγχο για να εκτιμήσουμε κατά πόσο οι διαφορές τους από τις αναμενόμενες είναι στατιστικά σημαντικές. Ο έλεγχος που θα χρησιμοποιήσουμε είναι ο έλεγχος χ2 (τον οποίο διαβάζουμε ως “έλεγχος χι-τετράγωνο”), ο οποίος χρησιμοποιείται για υποθέσεις που ακολουθούν την ομώνυμη κατανομή (χ2), μια κατανομή που προκύπτει ως το άθροισμα των τετραγώνων k ανεξάρτητων τυχαίων μεταβλητών. Ως k ορίζεται έτσι ο βαθμός ελευθερίας της κατανομής και λέμε ότι πραγματοποιούμε έλεγχο χ2 με k βαθμούς ελευθερίας. Ο έλεγχος χ2 πραγματοποιείται με τη χρήση της εξίσωσης:
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     Όπου ο δείκτης i αντιστοιχεί στα πλήθη των παρατηρούμενων και αναμενόμενων γονοτύπων αντίστοιχα. Πρέπει να σημειώσουμε εδώ ότι η 10.4 εφαρμόζεται στους καθαρούς αριθμούς των ατόμων που ανήκουν σε κάθε γονότυπο (αναμενόμενο και παρατηρούμενο) κι όχι στις συχνότητες εμφάνισής τους. Έτσι για έναν πληθυσμό 18000 ατόμων όπως είναι ο s, η αναμενόμενη τιμή για το γονότυπο ΑΑ θα είναι 18000x0.96=17280, ενώ η αντίστοιχη παρατηρούμενη θα ισούται με 18000x0.95=17100. Mε ανάλογο τρόπο και με αντικατάσταση παρατηρούμενων και αναμενόμενων συχνοτήτων η εξίσωση 10.4 θα δώσει:
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     Τι μας λέει όμως μια τιμή χ2=47.38; Όπως και σ' όλους τους στατιστικούς ελέγχους που έχουμε συζητήσει ως εδώ, χρειαζόμαστε μια ποσότητα που να μπορεί να αντιστοιχηθεί σε μια πιθανότητα παρατήρησης των συγκεκριμένων αριθμητικών τιμών. Για την ποσότητα του χ2 αυτό γίνεται είτε ανατρέχοντας σε στατιστικούς πίνακες που αντιστοιχούν τις τιμές χ2 σε τιμές p-value, είτε μέσω της απευθείας εφαρμογής του ελέγχου χ2 σε υπολογιστικά πακέτα (όπως η R, το GraphPad κλπ). Ανατρέχοντας σ' έναν τέτοιο πίνακα για χ2=47.38 θα πρέπει επίσης να δηλώσουμε τους βαθμούς ελευθερίας (degrees of freedom, ή για συντομία df) του συστήματός μας. Αυτοί υπολογίζονται ως εξής:


     df = Αριθμός των κατηγοριών δεδομένων – Αριθμός παραμέτρων που υπολογίζονται 10.6


     Στην περίπτωσή μας, οι κατηγορίες είναι 3 (οι τρεις γονότυποι) ενώ ο αριθμός των παραμέτρων που υπολογίζουμε είναι μία, η συχνότητα του ελάσσονος αλληλομόρφου q αφού η p μπορεί να υπολογιστεί απευθείας από την q. Προκύπτει έτσι ότι για df=3-1=2, η τιμή χ2=47.38 αντιστοιχεί σε p-value<0.0001, είναι δηλαδή εξαιρετικά σημαντική από στατιστική άποψη. Η μικρή τιμή p-value αντιστοιχεί στην πιθανότητα παρατήρησης των συγκεκριμένων τιμών, δεδομένου ότι ισχύει η μηδενική υπόθεση, η υπόθεση δηλαδή που κάναμε αρχικά ότι ο υποπληθυσμός s είναι μέρος του γενικότερου πληθυσμού και ως εκ τούτου περιέχει τα δύο αλληλόμορφα με ανάλογες συχνότητες. Χαμηλες τιμές p-value συνηγορούν έτσι υπέρ της απόρριψης της μηδενικής υπόθεσης. Κάτι τέτοιο ήταν αναμενόμενο στο συγκεκριμένο παράδειγμα ήδη από τη στιγμή που υπολογίσαμε τη συχνότητα εμφάνισης της ασθένειας (1/1500 για τον υποπληθυσμό s σε σχέση με 1/2500 για το γενικότερο), ωστόσο, η σύγκριση δεδομένων γενετικής ποικιλομορφίας θα πρέπει να γίνεται πάντα με πολύ μεγάλη προσοχή και λαμβάνοντας υπόψη τον όγκο των δεδομένων που συγκρίνουμε. Ειδικά για την περίπτωση του χ2 το μέγεθος του δείγματος έχει πολύ μεγάλη σημασία. Για να γίνει αυτό κατανοητό αρκεί να δούμε τι συμβαίνει αν το μέγεθος του υποπληθυσμού s μειωθεί στο ένα δέκατο (από 18000 σε 1800 άτομα). Κρατώντας τις ίδιες συχνότητες εμφάνισης αλληλομόρφων παίρνουμε p-value=0.03, μια τιμή οριακά κάτω από το συνηθισμένο κατώφλι του 0.05, ενώ για έναν πληθυσμό 180 ατόμων η τιμή γίνεται p=0.69.


    


    


    Η βάση της γενετικής ποικιλομορφίας


    


    Ανασυνδυασμός και Γενετική Σύνδεση


    


    Mέχρι στιγμής έχουμε εξετάσει τη βασική μονάδα της γενετικής ποικιλομορφίας που στηρίζεται στην έννοια του αλληλόμορφου[42]. Πώς όμως διαμορφώνεται η συνολική ποικιλομορφία σε πληθυσμιακό επίπεδο; Η βάση για το παρατηρούμενο τεράστιο εύρος φαινοτυπικών παραλλαγών έγκειται στο εξίσου ασύλληπτο πλήθος των δυνατών συνδυασμών των διαφόρων αλληλομόρφων. Στην περίπτωση του ανθρώπινου γονιδιώματος, που όπως είδαμε πιο πάνω περιέχει περίπου 1.5x10-6 SNP, ο αριθμός των πιθανών συνδυασμών αυτών των πολυμορφισμών είναι αστρονομικού (ή καλύτερα πλέον, γονιδιωματικού) μεγέθους. Φυσικά το σύνολο όλων αυτών των συνδυασμών δεν πρόκειται να πραγματοποιηθεί λόγω -εκτός του τρομακτικού αριθμού τους- και κάποιων εγγενών περιορισμών όπως οι σχετικές συχνότητες των SNP, ή η ύπαρξη υποπληθυσμών που δεν αναμιγνύουν με την ίδια συχνότητα το γενετικό τους υλικό λόγω γεωγραφικής απομόνωσης (ακόμα και στην εποχή της παγκοσμιοποίησης, είναι αρκετά σπάνιο ένας Εσκιμώος να ζευγαρώσει με μια Νεοζηλανδή Μαορί). Ένα μεγάλο μέρος όμως των πιθανών συνδυασμών αλληλομόρφων πραγματοποιείται και συνεχίζει να εξελίσσεται δυναμικά σε πληθυσμιακό επίπεδο. Ο βιολογικός μηχανισμός που επιτρέπει τη διαμόρφωσή τους είναι η φυσική διαδικασία του γενετικού ανασυνδυασμού (genetic recombination), μέσω της οποίας η φυλετική αναπαραγωγή οδηγεί σε απογόνους που διαφέρουν γενετικά από τους γονείς τους. Μέσω του ανασυνδυασμού, χρωμοσωμικά τμήματα που είναι ομόλογα (αφορούν δηλαδή τον ίδιο γενετικό τόπο στα δύο αντίγραφα των χρωμοσωμάτων) αλληλοδιασταυρώνονται όπως φαίνεται σχηματικά στην Εικόνα 10.3. Το αποτέλεσμα είναι ότι τμήματα από τα δύο γονεϊκά ανακατανέμονται με διαφορετικό τρόπο σε κάθε γεγονός αναπαραγωγής ώστε να προκύπτει ένας διαφορετικός γονότυπος κάθε φορά. Η διαδικασία του ανασυνδυασμού, πολύ περισσότερο από την ανάδυση νέων πολυμορφισμών και μεταλλαγών είναι η βάση της γενετικής ποικιλομορφίας στους φυλετικά αναπαραγόμενους πληθυσμούς.


    Τόσο η έκταση των περιοχών που ανασυνδυάζονται όσο και η συχνότητα με την οποία αυτό συμβαίνει καθώς ο πληθυσμός εξελίσσεται διαφέρουν σημαντικά κατά μήκος τους γονιδιώματος. Στην Εικόνα 10.4 αυτές οι διαφορές αποτυπώνονται σχηματικά σ' ένα χάρτη του ανθρώπινου γονιδιώματος (Chowdhury, Bois, Feingold, Sherman & Cheung, 2009)⁠. To μήκος των περιοχών που ανασυνδυάζονται είναι ένα σημαντικό μέγεθος για τη γενετική και στην πραγματικότητα αποτέλεσε τη βάση για τις πρώτες μονάδες μέτρησης μήκους των γονιδιωμάτων πριν η σύγχρονη γονιδιωματική περάσει στην εποχή της λεπτομερούς αλληλούχισής τους. Ο Αμερικανός γενετιστής Τhomas Hunt Morgan ήταν από τους πρώτους που μελέτησαν την εννοια της γενετικής σύνδεσης (genetic linkage), για να περιγράψει την τάση στοιχείων του γονιδιώματος να ανήκουν στην ίδια “μονάδα ανασυνδυασμού” (Morgan, 1911)⁠.
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    Eικόνα 10.3: Σχηματική αναπαράσταση του ομόλογου ανασυνδυασμού κατά τη φυλετική αναπαραγωγή. Τμήματα των χρωμοσωμάτων από τα γονιδιώματα των δύο γονέων (χρωματιστές στήλες πάνω) συνδυάζονται κατά μήκος με αποτέλεσμα το γονιδίωμα του απογόνου να περιέχει ομόλογα τμήματα και από τους δύο γονείς σε κάθε χρωμοσωμικό αντίγραφο. Στο σχήμα της Εικόνας ο απόγονος είναι ομοζυγωτικός για τη θέση 2 (A/A) (στην οποία οι γονείς του ήταν ετερόζυγοι), κληρονομεί την ετεροζυγωτία από το πατρικό γονιδίωμα στη θέση 4 (G/C) και γίνεται ετερόζυγος στη θέση 7 (Τ/Α) για την οποία οι γονείς του ήταν ομόζυγοι σε διαφορετικό αλληλόμορφο.



    


    Η έννοια της γενετικής σύνδεσης περιγράφει την τάση που έχουν δύο (ή περισσότεροι) χαρακτήρες να κληρονομούνται μαζί. Η σχέση αυτή είναι άμεσα συνδεδεμένη με τις σχετικές τους θέσεις στο γονιδίωμα, καθώς αποτελούν τμήμα μιας χρωμοσωμικής περιοχής που κληρονομείται πάντοτε (ή για την ακρίβεια με πολύ μεγάλη συχνότητα) αυτούσια, χωρίς να διακόπτεται από γεγονότα ανασυνδυασμού. Προς τιμήν του Morgan, η βασική μονάδα μέτρησης της γενετικής σύνδεσης που αντιστοιχεί στην απόσταση πάνω στο ίδιο χρωμόσωμα μεταξύ δύο γενετικών χαρακτήρων που έχουν πιθανότητα ίση με 1 να διακοπούν από ένα γεγονός ανασυνδυασμού, ονομάζεται Morgan[43]. Έτσι λέμε ότι δύο γενετικοί τόποι απέχουν 0.01 Morgan ή 1cM (centi-Morgan) αν μεταξύ τους υπάρχει πιθανότητα να συμβούν 0.01 γεγονότα ανασυνδυασμού ανά γενιά.
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    Eικόνα 10.4: Χρωμοσωμικοί χάρτες για τα τρία μεγαλύτερα ανθρώπινα χρωμοσώματα που δείχνουν τη διαφορετική συχνότητα ανασυνδυασμού κατά μήκος του γονιδιώματος. Με κόκκινο η σχετική συχνότητα ανασυνδυασμού στους άνδρες και με γαλάζιο στις γυναίκες. Περιοχές όπου η συχνότητα ανασυνδυασμού ξεπερνά τη μέση τιμή κατά δύο μονάδες τυπικής απόκλισεις είναι σκιασμένες με γκρίζο και συνιστούν “ζούγκλες ανασυνδυασμού”. (Eικόνα προσαρμοσμένη από την εργασία των Chowdhury et al 2009, CC BY 3.0).


    


    


    Απλότυποι και Στατιστική Γενετική Σύνδεση


    


    Η γενετική σύνδεση επέτρεψε μια εκρηκτική άνθιση στη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας καθώς παρείχε το βασικό θεωρητικό εργαλείο για την ανάλυση του τρόπου με τον οποίο συνδυάζονται και κληρονομούνται τα αλληλόμορφα (Bateson, Waunders & Punnett, 1909)⁠. Σήμερα, με τις σύγχρονες μεθοδολογίες που επιτρέπουν τη γονοτύπηση σε μονονουκλεοτιδικό επίπεδο, μπορούμε να προσδιορίσουμε με μεγάλη ακρίβεια όχι μόνο τα όρια των περιοχών του γονιδιώματος που κληρονομούνται από τον ίδιο γονέα αλλά και την πιθανότητα να συμβεί αυτό καθώς και την πιθανότητα που έχουν να κληρονομηθούν μαζί με άλλες γειτονικές περιοχές τους (Gunderson et al., 2005)⁠. Περνώντας έτσι από το επίπεδο των απλών πολυμορφισμών μπορούμε να ορίσουμε μια διευρυμένη μονάδα γενετικής ποικιλομορφίας ως την περιοχή του γονιδιώματος μέσα στην οποία οι πολυμορφισμοί έχουν μεγάλη πιθανότητα να κληρονομούνται από τον ίδιο γονέα. Οι μονάδες αυτές, που τις ονομάζουμε haploblock (μια προσπάθεια απόδοσης του όρου στα ελληνικά θα ήταν “δέσμες απλοτύπων”) συνθέτουν το γενετικό πρότυπο ευρύτερων ομάδων του πληθυσμού. Παρόλο δηλαδή που κάθε άτομο μπορεί να φέρει διαφορετικά αλληλόμορφα (SNP, CNV) σε συγκεκριμένες θέσεις, οι δέσμες, τα block του γονιδιώματος μέσα στις οποίες αυτά οριοθετούνται είναι συχνά καλά ορισμένες. Το σύνολο των δεσμών αυτών και των μεταξύ τους ορίων συνιστούν αυτό που ονομάζεται απλότυπος (haplotype) και που αντιπροσωπεύει το συνδυασμό του γονοτύπου του κάθε ατόμου σε σχέση με την κατανομή των haploblock στα χρωμοσώματά του.


    


    


    Ερώτηση: Αν το γενετικό προφίλ ενός ατόμου σ' έναν πληθυσμό δίνεται από το σύνολο των πολυμορφισμών του, μπορείτε να σκεφτείτε τι χαρακτηρίζει ένας απλότυπος;


    


    Όπως αναφέραμε και παραπάνω, ο απλότυπος ορίζει περισσότερο ένα υποσύνολο ενός πληθυσμού παρά ένα συγκεκριμένο άτομο, καθώς πολλά άτομα του ίδιου πληθυσμού μπορούν να μοιράζονται την ίδια διάταξη haploblocks χωρίς υποχρεωτικά αυτές να περιέχουν τους ίδιους πολυμορφισμούς. Στην πραγματικότητα, τα περισσότερα άτομα του ανθρώπινου πληθυσμού αντιστοιχούν σε μερικές δεκάδες μόνο απλοτύπους. H χαρτογράφηση των απλοτύπων ενός μεγάλου αριθμού ατόμων αποτελεί το στόχο μεγάλων ερευνητικών προσπαθειών όπως είναι το Human HapMap Project (The International HapMap Consortium, 2003)⁠ (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Απώτερη επιδίωξη τέτοιων ερευνητικών προγραμμάτων είναι κυρίως η μελέτη του τρόπου εξέλιξης του ανθρώπινου γονιδιώματος σε επίπεδο δομής πληθυσμού και κατά δεύτερο λόγο του εντοπισμού στοιχείων του γονιδιώματος που να μπορούν να χρησιμεύσουν στην εξακρίβωση της μηχανιστικής βάσης γενετικών ασθενειών.


    Πώς δημιουργείται όμως ένας χάρτης απλοτύπου για ένα δεδομένο δείγμα του πληθυσμού και πως ορίζονται οι περιοχές haploblock; Η βάση για την ανάλυσή τους είναι οι μελέτες γενετικής συσχέτισης. Η γενετική συσχέτιση (statistical genetic association) σε αντίθεση με την γενετική σύνδεση (linkage) δεν είναι αποτέλεσμα απευθείας γενετικής σύνδεσης αλλά της στατιστικής εκτίμησής της, από έναν μεγάλο αριθμό γονοτύπων. Η γενετική σύνδεση προϋποθέτει ότι γνωρίζει κανείς τους γονοτύπους μεταξύ κοντινών συγγενών καθώς και τις μεταξύ τους συγγενικές θέσεις, με τρόπο που να μπορεί να αντιπαραβάλλει το γενεαλογικό τους δέντρο με τη γενετική πληροφορία και να εξαγάγει έτσι, απευθείας συμπεράσματα για τον τρόπο με τον οποίο έχουν κληρονομηθεί τα διάφορα χαρακτηριστικά. Τι συμβαίνει όμως στην περίπτωση που δεν είναι δυνατόν να γονοτυπηθεί μια οικογένεια και που τα χαρακτηριστικά που μας ενδιαφέρουν δεν είναι εύκολο να αποδοθούν στα μέλη της; Φανταστείτε για παράδειγμα ότι μελετούμε μια παθολογική κατάσταση που είναι αρκετά σπάνια για να την εντοπίσουμε μέσα σε μια οικογένεια. Η γενετική συσχέτιση μας επιτρέπει να μελετήσουμε τη γενετική ποικιλομορφία σ' ένα μεγάλο αριθμό ατόμων και να χρησιμοποιήσουμε στατιστικούς εκτιμητές για να εντοπίσουμε τις γονιδιωματικές περιοχές που πιθανότατα εμπλέκονται στην εκδήλωσή της. Το HapMap Project για παράδειγμα, έχει συγκεντρώσει μεγάλο αριθμό από SNP από ένα μεγάλο αριθμό ατόμων και μέσω γενετικής συσχέτισης έχει ανασυστήσει τους διαφορετικούς απλοτύπους για το σύνολο του ανθρώπινου πληθυσμού. Με τον τρόπο αυτό, παρέχει ένα σύστημα παράλληλων χαρτών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον εντοπισμό γενετικών παραλλαγών που είναι σημαντικές για παθολογικές καταστάσεις. Λεπτομερής χαρτογράφηση επιτρέπει έτσι τον εντοπισμό της γενετικής βάσης για την εκδήλωση ενός φαινοτύπου, καθώς αν ένα γενετικό χαρακτηριστικό κληρονομείται μαζί με συγκεκριμένα SNP των οποίων τη θέση και το πρότυπο κληρονόμησης γνωρίζουμε μέσω των απλοτύπων, τότε μπορούμε εύκολα να εντοπίσουμε το γονίδιο (ή τη γενικότερη περιοχή) στην οποία εδράζεται το γενετικό χαρακτηριστικό αυτό.


    


    


    Ανισορροπία Γενετικής Σύνδεσης (Linkage Disequilibrium)


    


    Στην Εικόνα 10.5 βλέπουμε έναν χαρακτηριστικό τρόπο αναπαράστασης μιας χρωμοσωμικής περιοχής σε διακριτές δέσμες haploblock. Παράλληλα με το μήκος της χρωμοσωμικής αλληλουχίας ορίζονται τριγωνικές περιοχές σ' ένα θερμικό χάρτη, με τρόπο ανάλογο με αυτόν που είδαμε στο Κεφάλαιο 5 για την αναπαράσταση χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων σε τρεις διαστάσεις. Κάθε σημείο στο θερμικό χάρτη αντιστοιχεί έτσι σε δύο γονιδιωματικές συντεταγμένες που προκύπτουν από τις προβολές του σημείου στη χρωμοσωμική αλληλουχία σε γωνίες 45°. Tο χρώμα του κάθε σημείου αντιστοιχεί σε μια χαρακτηριστική τιμή που υποδηλώνει τη μη-τυχαία γενετική σύνδεση δύο γενετικών τόπων. Η τιμή αυτή ονομάζεται ανισορροπία γενετικής σύνδεσης (linkage disequilibrium και για συντομία στο εξής LD) και ορίζεται ως εξής:


    Υποθέτουμε ότι ένα αλληλόμορφο Α έχει συχνότητα pA και αντίστοιχα ένα άλλο αλληλόμορφο Β (για διαφορετικό γενετικό χαρακτήρα) έχει συχνότητα pΒ. Έστω τώρα ότι η συχνότητα εμφάνισης των δύο αλληλομόρφων στον ίδιο πληθυσμό είναι pAΒ. Αν εξετάσουμε τις συχνότητες εμφάνισης ως πιθανότητες (όπως έχουμε κάνει στα Κεφάλαια 1, 2 και 3) και με βάση τη βασική ιδιότητα της ανεξαρτησίας (βλ. Κεφάλαιο 2) μπορούμε να υποθέσουμε ότι αν η συνεμφάνιση των αλληλομόρφων Α και Β στο ίδιο άτομο είναι αποτέλεσμα δύο τελείως ανεξάρτητων ενδεχομένων τότε η συχνότητα αυτής της συνεμφάνισης θα είναι ίση με το γινόμενο των δύο επιμέρους συχνοτήτων:
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    H σχέση 10.6 αντιστοιχεί στην πλήρη ανεξαρτησία της σύνδεσης των Α και Β. Λέμε τότε ότι τα δύο αλληλόμορφα βρίσκονται σε ισορροπία σύνδεσης. Κάτι τέτοιο σημαίνει ότι, στην περιοχή στην οποία βρίσκονται, δεν υφίστανται περιορισμοί σχετικά με τον ανασυνδυασμό[44]. Τι συμβαίνει όμως στην περίπτωση που η 10.6 δεν ισχύει; Είναι λογικό τότε να υποθέσουμε ότι κάποιος περιορισμός οδηγεί τα Α και Β να συνεμφανίζονται με μεγαλύτερη ή μικρότερη συχνότητα από την αναμενόμενη (Hill & Robertson, 1968)⁠. Ο περιορισμός αυτός είναι στις περισσότερες περιπτώσεις γενετικός και οφείλεται στη γενετική σύνδεση. Ορίζουμε την ανισορροπία σύνδεσης ως τη διαφορά μεταξύ των δύο μελών της εξίσωσης 10.6:
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    Η τιμή της DAB αφορά ειδικά τα αλληλόμορφα Α και Β κι έτσι εξαρτάται αποκλειστικά από τις σχετικές συχνότητες των Α και Β. Διαφορετικά αλληλόμορφα σε πολύ παραπλήσιες γονιδιωματικές θέσεις μπορεί να εμφανίζουν διαφορετικές τιμές D εξαιτίας των συχνοτήτων εμφάνισής τους, κάτι που δυσκολεύει τη συνολική περιγραφή γονιδιωματικών περιοχών με όρους γενετικής σύνδεσης. Για παράδειγμα, ένα ζεύγος πολύ κοινών αλληλόμορφων Κ1, Κ2 που βρίσκεται στην ίδια περιοχή με ένα ζεύγος σπάνιων αλληλομόρφων Σ1,Σ2 θα έδινε για την ίδια χρωμοσωμική περιοχή δύο πολύ διαφορετικές τιμές DK1K2 και DΣ1Σ2. Έτσι, ένας καλύτερος τρόπος για να εκφράσουμε τη διαφορά της σχέσης 10.7 είναι να κανονικοποιήσουμε την τιμή Dσυγκρίνοντάς τη με τη μέγιστη τιμή που θα μπορούσε να πάρει:
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    όπου:
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    H εξίσωση 10.9 ουσιαστικά υπολογίζει τη μέγιστη τιμή της D για κάθε υποπερίπτωση σχετικά με τις σχετικές συχνότητητες των Α και Β. Στην περίπτωση που D<0 αυτό σημαίνει ότι τα δύο αλληλόμορφα εμφανίζονται με μικρότερη συχνότητα από την αναμενόμενη (με βάση την εξίσωση 10.7) οπότε ο έλεγχος γίνεται με βάση την πιθανότητα συνεμφάνισης των δύο αλληλομόρφων ή των συγγενικών τους (1-p). Για D>0 η συχνότητα συνεμφάνισης είναι μεγαλύτερη από την αναμενόμενη και τότε οι πιθανότητες αναφοράς είναι αυτές που αφορούν συνδυασμούς του ενός αλληλόμορφου με το συγγενικό του αλλου.


    Ένας άλλος τρόπος για να προκύψει μια σταθμισμένη ποσότητα γενετικής σύνδεσης είναι ο συντελεστής γενετικής συσχέτισης που συμβολίζουμε με r2 και που σχετίζεται με την D μέσω της σχέσης:
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    από την οποία προκύπτει ότι για r2=1 έχουμε πλήρη ανισορροπία σύνδεσης ενώ για r2=0 έχουμε πλήρη ισορροπία. Στην Εικόνα 10.5 μπορείτε να δείτε πως υπολογισμοί για την ανισορροπία σύνδεσης οδηγούν στον ορισμό haploblocks σ' ένα δεδομένο γενετικό τόπο. Η πρακτική σημασία των υψηλών τιμών r2 είναι ότι αντιστοιχούν σε αλληλόμορφα (ή SNP) που είναι συσχετισμένα και παρατήρηση του ενός από τα δύο παρέχει πληροφορία για την ύπαρξη και του άλλου. Περιοχές με συστηματικά χαμηλές τιμές r2 αντιστοιχούν σε περιοχές μεταξύ των οποίων οι γενετικοί χαρακτήρες είναι σε ισορροπία σύνδεσης και συνεπώς κληρονομούνται ανεξάρτητα από τα γονεϊκά χρωμοσώματα. Περιοχές μεταξύ των οποίων οι χαμηλές τιμές μεταβάλλονται σε υψηλές αντιστοιχούν σε όρια μεταξύ διαφορετικών haploblocks, μεταξύ των οποίων η πιθανότητα ανασυνδυασμού είναι μεγάλη.


    


    


    Μελέτες Γενετικής Συσχέτισης


    


    Έχοντας ως εδώ περιγράψει τα επίπεδα στα οποία εκφράζεται η γενετική ποικιλομορφία και τους τρόπους με τους οποίους μπορούμε να τα χαρτογραφήσουμε, θα επιστρέψουμε στο αρχικό μας ερώτημα που έχει να κάνει με τη σχέση ενός παρατηρούμενου φαινοτύπου με τον υποκείμενο γονότυπο μεταξύ ατόμων του ίδιου πληθυσμού. Στην περίπτωση του ανθρώπινου γονιδιώματος, η γνώση, από τη μια πλευρά, των πολυμορφικών θέσεων και από την άλλη, των μεταξύ τους συσχετίσεων μέσω των σχέσεων LD, μας επιτρέπει να διερευνήσουμε επιμέρους διαφορές μεταξύ ατόμων με σκοπό να εντοπίσουμε αιτιακές συνδέσεις γονοτύπων-φαινοτύπων.


    Η βασική μεθοδολογία για να γίνει αυτή η σύνδεση είναι μέσω μελετών γενετικής σύνδεσης (association studies), οι οποίες διεξάγονται πλέον σε γονιδιωματική κλίμακα μέσω της ανάπτυξης τεχνικών μικροσυστοιχειών και αλληλούχισης νέας γενιάς. Μιλάμε έτσι πλέον για μελέτες γενετικής σύνδεσης σε γονιδιωματική κλίμακα (Genome-Wide Association Studies, ή για συντομία στο εξής GWAS). Η ενοποιητική αρχή όλων των μελετών σύνδεσης είναι η διάρθρωση της μελέτης σε τρεις άξονες:


    · Την καταγραφή των πολυμορφισμών μεταξύ ατόμων του εξεταζόμενου δείγματος.


    · Τη συσχέτιση της ποικιλομορφίας με κάποιο/α φαινοτυπικό/α χαρακτηριστικό/α.


    · Τη στατιστική εκτίμηση των εξαγόμενων συσχετίσεων.


    Τα τελευταία χρόνια οι μελέτες σύνδεσης σε γονιδιωματική κλίμακα έχουν αποτελέσει την “αιχμή του δόρατος” για την πρόοδό μας στην κατανόηση πολύπλοκων ασθενειών μέσω του συνδυασμού της δυνατότητας ανάλυσης μεγάλων δειγμάτων πληθυσμού και των αυξανόμενων γνώσεών μας για τη δομή των πληθυσμών αυτών. Το 2005, μια από τις πρώτες τέτοιες μελέτες σε μεγάλη κλίμακα οδήγησε στην εξακρίβωση της γενετικής βάσης του εκφυλισμού της ωχράς κηλίδας (Klein et al., 2005)⁠, δίνοντας έτσι σημαντική ώθηση για την εφαρμογή GWAS προσεγγίσεων σε μια σειρά από πολύπλοκες ασθένειες και σύνδρομα όπως είναι τα αυτοάνοσα νοσήματα (Okada et al., 2013)⁠, οι καρδιαγγειακές παθήσεις κλπ. Παρά το σημαντικό κόστος που επισύρουν και τις εγγενείς δυσκολίες στην οργάνωση και συλλογή των δειγμάτων, πάνω από 500 τέτοιες μελέτες έχουν δημοσιευθεί έκτοτε και ο αριθμός τους συνεχώς αυξάνει.


    Ανάλογα με το είδος του δείγματος αλλά και την εξεταζόμενη φαινοτυπική ιδιότητα, οι GWAS μπορούν να διακριθούν στις παρακάτω κατηγορίες.
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    Eικόνα 10.5: Αναπαράσταση του βαθμού LD για μια περιοχή του γενετικού τόπου του ανθρώπινου γονιδίου LMX1B. Σε έναν τέτοιο τριγωνικό θερμικό χάρτη κάθε τετράγωνο αντιστοιχεί στην τιμή LD μεταξύ των περιοχών του γονιδιώματος που βρίσκονται στις προβολές του τετραγώνου σε γωνία 45 μοιρών. Διακρίνονται περιοχές με υψηλές τιμές LD (π.χ. γαλάζιο πλαίσιο) που οδηγούν στον καθορισμό block απλοτύπων (haploblocks), ενώ περιοχές με χαμηλή τιμή LD αντιστοιχούν σε περιοχές που δεν ανήκουν στο ίδιο haploblock (πράσινο πλαίσιο). (Η Εικόνα προσαρμόστηκε από την εργασία των Thanseem et al., 2011, CC BY 3.0).


    


    


    Μελέτες σύνδεσης σε οικογενειακό επίπεδο


    


    Σ' αυτές αναλύεται η γενετική ποικιλομορφία σε περιορισμένο αριθμό ατόμων της ίδιας οικογένειας. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, το πλεονέκτημα των μεθόδων αυτών είναι ότι εκμεταλλεύονται την κοινή απλοτυπική διάταξη που αναμένεται μεταξύ μελών της ίδιας οικογένειας. Μειονέκτημά τους είναι ότι δύσκολα μπορούν να εντοπίσουν συσχετίσεις μεταξύ γονοτύπου και πολύπλοκων φαινοτυπικών χαρακτήρων για λόγους που θα εξετάσουμε στη συνέχεια. Από την άλλη πλευρά, γονοτυπικές αλλαγές που έχουν πολύ μεγάλη επίδραση στο φαινότυπο (και συνεπώς αναμένεται να είναι αρκετά σπάνιες), μελετώνται κατά προτίμηση μεταξύ των μελών της ίδιας οικογένειας (Marenberg, Risch, Berkman, Floderus & de Faire, 1994)⁠.


    


    


    Μελέτες ασθενών-μαρτύρων (case-control studies)


    


    Οι μελέτες ασθενών μαρτύρων αποτελούν το είδος των GWAS που διενεργείται με τη μεγαλύτερη συχνότητα. Βασίζονται στο διαχωρισμό του δείγματος σε δύο κατηγορίες με βάση ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό δυαδικού τύπου (π.χ. ασθενείς-υγιείς) (Sawcer et al., 2011)⁠. Πολύ συχνά, ο δυαδικός χαρακτήρας του φαινοτύπου δεν προσδιορίζεται παρά μόνο προσεγγιστικά ως τέτοιος, για παράδειγμα ένας ασθενής από ένα υγιές άτομο μπορεί να διαφέρουν σ' ό,τι αφορά τα επίπεδα έκφρασης μιας πρωτεΐνης και όχι στην έκφραση ή μη-έκφρασή της, ωστόσο η γνώση του συστήματος που μελετούμε περιορίζει αποφασιστικά και το είδος της μελέτης. Σε περιπτώσεις πολύπλοκων ασθενειών ή καταστάσεων που αναμένεται να εξαρτώνται από περισσότερα από ένα χαρακτηριστικά η δυαδική προσέγγιση είναι αυτή που επιλέγεται υποχρεωτικά.
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    Eικόνα 10.6: Γραφική αναπαράσταση μιας γενετικής ανάλυσης ασθενών-μαρτύρων (case-control study). Σε δύο δείγματα πληθυσμού που αποτελούνται από 32 ασθενή και 32 φυσιολογικά άτομα αντίστοιχα, υπολογίζεται ο αριθμός των φορέων των αλληλομόρφων για ένα συγκεκριμένο γενετικό τόπο. Οι σχετικές συχνότητες ομοζυγωτών και ετεροζυγωτών μεταξύ των δύο πληθυσμών μπορούν να αναπαρασταθούν στον πίνακα σύμπτωσης που φαίνεται στο κάτω μέρος της Εικόνας.



    


    Στην περίπτωση που γνωρίζουμε το γενετικό χαρακτήρα που επηρεάζει το φαινότυπο και προσπαθούμε να προσδιορίσουμε την ποσοτική τους σχέση, ο σχεδιασμός της μελέτης αλλάζει και τότε μιλάμε για ποσοτική μελέτη (quantitative study design). Στις περιπτώσεις αυτές, ο γενετικός τόπος ενδιαφέροντος είναι συνήθως γνωστός κάτι που διευκολύνει την ανάλυση των δειγμάτων, καθώς απαιτείται μικρότερης έκτασης γονοτύπηση. Από την άλλη πλευρά η εξαγωγή ποσοτικών συσχετίσεων απαιτεί μεγαλύτερο αριθμό δειγμάτων προκειμένου να επιτευχθεί ικανοποιητική στατιστική ισχύς (Stranger et al., 2007)⁠.


    Ένα σημαντικό στοιχείο που διέπει όλες τις μελέτες ασθενών-μαρτύρων είναι η ανάγκη επαρκούς τυποποίησης των φαινοτυπικών κριτηρίων. Ένα από τα σημαντικότερα προβλήματα που προκύπτουν κατά την ανάλυση των δεδομένων είναι η λανθασμένη απόδοση ατόμων μεταξύ των κατηγοριών καθώς συχνά ο χαρακτηρισμός ενός ασθενούς γίνεται με μη ικανοποιητικά κριτήρια. Ο αυστηρός έλεγχος στον καθορισμό του δείγματος από εξειδικευμένο ιατρικό προσωπικό που θα σταθμίσει όλα τα απαραίτητα κριτήρια είναι ιδιαίτερα σημαντικός στις περιπτώσεις που οι ασθενείς και οι μάρτυρες προέρχονται από διαφορετικά κέντρα αναφοράς ή συχνά και από διαφορετικές χώρες.


    


    


    Στοιχεία γενετικής ανάλυσης


    


     Ποια είναι τα στοιχεία μιας γενετικής ανάλυσης μεγάλης κλίμακας; Ουσιαστικά πρόκειται για μια σειρά από δεδομένα σχετικών συχνοτήτων αλληλομόρφων μεταξύ των διαφορετικών κατηγοριών του δείγματος. Έτσι σε μια μελέτη GWAS ασθενών-μαρτύρων που διερευνά ένα εκατομμύριο SNP τα τελικά αποτελέσματα θα μπορούν να αναπαρασταθούν ως ένας πίνακας 2x106 τιμών συχνοτήτων για κάθε πολυμορφική, διαλληλική θέση. Η ανάλυση των δεδομένων επικεντρώνεται σε δύο επίπεδα:


    · Στην εκτίμηση της διεισδυτικότητας (penetrance) κάθε πολυμορφισμού, του βαθμού δηλαδή στον οποίο ο πολυμορφισμός είναι επιδραστικός για τον παρατηρούμενο φαινότυπο.


    · Στην εκτίμηση της στατιστικής σημασίας των παρατηρούμενων διαφορών μεταξύ των δύο κατηγοριών του δείγματος.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙ. Διεισδυτικότητα και λόγοι πιθανοτήτων


    


     Θα εξετάσουμε αρχικά την έννοια της διεισδυτικότητας και τον τρόπο υπολογισμού της. Στη βιοϊατρική, ο γενικότερος ορισμός της διεισδυτικότητας ενός αλληλομόρφου για δεδομένο φαινότυπο, δίνεται από το ποσοστό των ατόμων που φέρουν το συγκεκριμένο αλληλόμορφο και εμφανίζουν το φαινότυπο αυτόν. Έτσι αν 95 από τους 100 ασθενείς φέρουν το αλληλόμορφο Χ, λέμε ότι το αλληλόμορφο Χ έχει 95% διεισδυτικότητα για την ασθένεια. Μια τέτοια θεώρηση της διεισδυτικότητας είναι προβληματική στην περίπτωση που οι σχετικές συχνότητες των αλληλομόρφων είναι μεγάλες και η εξάπλωσή τους στον πληθυσμό μεγαλύτερη. Παρόλο που το ποσοστό, όπως ορίστηκε παραπάνω, περιγράφει ικανοποιητικά περιπτώσεις επιδραστικών αλληλομόρφων σε μονογονιδιακές νόσους, δε συμβαίνει το ίδιο όταν μιλάμε για πολυπαραγοντικά σύνδρομα που συνδέονται με λιγότερο σπάνια αλληλόμορφα. Στην Εικόνα 10.7 περιγράφεται σχηματικά σ' ένα διάγραμμα σκέδασης η διεισδυτικότητα σε σχέση με τη συχνότητα εμφάνισης συγκεκριμένων αλληλομόρφων που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις. Η διεισδυτικότητα εδώ περιγράφεται καλύτερα με την τιμή λόγου πιθανοτήτων (odds ratio) την οποία συναντήσαμε και στο Κεφάλαιο 3 και η οποία στο πλαίσιο των μελετών γενετικής συσχέτισης ορίζεται ως εξής:


     Για δεδομένη πολυμορφική θέση, έστω Νh o αριθμός των υγιών ατόμων που έχουν στη θέση αυτή το αλληλόμορφο Α και nh ο αριθμός αυτών που φέρουν στην ίδια θέση το αλληλόμορφο α. Με αντίστοιχο τρόπο, συμβολίζουμε με Νd και nd τους αριθμούς των ασθενών που φέρουν τα ίδια αλληλόμορφα. Τα δεδομένα μπορούν να παρασταθούν σε έναν πίνακα σύμπτωσης (contingency table) όπως ο Πίνακας 10.2:
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    Πίνακας 10.2: Πίνακας σύμπτωσης συχνοτήτων αλληλομόρφων σε διαλληλική θέση[45]


    


     Ο λόγος πιθανοτήτων αλληλομόρφων για την ασθένεια που μελετάμε στον Πίνακα 10.2 θα δίνεται από τη σύγκριση των επιμέρους πιθανοτήτων να είναι κανείς ασθενής και να φέρει ένα συγκεκριμένο αλληλόμορφο και να είναι κανείς υγιής φέροντας το ίδιο αλληλόμορφο. Για το αλληλόμορφο Α οι λόγοι πιθανοτήτων είναι:


     [image: ]και [image: ]10.11


     από τη σχέση 10.11 προκύπτει ότι ο λόγος των πιθανοτήτων να φέρει κάποιος ασθενής το αλληλόμορφο Α σε σχέση με το να το φέρει καποιος υγιής είναι:
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     Από την τελική μορφή της εξίσωσης 10.12 προκύπτει ότι o λόγος πιθανοτήτων είναι ανεξάρτητος των επιμέρους αριθμών ασθενών και υγιών ατόμων στο δείγμα. Μόνο οι σχετικές συχνότητες των αλληλομόρφων είναι απαραίτητες για τον υπολογισμό του OR(A). Στην περίπτωση που δεν υπάρχει κάποια ιδιαίτερη συσχέτιση μεταξύ του γενετικού χαρακτηριστικού που μελετάμε (εδώ το αλληλόμορφο Α) και του φαινοτύπου (εδώ υγιής-ασθενής) η αναμενόμενη τιμή OR είναι ίση με τη μονάδα. Αποκλίσεις από τη μονάδα υποδηλώνουν, σε διαφορετικό βαθμό, τη σχέση του μελετώμενου αλληλομόρφου με τον παρατηρούμενο φαινότυπο. Για να καταλάβουμε καλύτερα τον τρόπο υπολογισμού φανταστείτε ότι μελετώντας μια παθολογική κατάσταση έχετε εντοπίσει ένα SNP για τον οποίο 45/100 ασθενείς φέρουν το αλληλόμορφο Α ενώ μεταξύ των υγιών μαρτύρων η αντίστοιχη τιμή είναι 900/1000. Οι τιμές του Πίνακα 10.2 είναι τότε οι εξής: Νh=900, nh=1000-900=10, Nd=45, nd=100-45=55. O λόγος OR(A) υπολογίζεται έτσι από την εξίσωση 10.12:
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     Μια τιμή >>1 όπως αυτή που προκύπτει στο παράδειγμά μας είναι δηλωτική μιας πολύ ισχυρής τάσης συσχέτισης μεταξύ της παθολογικής κατάστασης και του αλληλομόρφου Α στη συγκεκριμένη θέση. Στο παράδειγμά μας θα μπορούσαμε έτσι να πούμε πως το αλληλόμορφο Α έχει μεγάλη διεισδυτικότητα στον πληθυσμό των ασθενών.


    Πώς όμως θα αξιολογήσουμε την τιμή ενός OR από στατιστική άποψη; Μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε μια προσέγγιση με διαστήματα εμπιστοσύνης, τα οποία σε αυτήν την περίπτωση ορίζονται σε λογαριθμική κλίμακα ως εξής:
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    όπου ισχύει ότι το τυπικό σφάλμα (se) του OR ισούται με:


    [image: ]10.14


    Σημειώνεται πως οι εξισώσεις 10.13 και 10.14 είναι σε λογαριθμική κλίμακα που σημαίνει ότι για να εκτιμήσει κανείς τις τιμές-όρια του διαστήματος εμπιστοσύνης θα πρέπει να μετατρέψει τους λογαρίθμους στην αρχική κλίμακα.


    


    Ερώτηση: Στην Εικόνα 10.6 μπορείτε να υπολογίσετε το λογάριθμο του λόγου πιθανοτήτων (log-odds ratio) για το συγκεκριμένο πίνακα και να ελέγξετε κατά πόσο η ετεροζυγωτία στο συγκεκριμένο αλληλόμορφο συνδέεται με την εκδήλωση της ασθένειας; Ποιο είναι το διάστημα εμπιστοσύνης σε αυτήν την περίπτωση;


    


    


    Συσχέτιση σπανιότητας αλληλομόρφων και ασθενειών


    


     Επιστρέφουμε τώρα στην Εικόνα 10.7, όπου περιγράφεται σχηματικά η υπόθεση της συσχέτισης σπανιότητας αλληλομόρφων και ασθενειών (rare disease – rare variant hypothesis) (Schork, Murray, Frazer & Topol, 2009)⁠ . Σύμφωνα με τη θεωρία της σπανιότητας αλληλομόρφων, υπάρχει συνολικά μια αντίστροφη σχέση μεταξύ της διεισδυτικότητας ενός αλληλομόρφου και της συχνότητας του στον πληθυσμό (Bush & Moore, 2012)⁠. Κάτι τέτοιο είναι αναμενόμενο καθώς όπως συζητήσαμε και στην αρχή του κεφαλαίου, ένα αλληλόμορφο του οποίου η επίδραση είναι πολύ μεγάλη θα πρέπει εκ των πραγμάτων να είναι σπάνιο λόγω του εξελικτικού μειονεκτήματος που έχουν οι φορείς του να το μεταδώσουν. Τα πολύ σπάνια, διεισδυτικά αλληλόμορφα είναι έτσι χαρακτηριστικά μεντελιανών μονογονιδιακών παθήσεων όπως η κυστική ίνωση.


    Λιγότερο σπάνια αλληλόμορφα, με ενδιάμεση επίδραση στο φαινότυπο βρίσκονται στο μέσο της Εικόνας 10.7. Συσχετίσεις σε αυτό το επίπεδο μπορούν να εξαχθούν σχετικά εύκολα μέσω GWAS, όμως ακόμα πιο σημαντικές είναι οι περιπτώσεις που αντιστοιχούν στο κάτω δεξί μέρος του διαγράμματος. Αυτές αντιστοιχούν σε αλληλόμορφα με μεγάλη συχνότητα που όμως έχουν μικρή φαινοτυπική επίδραση (μικρή διεισδυτικότητα), τα οποία είναι χαρακτηριστικά πολυπαραγοντικών νόσων όπου η γενετική προδιάθεση δεν μπορεί να αποδοθεί σε ένα μοναδικό γενετικό τόπo, αλλά “διαχέονται” σε μεγαλύτερο αριθμό γενετικών χαρακτηριστικών (Stranger, Stahl & Raj, 2011)⁠. Προσεγγίσεις GWAS με μεγάλο μέγεθος δειγμάτος μπορούν να προσδιορίσουν αυτές τις περιπτώσεις ακόμα και με πολύ μικρό βαθμο διεισδυτικότητας.


    Σε γενικές γραμμές, μέσω GWAS προσεγγίσεων μπορούμε σήμερα να εντοπίσουμε γονοτυπικές-φαινοτυπικές συσχετίσεις για συχνότητες αλληλομόρφων που είναι μεγαλύτερες από 0.05 ακόμα κι αν ο βαθμός διεισδυτικότητας είναι ελάχιστα >1, ενώ αντίστροφα, ακόμα και πολύ σπάνια αλληλόμορφα μπορούν να εντοπιστούν εφόσον η διεισδυτικότητά τους είναι μεγάλη. Τα επίπεδα αποτελεσματικότητας των GWAS ορίζονται από τις διακεκομμένες διαγώνιες γραμμές της Εικόνας 10.7. Η προσπάθεια που καταβάλλεται με την ολοένα και μεγαλύτερη αύξηση της διακριτικής ικανότητας και (κυρίως) του μεγέθους των δειγμάτων είναι να διευρυνθεί όσο το δυνατόν περισσότερο η περιοχή μεταξύ των δύο αυτών γραμμών.
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    Eικόνα 10.7: Διάγραμμα της σχέσης μεταξύ διεισδυτικότητας (ως odds-ratio) και της συχνότητας αλληλομόρφων στον πληθυσμό. Για πολύ σπάνια αλληλόμορφα (συχνότητα<0.05) με μικρή διεισδυτικότητα (κάτω αριστερά μέρος του διαγράμματος) απαιτούνται πολύ μεγάλα δείγματα του πληθυσμού, ενώ το ίδιο συμβαίνει και στην περίπτωση των πολύ κοινών (συχνότητα>0.1) αλληλομόρφων ακόμα κι αν η διεισδυτικότητά τους είναι μεγάλη (πάνω δεξιά μέρος του διαγράμματος). (Η Εικόνα είναι προσαρμοσμένη από την εργασία των Bush & Moore, 2012, CC BY 3.0)



    


    


    


    


    Aνάλυση αποτελεσμάτων GWAS


    


     Μέχρι στιγμής είδαμε πώς υπολογίζουμε τη διεισδυτικότητα ενός αλληλομόρφου σ' έναν πληθυσμό. Οι λόγοι πιθανοτήτων για τη διεισδυτικότητα είναι το ανάλογο των λόγων έκφρασης για τα γονίδια που συναντήσαμε στο Κεφάλαιο 7. Η τιμή τους μπορεί να είναι μεγάλη ή μικρή αλλά αυτό μας λέει λίγα για το πόσο σημαντική είναι από στατιστική άποψη. Mια τιμή odds-ratio μπορεί να είναι αρκετά μεγαλύτερη από τη μονάδα (OR>>1) αλλά λόγω του μικρού μεγέθους του δείγματος να μην είναι σημαντική, ενώ αντίθετα μια τιμή 1<ΟR<2 να είναι πολύ σημαντική. Πώς θα αξιολογήσουμε στατιστικά τις τιμές των odds-ratio; Στη συνέχεια θα δούμε ότι η εκτίμηση αυτή γίνεται μ' ένα στατιστικό έλεγχο που συνδυάζει στοιχεία από την προσέγγιση χ2 που συναντήσαμε παραπάνω και την υπεργεωμετρική κατανομή που είδαμε στο Κεφάλαιο 8.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο ΙΙΙ. O έλεγχος Fisher σε πίνακες σύμπτωσης


    


     Ας επιστρέψουμε για λίγο στο αρχικό μας ερώτημα που είναι να εντοπίσουμε τη γενετική βάση μιας παθολογικής κατάστασης. Από την ανάλυση των γονοτύπων ασθενών και υγιών μαρτύρων σε διάφορες πολυμορφικές θέσεις έχουν προκύψει τα παρακάτω αποτελέσματα για τρεις από αυτές:


    Υποθέστε εδώ ότι λόγω της διαφορετικής πηγής από την οποία προέρχονται τα δεδομένα σας, οι αριθμοί των εξεταζόμενων ατόμων είναι διαφορετικοί (κάτι τέτοιο δε συμβαίνει όταν κανείς έχει σχεδιάσει μια μελέτη για ένα συγκεκριμένο σκοπό, αλλά είναι αρκετά συχνό όταν αναλύουμε δημοσιευμένα δεδομένα). Για τους τρεις διαφορετικούς γενετικούς τόπους (Θ1, Θ2, Θ3) οι τιμές odds-ratio που προκύπτουν για το μείζον αλληλόμορφο είναι αντίστοιχα:


     OR(A)=8.69 OR(B)=8.01 OR(Γ)=1.22
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    Πίνακας 10.3: Πίνακας σύμπτωσης συχνοτήτων αλληλομόρφων για τρεις διαλληλικές θέσεις με δεδομένα από μια μελέτη γενετικής συσχέτισης.


    


     Εξετάζοντας μόνο τις τιμές αυτές τείνουμε να πιστέψουμε ότι τα αλληλόμορφα Α και Β είναι αρκετά σημαντικά για τη μελέτη μας λόγω της μεγάλης διεισδυτικότητάς τους. Από την άλλη το Γ εμφανίζει μια τιμή που είναι ελάχιστα μεγαλύτερη από τη μονάδα και που εκ πρώτης όψεως δε μας επιτρέπει να το χαρακτηρίσουμε σημαντικό. Είναι όμως πράγματι έτσι; Παρά τις μεγάλες τιμές odds-ratio, τα αποτελέσματα μας για το Α και κυρίως για το Β προέρχονται από παρατηρήσεις σε πολύ μικρότερο αριθμό ατόμων, κάτι που θα πρέπει να λάβουμε υπόψη μας. Πώς όμως θα εκτιμήσουμε στατιστικά τον πίνακα σύμπτωσης για κάθε γενετικό τόπο; Ο στατιστικός έλεγχος για τέτοιες περιπτώσεις είναι αυτός που προτάθηκε από τον Ronald Fischer (Upton, 1992)⁠, έναν από τους πρώτους επιστήμονες που εργάστηκε τόσο ως στατιστικός και μαθηματικός όσο και ως εξελικτικός βιολογός. Σύμφωνα με τον έλεγχο του Fischer σ' έναν πίνακα σύμπτωσης όπως ο παρακάτω:
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    Πίνακας 10.4: Παράδειγμα Πίνακα Σύμπτωσης για τον υπολογισμό του ελέγχου Fischer.



    


     η πιθανότητα παρατήρησης των τιμών α, β, γ και δ στους αντίστοιχους συνδυασμούς Ομάδας-Κατηγορίας δίνεται από την υπεργεωμετρική κατανομή και ισούται με:


     [image: ]10.15


     όπου (όπως θα θυμηθείτε από το Κεφάλαιο 8) [image: ]είναι ο διωνυμικός τελεστής για τα x, y και αντιστοιχεί στο πλήθος των δυνατών συνδυασμών y αντικειμένων από ένα σύνολο x δυνατών επιλογών και που ισούται με [image: ].


     Η σχέση 10.13 μας δίνει την ακριβή πιθανότητα παρατήρησης του συγκεκριμένου πίνακα, καθώς ο έλεγχος Fischer είναι ακριβής και όχι προσεγγιστικός, η πιθανότητα δηλαδή που προκύπτει είναι αποτέλεσμα στάθμισης ενός πεπερασμένου αριθμού ενδεχομένων που εξάγονται μέσω συνδυαστικής ανάλυσης. Η εξίσωση 10.13 μας δίνει έτσι την πιθανότητα να παρατηρήσουμε τον πίνακα 10.3 με βάση τη μηδενική υπόθεση ότι οι ομάδες 1 και 2 δεν έχουν καμία προτίμηση για τις κατηγορίες Κ1 και Κ2, κατανέμονται δηλαδή σ' αυτές ανεξάρτητα. H τιμή p έχει έτσι εδώ χαρακτηριστικά p-value και μας επιτρέπει να εξάγουμε απευθείας συμπεράσματα για τη στατιστική σημασία των παρατηρήσεών μας. Τι μπορεί να πας πει ο έλεγχος Fischer για το παράδειγμά μας του Πίνακα 10.2; Αν εφαρμόσουμε την εξίσωση 10.13 σε καθέναν από τους γενετικούς τόπους Θ1, Θ2 και Θ3 προκύπτει ότι:


     p(Θ1)=0.004  p(Θ2)=0.14  p(Θ3)=0.03


     Η τιμή p(Θ1) είναι ενδεικτική μιας ισχυρής προτίμησης στην περίπτωση του αλληλόμορφου Α. Για τη θέση Θ2, ωστόσο, παρά τη μεγάλη (>8) τιμή odds-ratio, η παρατήρηση της συγκεκριμένης κατανομής συχνοτήτων του αλληλομόρφου Β είναι μάλλον αναμενόμενη, καθώς η τιμή p(Θ2) είναι μεγαλύτερη από το συνηθισμένο κατώφλι στατιστικής σημαντικότητας (p<0.05). Η θέση Θ3 εμφανίζει τιμή p(Θ3) κάτω από το τυπικό αυτό κατώφλι και ως εκ τούτου θα μπορούσαμε να τη χαρακτηρίσουμε σημαντική ακόμα και αν η τιμή odds-ratio είναι σχετικά μικρή για το αλληλόμορφο Γ. Συνολικά θα μπορούσαμε να πούμε ότι για τη μεν θέση Θ1 έχουμε ένα αλληλόμορφο (το Α) με μεγάλη διεισδυτικότητα που είναι στατιστικά σημαντικό, για τη δε θέση Θ3 ότι πρόκειται για μια θέση με μεγάλη στατιστική σημασία αλλά μ' ένα αλληλόμορφο (Γ) με μικρή διεισδυτικότητα. Το παράδειγμα της θέσης Θ3 είναι χαρακτηριστικό των προβλημάτων που προκύπτουν από αλληλόμορφα με μεγάλη συχνότητα (εννοείται για το ελάσσον αλληλόμορφο). Παρόλο που η κατανομή τους στον πληθυσμό μπορεί να είναι ενδεικτική μιας φαινοτυπικής σχέσης, η μεγάλη τους συχνότητα απαιτεί πολύ μεγάλο αριθμό ατόμων στο δείγμα για την εξαγωγή μιας σημαντικής γενετικής συσχέτισης. Ο συνδυασμός ενός αριθμού τέτοιων αλληλομόρφων ενδέχεται να αποτελεί τη γενετική βάση για πολλές πολυ-παραγοντικές, πολύπλοκες ασθένειες, όπως είδαμε σχηματικά στην Εικόνα 10.7. Στην τελευταία ενότητα αυτού του κεφαλαίου θα συζητήσουμε τρόπους με τους οποίους μπορούμε να αυξήσουμε τη στατιστική ισχύ μελετών GWAS για τον προσδιορισμό τέτοιων ασθενών πολυμορφισμών.


     Τα πειράματα γενετικής συσχέτισης σε γονιδιωματική κλίμακα δεν περιορίζονται προφανώς σε τρεις θέσεις αλλά απόσκοπούν στην αξιολόγηση εκατοντάδων χιλιάδων ή εκατομμυρίων θέσεων στο γονιδίωμα. Έτσι η παραπάνω ανάλυση επαναλαμβάνεται για μεγάλο αριθμό πινάκων σύμπτωσης κάτι που κάνει απολύτως απαραίτητη τη διόρθωση για έλεγχο πολλαπλών υποθέσεων (βλ. Κεφάλαιο 8). Το τελικό αποτέλεσμα μιας μελέτης GWAS είναι έτσι ένας πίνακας από διορθωμένες τιμές p-value καθεμία από τις οποίες αντιστοιχεί σε ένα συγκεκριμένο SNP. Η αναπαράσταση αυτών των δεδομένων γίνεται με τη μορφή διαγραμμάτων όπως αυτό που φαίνεται στην Εικόνα 10.8 και ονομάζεται διάγραμμα Manhattan (Manhattan plot) (από το σχήμα, που σε κάποιους θυμίζει το περίγραμμα των ουρανοξυστών του Manhattan). Ένα διάγραμμα Manhattan είναι ουσιαστικά ένα διάγραμμα σκέδασης, στο οποίο ο οριζόντιος άξονας αντιστοιχεί στις γονιδιωματικές συντεταγμένες και ο κάθετος στον αρνητικό δεκαδικό λογάριθμο των διορθωμένων τιμών p-value (-log10(p)). Σημεία που εμφανίζονται ψηλά στο διάγραμμα αντιστοιχούν έτσι σε SNP με μικρη τιμή p-value που είναι κατά συνέπεια σημαντικά για τη μελετώμενη φαινοτυπική ιδιότητα στο δείγμα μας. Τα διαγράμματα Manhattan συνδυάζονται συχνά με θερμικούς χάρτες LD που υποδηλώνουν τον απλότυπο που προκύπτει από το μελετούμενο πληθυσμό.


    [image: ]


    Eικόνα 10.8: Διάγραμμα Manhattan από μια μελέτη συσχέτισης σε γονιδιωματική κλίμακα με στόχο τον εντοπισμό νέων γονιδίων επιδεκτικότητας για την εκδήλωση της ασθένειας του Alzheimer. Κάθε σημείο αντιστοιχεί σε έναν από τους συνολικά 516645 πολυμορφισμούς που μελετήθηκαν σε δείγμα 381 ασθενών. Οι οριζόντιες γραμμές αντιστοιχούν σε διαφορετικά κατώφλια τιμών p-values (10-3, 10-5 και 10-6). (Η Εικόνα προέρχεται από τη μελέτη των Potkin et al., 2009⁠, CC BY 3.0)



    


    


    De novo ανάλυση γενετικής ποικιλομορφίας. Αλληλούχιση συνόλου εξονικών τμημάτων (Whole-Exome Sequencing)


    


     Οι περισσότερες μελέτες συσχέτισης σε γονιδιωματική κλίμακα χρησιμοποιούν τεχνικές μικροσυστοιχειών για τη διευρεύνηση των αλληλομόρφων σε γνωστές πολυμορφικές γονιδιωματικές θέσεις. Ανάλογα με τη συστοιχεία και την τεχνολογία που χρησιμοποιείται, η διακριτική ικανότητα και ο αριθμός των εξεταζόμενων θέσεων μπορεί να διαφέρει. Έτσι για παράδειγμα, συστοιχείες που αποσκοπούν να μελετήσουν ευρωπαϊκούς πληθυσμούς περιέχουν συνήθως μικρότερο αριθμό πολυμορφικών θέσεων σε σύγκριση με αντίστοιχα πειράματα για τη μελέτη αφρικανικών πληθυσμών, καθώς οι τελευταίοι έχουν υποστεί μεγαλύτερο αριθμό γεγονότων ανασυνδυασμού (οι αφρικάνικοι πληθυσμοί είναι παλαιότεροι) και ως εκ τούτου οι μικρότερες τιμές ανισορροπίας σύνδεσης απαιτούν μεγαλύτερη διακριτική ικανότητα. Σε κάθε περίπτωση πάντως η χρήση μικροσυστοιχειών περιορίζει τη μελέτη σ' ένα σύνολο γνωστών πολυμορφισμών.


     Τι συμβαίνει όμως όταν ένα φαινοτυπικό χαρακτηριστικό σχετίζεται με μια πολυμορφική θέση που δεν είναι ακόμα γνωστή; Όπως συζητήσαμε στην αρχή αυτού του κεφαλαίου, το σύνολο των γνωστών SNP για ένα δεδομένο γονιδίωμα είναι συνάρτηση του βάθους στο οποίο έχουν μελετηθεί οι πληθυσμοί του είδους και της σπανιότητας των αλληλομόρφων. Ο αριθμός των 1.5 εκατομμυρίων SNP για το ανθρώπινο γονιδίωμα κατά πάσα πιθανότητα είναι αρκετά μικρότερος από το συνολικό αριθμό των πολυμορφικών θέσεων που περιέχει το γονιδίωμά μας. Από την άλλη πλευρά, de novo μεταλλαγές που συμβαίνουν διαρκώς ενδέχεται να σχετίζονται άμεσα με φαινοτυπικές μεταβολές χωρίς να συμπεριλαμβάνονται σε γνωστά σύνολα SNP (Francioli et al., 2015)⁠. Για τη μελέτη της κρυμμένης ποικιλομορφίας αυτού του τύπου, είναι απαραίτητες προσεγγίσεις που ξεπερνούν τους περιορισμούς των γνωστών πολυμορφικών θέσεων.


     Τα τελευταία χρόνια, η ανάπτυξη των νέων τεχνολογιών αλληλούχισης, (για τις οποίες θα μιλήσουμε πιο αναλυτικά στο επόμενο κεφάλαιο), προσφέρουν τη δυνατότητα για την απευθείας μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας, χωρίς τους περιορισμούς των γνωστών πολυμορφισμών. Οι προσεγγίσεις αυτές περιλαμβάνουν αφενός την πλήρη επαναλληλούχιση ενός γονιδιώματος (whole-genome resequencing, WGRS) (Huang et al., 2009)⁠ και αφετέρου τη στοχευμένη αλληλούχιση του συνόλου των εξονικών τμημάτων του (whole-exome sequencing, WES) (Choi et al., 2009)⁠. Και στις δύο περιπτώσεις το αποτέλεσμα είναι η καθαρή αλληλουχία (ή τμήματα αυτής) ενός συγκεκριμένου ατόμου η οποία μπορεί να συγκριθεί απευθείας τόσο με το γονιδίωμα αναφοράς για τον υπό μελέτη πληθυσμό όσο και με την αντίστοιχη ομόλογη αλληλουχία άλλων ατόμων του δείγματος. Η προσέγγιση αυτή επιτρέπει συγκρίσεις ακόμα και σε περιοχές όπου δεν υπάρχουν γνωστοί πολυμορφισμοί, ενώ επιτρέπει ταυτόχρονα και την αναγνώριση άλλων τύπων ποικιλομορφίας όπως οι CNV.


     Η πλήρης (επαν)αλληλούχιση ενός ανθρώπινου γονιδιώματος είναι πλέον ένα πείραμα που δεν απαιτεί το κόστος και την προσπάθεια που χρειάστηκε για το πρόγραμμα της αρχικής αλληλούχισης του ανθρώπινου γονιδιώματος. Η διαδικασία έχει γίνει σημαντικά φθηνότερη με τις νέες τεχνολογίες, ενώ η ύπαρξη ενός γονιδιωματικού χάρτη αναφοράς επιτρέπει τη σχεδόν αυτόματη συναρμολόγηση (assembly) των αλληλουχημένων τμημάτων σε πλήρες γονιδίωμα. Παρ' όλ' αυτά εξακολουθεί να είναι απαγορευτική από πλευράς κόστους σε επίπεδο κλινικής ρουτίνας κι έτσι επιλέγεται μόνο σε ειδικές περιπτώσεις όπου κλινικοί λόγοι (κίνδυνος καθυστερημένης διάγνωσης) συνυπάρχουν με τις διαγνωστικές δυνατότητες (γρήγορη συναρμολόγηση, ταυτόχρονη αλληλούχιση γονέων και παιδιού σε περιπτώσεις μεντελιανών νοσημάτων) (Bull et al., 2013)⁠. Η προσέγγιση συνόλου εξονικών τμημάτων ή “πλήρους εξονιώματος” (Whole-Exome Sequencing, στο εξής WES), που περιγράφεται σχηματικά στην Εικόνα 10.9 αποτελεί εδώ και μερικά χρόνια την κατά προτίμηση επιλογή για τη διερεύνηση κρυμμένης ποικιλομορφίας σε ανθρώπινους πληθυσμούς. Η πρώτη εφαρμογή του WES (Ng et al., 2009)⁠ οδήγησε στον εντοπισμό περισσότερων από 300 νέων σπάνιων αλληλομόρφων στο ανθρώπινο γονιδίωμα, ενώ η εφαρμογή του σε μεγαλύτερη κλίμακα οδήγησε στο εντυπωσιακό συμπέρασμα ότι κάθε νέο άτομο φέρει κατά μέσο όρο μια de novo μεταλλαγή στο εξονικό τμήμα του γονιδιώματός του (O’Roak et al., 2011)⁠. Η αναλυτική ισχύς του WES, σε συνδυασμό με το σχετικά μικρό κόστος, έχει οδηγήσει στην ολοένα και διευρυνόμενη εφαρμογή του στην κλινική διάγνωση με εντυπωσιακά αποτελέσματα (Yang et al., 2013)⁠.


     Μέσω του WES το γενετικό υλικό εμπλουτίζεται εξαρχής σε περιοχές που αντιστοιχούν στο εξονικό τμήμα του ανθρώπινου γονιδιώματος και στη συνέχεια ακολουθεί “βαθιά” αλληλούχιση με τεχνολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς (βλ. Κεφάλαιο 11). Το αποτέλεσμα είναι ένας μεγάλος αριθμός τμημάτων αλληλουχίας που μπορεί να συγκριθεί απευθείας με το γονιδίωμα αναφοράς. Η διαδικασία (μέρη της οποίας θα περιγραφούν πιο αναλυτικά στο επόμενο κεφάλαιο) διαρθρώνεται στα εξής στάδια:


    · Χαρτογράφηση τμημάτων αλληλουχίας στο γονιδίωμα αναφοράς. Το στάδιο αυτό περιλαμβάνει ουσιαστικά τη στοίχιση των αλληλουχιών που προκύπτουν από το δείγμα έναντι του γνωστού ανθρώπινου γονιδιώματος. Λεπτομέρειες για τα προβλήματα της διαδικασίας αυτής και πώς λύνονται θα συζητηθούν στο επόμενο κεφάλαιο. Στο σημείο αυτό αρκεί να σημείωσουμε ότι η αντιστοίχηση γίνεται επιτρέποντας την ύπαρξη διαφορών μεταξύ των αλληλουχιών δείγματος και αναφοράς καθώς είναι ακριβώς αυτά τα σημεία όπου δυνητικά εντοπίζεται η αναζητούμενη κρυμμένη ποικιλομορφία.


    · Εντοπισμός μονονουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων. Αποτελεί και το πιο δύσκολο υπολογιστικά στάδιο. Σε αυτό θα πρέπει να διακριθούν οι πραγματικές μεταβολές στην αλληλουχία, που αντιστοιχούν σε φυσική ποικιλομορφία με τα τυχαία σφάλματα κατά την ανάγνωσή της, που αποτελούν τεχνικό πρόβλημα. Οι τεχνικές αλληλούχισης νέας γενιάς είναι ιδιαίτερα χρήσιμες σ' αυτό το σημείο καθώς το αποτέλεσμά τους είναι ένας πολύ μεγάλος αριθμός (106-107) από σχετικά μικρές σε μήκος αλληλουχίες (50-250bps). Λόγω της εστίασης του δείγματος σε εξονικές περιοχές, κάθε νουκλεοτίδιο του γονιδιώματος αναφοράς επικαλύπτεται από ένα σημαντικό αριθμό τέτοιων αλληλουχιών κι έτσι κάθε βάση έχει διαβαστεί περισσότερες από μία φορές. Ανάλογα με τον όγκο και την ένταση της αλληλούχισης του δείγματος, ένας καλός κανόνας είναι να εξασφαλίζεται κάλυψη 30Χ που αντιστοιχεί σε συνολικό μήκος αλληλουχιών που ισούται με 30 φορές το συνολικό μήκος των εξονίων. 30Χ κάλυψη (coverage) σημαίνει ότι κατά μέσο όρο κάθε νουκλεοτίδιο θα έχει αλληλουχηθεί 30 φορές. Με 30 (κατά μέσο όρο) αναγνώσεις για κάθε νουκλεοτίδιο, έχουμε έτσι τη δυνατότητα να διενεργήσουμε τη στατιστική ανάλυση που θα μας επιτρέψει να διακρίνουμε όχι μόνο αν υπάρχει ποικιλομορφία ή όχι αλλά και αν η νουκλεοτιδική αλλαγή αντιστοιχεί σε ομοζυγώτη (~100% διαφορά) ή σε ετεροζυγώτη (~50% διαφορά). Στην Εικόνα 10.9β φαίνονται χαρακτηριστικές περιπτώσεις διαφορών μεταξύ δείγματος και γονιδιώματος αναφοράς που οφείλονται σε αντικατάσταση σε ομοζυγωτία ή σε ετεροζυγωτία. Σε κάθε αντικατάσταση μπορεί να αντιστοιχηθεί και μία τιμή p-value η οποία προκύπτει από το στατιστικό έλεγχο Fisher που συζητήσαμε παραπάνω.


    · Σύγκριση με γνωστούς πολυμορφισμούς. Από τη στιγμή που έχουν εντοπιστεί όλες οι σημαντικές νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις, αντιπαραβάλλονται αρχικά με γνωστούς πολυμορφισμούς. Η σύγκριση αυτή είναι απαραίτητη στην περίπτωση που αναζητούμε de novo ή άγνωστες μεταλλαγές στο δείγμα. Εφόσον αυτές προκύψουν προχωράμε στο επόμενο και τελευταίο στάδιο του σχολιασμού τους.


    · Σχολιασμός (annotation) αντικαταστάσεων. De novo νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις που εντοπίζονται σε τμήματα εξονικού DNA είναι πολύ πιθανό να μην οδηγούν σε καμία φαινοτυπική αλλαγή λόγω του εκφυλισμού του γενετικού κώδικα. Μέσω της διαδικασίας του σχολιασμού, το σύνολο των εντοπιζόμενων αντικαταστάσεων διακρίνεται αρχικά σε κωδικές και μη-κωδικές, καθώς το WES συχνά αλληλουχεί και γονιδιωματικά τμήματα που αντιστοιχούν σε όρια εξονίων-εσωνίων. Οι κωδικές αντικαταστάσεις διακρίνονται στη συνέχεια σε συνώνυμες, μη-συνώνυμες, συντηρητικές κλπ, με βάση την μεταβολή που επιφέρουν στο κωδικοποιούμενο αμινοξύ. Ιδιαίτερα σημαντικές είναι η μη-νοηματικές αντικαταστάσεις που δημιουργούν ένα πρόωρο κωδικόνιο λήξης. Οι μη-κωδικές αλληλουχίες από την άλλη πλευρά, διακρίνονται σ' αυτές που επηρεάζουν σημεία συρραφής εξονίων (splice sites) αλλά και σημεία με λιγότερο προφανείς επιπτώσεις όπως θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων κλπ (Cingolani et al., 2012)⁠.


    


    


    [image: ]


    


    Eικόνα 10.9: a) Διάγραμμα ροής της ανάλυσης γενετικής ποικιλομορφίας σε δύο δείγματα μέσω αλληλούχισης του συνόλου εξονικών τμημάτων (Whole Exome Sequencing). β) Παραδείγματα στοιχίσεων των προϊόντων μιας WES ανάλυσης σε μια περιοχή όπου το άτομο είναι ετεροζυγώτης (πάνω) και ομοζυγώτης (κάτω) για ένα διαφορετικό αλληλόμορφο σε σχέση με το γονιδίωμα αναφοράς.


    


    Μετα-ανάλυση μελετών γενετικής συσχέτισης


    


     Παρά την ολοένα και διευρυνόμενη χρήση προσεγγίσεων GWAS για τον προσδιορισμό αλληλομόρφων που σχετίζονται με παθολογικές καταστάσεις, τις περισσότερες φορές, ακόμα και ο συνδυασμός των αλληλομόρφων αυτών δεν εξηγεί παρά σε μικρό ποσοστό τη γενετική προδιάθεση για πολύπλοκες ασθένειες. Η γενετική επίδραση σε πολύπλοκα νοσήματα εξασκείται πιθανότατα μέσω του συνδυασμού ενός αριθμού γενετικών χαρακτήρων, πολλοί από τους οποίους είναι δύσκολο να προσδιοριστούν λόγω της μεγάλης συχνότητας των αλληλομόρφων, που κάνει τη στατιστική τους ανάλυση αδύνατή ακόμα και σε δείγματα εκατοντάδων ή χιλιάδων ατόμων. Τα τελευταία χρόνια, μια πολύ δημοφιλής προσέγγιση για την ανακάλυψη νέων γενετικών τόπων που σχετίζονται με κοινές αλλά πολύπλοκες παθολογικές καταστάσεις είναι η μετα-ανάλυση δεδομένων γενετικής ποικιλομορφίας (Munafò & Flint, 2004)⁠. Με τον όρο μετα-ανάλυση αναφερόμαστε γενικά σε στατιστικές μεθόδους που αποσκοπούν στη βελτίωση των αποτελεσμάτων μέσω του συνδυασμού ενός αριθμού αναλύσεων που έχουν τον ίδιο σκοπό. Στο επίπεδο των GWAS, η παράλληλη σύνθεση των αποτελεσμάτων διαφορετικών, ανεξάρτητων μελετών μπορεί να βελτιώσει τη στατιστική σημασία κάποιων αλληλομόρφων, ενώ ταυτόχρονα να απομακρύνει το θόρυβο των εσφαλμένως θετικών αποτελεσμάτων (Evangelou & Ioannidis, 2013)⁠.


    Σε αντίθεση με τα προφανή τους πλεονεκτήματα, που τις έχουν κάνει ιδιαίτερα δημοφιλείς ακόμα και μεταξύ μη-ειδικών[46], οι μετα-αναλύσεις σε GWAS μελέτες είναι ιδιαίτερα πολύπλοκες από πλευράς οργάνωσης και διεξαγωγής και θα πρέπει να αντιμετωπίζονται με μεγάλη προσοχή. Πολύ συχνά, μετα-αναλύσεις διεξάγονται από consortia που είναι όσο μεγάλα όσο τα αντίστοιχα που διεξήγαγαν τις αρχικές GWAS μελέτες. Ο σχεδιασμός της μετα-ανάλυσης είναι έτσι βασικός και θα πρέπει να περιλαμβάνει:


    · Τον αποσαφηνισμένο χαρακτηρισμό του περιγραφόμενου φαινοτύπου. Όπως συζητήσαμε και στην ενότητα για τις GWAS μελέτες, τα κριτήρια προσδιορισμού του φαινοτύπου είναι πρωταρχικής σημασίας για τη μελέτη της συσχέτισής του με γενετικούς χαρακτήρες. Η σημασία αυτή είναι μεγαλύτερη ακόμα στην περίπτωση των μετα-αναλύσεων, όπου υπάρχει η επιπλέον ετερογένεια μεταξύ διαφορετικών μελετών.


    · Τη μέθοδο με την οποία θα αναλυθούν τα δεδομένα. Το στάδιο αυτό περιλαμβάνει την επιλογή μεταξύ διαφορετικών μεθοδολογιών για τη διεξαγωγή της ανάλυσης.


    · Τη διαδικασία προτεραιοποίησης (prioritization) των γενετικών χαρακτήρων που θα προκύψουν. Σκοπός κάθε μετα-ανάλυσης GWAS δεδομένων είναι ο περιορισμός των γενετικών χαρακτήρων που εμφανίζουν στατιστικά σημαντική συσχέτιση με το φαινότυπο σ' ένα μικρό σύνολο γονιδίων, με σκοπό αυτά να ελεγχθούν περαιτέρω πειραματικά ως πιθανοί διαγνωστικοί δείκτες ή φαρμακευτικοί στόχοι. H διαδικασία της προτεραιοποίησης γονιδίων αποτελεί ένα πολύ ενδιαφέρον παράδειγμα μεθόδου μηχανικής μάθησης που συνδυάζει προϋπάρχουσα γνώση και πειραματικά αποτελέσματα από γονιδιωματικές μελέτες και θα δούμε περισσότερα γι' αυτήν στο Κεφάλαιο 12. Στο σημείο αυτό αρκεί να αναφέρουμε τρόπους για μη-αυτοματοποιημένη προτεραιοποίηση όπως έιναι ο έλεγχος της εγγύτητας μεταξύ σημαντικών αλληλομόρφων, οι αλληλεπιδράσεις σε πρωτεϊνικό επίπεδο (βλ. Κεφάλαια 8, 9) κλπ.


     Τα διάφορα στατιστικά μοντέλα για τη σύνθεση δεδομένων σε μετα-αναλύσεις είναι, όπως αναφέραμε και παραπάνω, αρκετά πολύπλοκα και η αναλυτική περιγραφή τους ξεφεύγει από τους σκοπούς ενός κεφαλαίου αφιερωμένου στη γενετική ποικιλομορφία. Ενδεικτικά μπορούμε να αναφέρουμε τη γενικότερη διάκρισή τους σε μοντέλα που βασίζονται στη στατιστική διόρθωση τιμών p-value, σε μοντέλα στάθμισης των επιμέρους επιδράσεων μελετών που μπορεί να είναι είτε σταθερά (fixed effects model) είτε τυχαία (random effects model), σε μπεϋζιανά (πιθανοτικά) μοντέλα και σε πολυπαραγοντικά (mutlivariate) (Bagos 2008, Thompson, Attia & Minelli, 2011)⁠. Μεταξύ τους, οι μέθοδοι στάθμισης είναι γενικώς πιο αποδεκτές λόγω της αυξημένης τους σταθερότητας.


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Σημαντικό μέρος των ερωτημάτων που πραγματεύεται αυτό το κεφάλαιο απαιτούν το συνδυασμό γνώσεων από διαφορετικά πεδία που περιλαμβάνουν τη Γενετική Πληθυσμών, Στατιστική ανάλυση και προχωρημένες τεχνικές γνώσεις ανάλυσης δεδομένων από μεθοδολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς. Σκοπός του κεφαλαίου δεν είναι προφανώς να παρουσιάσει σε λεπτομέρεια όλα τα παραπάνω, αλλά να δώσει το γενικότερο πλαίσιο μέσα στο οποίο μελετάται η γενετική ποικιλομορφία, την εποχή των “μεγάλων δεδομένων”.


    Τα τελευταία χρόνια, η αύξηση του όγκου αυτών των δεδομένων, αφενός στο επίπεδο της γενετικής ποικιλομορφίας και αφετέρου στην ανάλυση σε γονιδιωματική κλίμακα μιας πληθώρας γονιδιωματικών χαρακτηριστικών (όπως θα δούμε στο αμέσως επόμενο κεφάλαιο), έχει σε μεγάλο βαθμό διευκολύνει τη διερεύνση και την ερμηνεία της γενετικής βάσης πολλών φαινοτυπικών ιδιοτήτων. Έτσι, πέρα από την αναμφισβήτητη επίδραση μιας μεταλλαγής στην έκφραση μιας πρωτεΐνης, που αντιστοιχεί σε φαινοτυπικό αποτέλεσμα δυαδικού (οn-off) τύπου, μπορούμε πλέον να εντοπίσουμε γενετική ποικιλομορφία στο επίπεδο του βαθμού έκφρασης γονιδίων (ποσοτική απόκριση), στον τρόπο ρύθμισής του (μεταλλαγές σε θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων) ή ακόμα και σε στοιχεία που έχουν να κάνουν με τη δομή της χρωματίνης.


    Μελέτες στο επίπεδο διαφοροποιήσεων στην έκφρασης γονιδίων οδηγούν στην καταγραφή γενετικών τόπων ποσοτικών χαρακτηριστικών (quantitative trait loci, QTL) που σχετίζονται με την έκφραση (expression QTL, ή για συντομία eQTL). Χαρακτηριστικά αυτού του τύπου φαίνεται πως είναι ιδιαίτερα σημαντικά στη μελέτη πολύπλοκων ασθενειών, ενώ έχουν συσχετιστεί έντονα με συγκεκριμένα είδη καρκίνων (Q. Li et al., 2013).⁠ Ξεπερνώντας τα όρια των γονιδίων, η αντιπαραβολή των θέσεων στις οποίες εδράζεται η γενετική ποικιλομορφία, με γονιδιωματικά χαρακτηριστικά που σχετίζονται με τις ρυθμιστικές ή δομικές ιδιότητες, αναδεικνύει κρυμμένες, μέχρι πρότινος, πτυχές στην πολυπλοκότητα της γενετικής πληροφορίας. Έτσι, πολυμορφικές θέσεις χωρίς κάποια προφανή γονιδιακή σύνδεση, μπορούν να χαρακτηριστούν λειτουργικές μέσω του συνεντοπισμού τους με ρυθμιστικά στοιχεία του γονιδιώματος όπως θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, περιοχές διαφορικής μεθυλίωσης του DNA κ.ά. (Ward & Kellis, 2012)⁠. Σ' ένα δομικό επίπεδο, ο συνδυασμός θέσεων γενετικής ποικιλομορφίας μπορεί επίσης να συσχετιστεί με την υποκείμενη δομή της χρωματίνης μεταξύ διαφορετικών ατόμων (Vernot & Stergachis, 2012)⁠.


    Στο επόμενα δύο, τελευταία κεφάλαια αυτού του βιβλίου θα δούμε πιο αναλυτικά τον τρόπο με τον οποίο παράγεται το πλήθος, η ποικιλία και ο όγκος των νέων γονιδιωματικών δεδομένων, καθώς και πώς αυτά μπορούν να αναλυθούν, παρέχοντας τη βάση για τέτοιες συστημικές προσεγγίσεις,


    


    


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Χρησιμοποιώντας τον Πίνακα 10.1 να αποδείξετε την αρχή ισορροπίας Hardy-Weinberg, να δείξετε δηλαδή ότι οι τιμές των σχέσεων 10.1 παραμένουν ίδιες μετά από μια γενιά (θυμηθείτε ότι p=1-q).


    


    2. Μια γενετική ασθένεια έχει συχνότητα εμφάνισης στον πληθυσμό 1/3600. Αν εκδηλώνεται σε ομοζυγώτες του υπολειπόμενου γονιδίου για ένα συγκεκριμένο γενετικό τόπο, μπορείτε να βρείτε τη συχνότητα του ελάσσονος αλληλομόρφου στον πληθυσμό; Ποια θα ήταν η τιμή της συχνότητας του ίδιου αλληλομόρφου αν η ασθένεια εκδηλωνόταν μόνο στους ετεροζυγώτες;


    


    3. Πώς μπορεί ένας SNP να οδηγεί σε απαλοιφή ενός αμινοξικού καταλοίπου όπως στη ΔF508 μεταλλαγή του CFTR γονιδίου;


    


    4. Να διενεργήσετε τον έλεγχο Fisher για την πολυμορφική θέση της Εικόνας 10.6


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τη γενετική ποικιλομορφία γενικότερα:


    Μια εισαγωγή από βασικά συγγράμματα γενετικής είναι επαρκής. Ενδεικτικά αναφέρουμε τo iGenetics: A Mendelian Approach (Russell, 2006). Ένα από τα καλύτερα βιβλία για τη Γενετική Πληθυσμών (χωρίς να περιορίζεται σε αυτήν) είναι το The Origins of Genome Architecture (Lynch, 2007)⁠.


    


    Για τους πολυμορφισμούς και τη δομική ποικιλομορφία:


    Στο Κεφάλαιο 9 του Molecular Evolution (W.-H. Li, 1997)⁠ θα βρείτε μια συνοπτική εισαγωγή για τα είδη της γενετικής ποικιλομορφίας.


    


    Για την Αρχή Hardy-Weinberg:


    Η αρχική εργασία του Hardy είναι αρκετά τεχνική (και γραμμένη το 1908) ενώ αυτή του Weinberg είναι στα γερμανικά. Για τους παραπάνω λόγους προτιμήστε την περιγραφή του Κεφαλαίου 2 του Principles of Population Genetics (Hartl, 1980).⁠


    


    Για τη γενετική σύνδεση:


    Μια πολύ καλή εισαγωγή τόσο του θεωρητικού υποβάθρου όσο και των εφαρμογών δίνεται στο Analysis of Human Genetic Linkage (Ott, 1999)⁠.


    


    Για την ανισορροπία σύνδεσης και τους απλοτύπους:


    Στο Κεφάλαιο 13 του Computational Genome Analysis: An Introduction (Deonier, Tavaré & Waterman, 2007)⁠ μπορείτε να καταφύγετε για την έννοια της LD και του συντελεστή γενετικής συσχέτισης r2. Περισσότερα για τους απλοτύπους θα βρείτε στην ιστοσελίδα του HapMap Project (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/)


    


    Για τις GWAS:


    Ένα πολύ καλό εισαγωγικό άρθρο είναι η εργασία των (Bush & Moore, 2012)⁠.


    


    Για τo Whole-Exome Sequencing WES:


    Υπάρχει πληθώρα εργασιών δημοσιευμένων τα τελευταία χρόνια. Μεταξύ τους, ξεχωρίζει η επισκόπηση των (Yang et al., 2013)⁠ όπου η μεθοδολογία παρουσιάζεται από τη σκοπιά της κλινικής εφαρμογής. Για τον αναγνώστη που επιθυμεί να εμβαθύνει στο τεχνικό μέρος της ανάλυσης τέτοιων πειραματικών προσεγγίσεων μια καλή αρχή είναι το Next-Generation DNA Sequencing Informatics (Brown, 2015).⁠⁠


    


    Για τη μετα-ανάλυση:


    Ένα καλό άρθρο επισκόπησης είναι το (Evangelou & Ioannidis, 2013)⁠, ωστόσο πρόκειται, όπως αναφέραμε και στο κείμενο για ένα θέμα, εξαιρετικά απαιτητικό σε τεχνικό επίπεδο που απαιτεί ένα πολύ καλό στατιστικό υπόβαθρο.
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    Κεφάλαιο 11:Βιολογία Μεγάλων Δεδομένων


    


    Σύνοψη


    


    Το συγκεκριμένο κεφάλαιο πραγματεύεται μερικές από τις νεότερες εξελίξεις στον τομέα της σύγχρονης μοριακής βιολογίας κάτω από το ενοποιητικό πρίσμα της ανάλυσης δεδομένων. Ολοένα και περισσότερες συμβατικές πειραματικές προσεγγίσεις αντικαθίστανται από μεθοδολογίες μεγάλης κλίμακας μέσω των τεχνικών αλληλούχισης νέας γενιάς. Η βιολογία έτσι περνά σταδιακά στην εποχή των μεγάλων δεδομένων (big data). Μετά από μια αρχική εισαγωγή στις τεχνικές αλληλούχισης και γονιδιωματικής μεγάλης κλίμακας καθώς και στα είδη των δεδομένων που αυτές παράγουν, θα επικεντρωθούμε στην περιγραφή των βασικότερων προβλημάτων της σύγχρονης γονιδιωματικής όπως η χαρτογράφηση μεγάλου αριθμού αλληλουχιών, ο προσδιορισμός σημείων πρόσδεσης πρωτεϊνών στο DNA και η διαμερισματοποίηση του γονιδιώματος σε διακριτές περιοχές με βάση συγκεκριμένες ιδιότητες.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να περιγράψετε το βασικό πρωτόκολο για τη διενέργεια ενός πειράματος αλληλούχισης νέας γενιάς.


    · Να αναφέρετε τις σημαντικότερες μεθοδολογίες γονιδιωματικής ανάλυσης μεγάλης κλίμακας.


    · Να απεικονίσετε δεδομένα γονιδιωματικών αναλύσεων σε γονιδιωματικούς φυλλομετρητές (Genome Browsers)


    · Να αναπαραστήσετε μια αλληλουχία με μορφή δέντρου καταλήξεων και να χρησιμοποιήσετε αυτή τη δομή δεδομένων για την αναζήτηση υπο-αλληλουχιών.


    · Να περιγράψετε τη δημιουργία δικτύων μεταγραφικής ρύθμισης με δεδομένα από μελέτες σε γονιδιωματική κλίμακα.

  


  



  
    Εισαγωγή


    


    Στα προηγούμενα 10+1 κεφάλαια συζητήσαμε μια σειρά από βιολογικά προβλήματα, η επίλυση των οποίων περνούσε μέσα από υπολογιστικές μεθόδους. Παρόλο που ο όγκος και η πολυπλοκότητα των δεδομένων ήταν τέτοιος που υπαγόρευε τη χρήση υπολογιστικών προσεγγίσεων, σ' όλες τις προηγούμενες περιπτώσεις το βιολογικό ερώτημα ήταν αυτό που προηγούταν. Τα δεδομένα έπονταν. Σ' αυτό το κεφάλαιο θα δούμε πώς συγκεκριμένες τεχνολογικές εξελίξεις επιτρέπουν σε κάποιο βαθμό την αντιστροφή της παραπάνω -λογικής- σειράς και τη διαμόρφωση ενός εναλλακτικού τρόπου επιστημονικής προσέγγισης που στηρίζεται στον πλούτο των παραγόμενων δεδομένων.


    Σύμφωνα μ' αυτήν την προσέγγιση, η παραγωγή και επεξεργασία μεγάλου όγκου δεδομένων και η επακόλουθη εξαντλητική, συνδυαστική ανάλυσή τους μπορεί να οδηγήσει στη δημιουργία νέων υποθέσεων και την απόκτηση νέας γνώσης χωρίς να προϋποτίθεται ένα συγκεκριμένο, σαφές επιστημονικό ερώτημα (Kell & Oliver, 2004)⁠. Αυτού του τύπου η “κατευθυνόμενη από τα δεδομένα” επιστήμη (data-driven science), σε αντίθεση με την πιο παραδοσιακή και συμβατική “κατευθυνόμενη από υποθέσεις” (hypothesis-driven science), καθίσταται πλέον δυνατή σε πολλούς τομείς της ερευνητικής δραστηριότητας κυρίως εξαιτίας της συσσώρευσης δεδομένων (ψηφιακών ή ψηφιοποιήσιμων) από κάθε τομέα της ανθρώπινης δραστηριότητας. Από την ταχύτητα των ανέμων πάνω από το Αιγαίο και τις μετακινήσεις των ταξί της Αθήνας, μέχρι τις ηλεκτρονικές αγορές των χρηστών του Amazon και τις ιατρικές εξετάσεις των ασθενών ενός νοσοκομείου, δεδομένα ασύλληπτου όγκου συλλέγονται και αποθηκεύονται αδιάκοπα. Η ανάλυση αυτών των Μεγάλων Δεδομένων (Big Data) από την άλλη πλευρά και η εξαγωγή χρήσιμων συμπερασμάτων είναι ζήτημα οξυδέρκειας, συνδυαστικής σκέψης αλλά και μεθοδολογικών τεχνικών που προέρχονται από ένα νέο, ραγδαία αναπτυσσόμενο ερευνητικό πεδίο, αυτό της “Επιστήμης Δεδομένων” (Data Science), για την πρωτοκαθεδρία του οποίου διαγκωνίζονται μαθηματικοί, επιστήμονες της πληροφορικής και της στατιστικής αλλά και των οικονομικών.


    Στον τομέα των βιοεπιστημών τα μεγάλα δεδομένα είναι πραγματικότητα εδώ και αρκετά χρόνια, από τον καιρό της αλληλούχισης των πρώτων πλήρων γονιδιωμάτων. Την τελευταία δεκαπενταετία ωστόσο, ο συνδυασμός τεχνολογίας και υπολογιστικών υποδομών οδήγησε σε μια χωρίς προηγούμενο αύξηση του ρυθμού παραγωγής βιολογικών και κυρίως γονιδιωματικών δεδομένων και δεν είναι υπερβολή να πούμε πως σύντομα o καλύτερος όρος για να περιγραφεί ένας τεράστιος όγκος δεδομένων δεν θα είναι “αστρονομικός” αλλά “γονιδιωματικός” (Stephens et al., 2015)⁠. Απ' αυτήν την άποψη, ακόμα κι αν δεν είναι υποχρεωτικό να θεωρήσει κανείς τη μοντέρνα, “κατευθυνόμενη από τα δεδομένα”, προσέγγιση σημαντικότερη, η σημασία της για τη σύγχρονη βιολογία δε θα πρέπει να παραγνωριστεί. Σκοπός αυτού του κεφαλαίου είναι αρχικά να παρουσιάσει τις κυριότερες πηγές “μεγάλων” βιολογικών δεδομένων και στη συνέχεια να συζητήσει τα σημαντικότερα υπολογιστικά προβλήματα που προκύπτουν κατά την ανάλυσή τους. Θα επικεντρωθούμε σε προβλήματα που σχετίζονται με τη σύγχρονη γονιδιωματική, αφενός γιατί η μελέτη των γονιδιωματικών αλληλουχιών αποτελεί το ενοποιητικό θέμα αυτού του βιβλίου, αλλά και γιατί οι σύγχρονες τεχνικές γονιδιωματικής είναι αυτές που παράγουν το συντριπτικά μεγαλύτερο μέρος των μεγάλων βιολογικών δεδομένων.


    


    


    Γονιδιωματική μεγάλης κλίμακας


    


     Η γονιδιωματική, η μελέτη δηλαδή των ιδιοτήτων του γονιδιώματος αποτελεί τη βασική πηγή παραγωγής και συσσώρευσης δεδομένων στη σύγχρονη βιολογία (Birney, 2012; Stephens et al., 2015)⁠. Η κύρια αιτία είναι η ανάπτυξη, τα τελευταία χρόνια, μιας σειράς μεθοδολογιών που επιτρέπουν την ταχεία, σε βάθος και σε μεγάλη διακριτική ικανότητα, ανάλυση μοριακών οντοτήτων και χαρακτηριστικών σε γονιδιωματική κλίμακα. Στη βάση όλων αυτών των μεθοδολογιών, βρίσκονται οι τεχνολογίες αλληλούχισης σε μεγάλη κλίμακα που, από τις αρχές της προηγούμενης δεκαετίας, γνωρίζουν πρωτοφανή άνθιση. Οι τεχνολογίες αλληλούχισης “νέας γενιάς”, (next-generation sequencing, στο εξής NGS), όπως είναι ευρύτερα γνωστές αποτελούν το καλύτερο παράδειγμα της σύγκλισης διαφορετικών ερευνητικών πεδίων προς έναν κοινό στόχο. Παρά το γεγονός ότι αυτή τη στιγμή συνυπάρχουν πολλές και διαφορετικές πειραματικές πλατφόρμες γονιδιωματικής ΝGS ανάλυσης (Mardis, 2008)⁠, στο σύνολό τους στηρίζονται σ' έναν αξιοθαύμαστο συνδυασμό διατάξεων νανοτεχνολογίας και οπτικής, στην ανάπτυξη υπολογιστικών μεθοδολογιών για την επεξεργασία μεγάλου όγκου δεδομένων και την εντατικοποίηση τεχνικών μοριακής βιολογίας. Η περιγραφή των επιμέρους μεθοδολογικών αρχών πίσω από κάθε πλατφόρμα ξεφεύγει από τους σκοπούς αυτού του βιβλίου και αποτελεί μάλλον αντικείμενο για ένα τεχνικό εγχειρίδιο (που επιπλέον θα πρέπει να ανανεώνεται συχνά με το ρυθμό που νέες μεθοδολογίες έρχονται να αντικαταστήσουν τις παλιές ή να προστεθούν στις προηγούμενες). Αυτό που έχει σημασία, ωστόσο, είναι η περιγραφή των κοινών χαρακτηριστικών των μεθοδολογιών που εφαρμόζονται για την αποκομιδή και ανάλυση γονιδιωματικών δεδομένων σε μεγάλη κλίμακα και κυρίως, να αναδειχθεί η κλίμακα αυτή.


    Ανεξάρτητα από το είδος της ανάλυσης και το βιολογικό ερώτημα, τα βασικά στάδια μιας NGS γονιδιωματικής ανάλυσης είναι κοινά και περιγράφονται σχηματικά στην Εικόνα 11.1.


     Επιγραμματικά αυτά είναι:


    · Απομόνωση του δείγματος που θα αναλυθεί μέσω αλληλούχισης (DNA, RNA).


    · "Eνίσχυση" του δείγματος, αύξηση δηλαδή της ποσότητας του γονιδιωματικού υλικού με κάποια παραλλαγή της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR).


    · Αλληλούχιση μέσω μιας πειραματικής πλατφόρμας NGS.


    · Αποκομιδή αποτελεσμάτων με τη μορφή εκατοντάδων εκατομμυρίων μικρο-αναγνώσεων αλληλουχιών (sequence reads), το μήκος των οποίων μπορεί να ποικίλει από μερικές δεκάδες έως μερικές εκατοντάδες νουκλεοτίδια.


    · Ποιοτικός έλεγχος των αποτελεσμάτων (τεχνικοί έλεγχοι, απομάκρυνση "προσμίξεων", διόρθωση σφαλμάτων).


    · Χαρτογραφήση και Ποσοτικοποίηση.


    · Ανάλυση και ερμηνεία.


     Τα δύο πρώτα από τα παραπάνω βήματα αποτελούν τμήμα πειραματικών πρωτοκόλων και αφορούν το μέρος της ερευνητικής προσπάθειας που γίνεται στο εργαστήριο. Κάτι τέτοιο τα καθιστά κάθε άλλο παρά ασήμαντα. Η βασική πηγή του πλούτου των γονιδιωματικών δεδομένων για τα οποία θα συζητήσουμε σ' αυτό το κεφάλαιο είναι οι πρωτοποριακές και ρηξικέλευθες πειραματικές τεχνικές που αναπτύσσονται σε σύζευξη με τις τεχνολογίες αλληλούχισης. Στις επόμενες ενότητες θα δούμε πώς κάποιες απ' αυτές έχουν όχι μόνο οδηγήσει στην ανάπτυξη καινοτόμων μεθοδολογικών εργαλείων αλλά και συνεισφέρει σε σημαντικές επιστημονικές ανακαλύψεις. Η βάση όλων των πειραματικών πρωτοκόλων βασίζεται στον εμπλουτισμό του αρχικού υλικού (που μπορεί να είναι DNA ή RNA) σε μια συγκεκριμένη ιδιότητα. Για παράδειγμα, στην περίπτωση της αλληλούχισης ώριμου γονιδιακού mRNA, η διαδικασία προετοιμασίας του δείγματος περιλαμβάνει μια σειρά πειραματικών σταδίων ώστε να απομονωθούν από το κύτταρο μόνο mRNA μόρια που περιέχουν μια χαρακτηριστική σειρά από βάσεις "Α" στο 3' άκρο του, καθώς αυτές οι λεγόμενες poly-A ουρές είναι χαρακτηριστικό γνώρισμα των ώριμων mRNA. Με αντίστοιχο τρόπο κανείς επιδιώκει να απομονώσει όσο γίνεται πιο καθαρούς και εξειδικευμένους υπο-πληθυσμούς μορίων (π.χ. μόνο μεθυλιωμένο DNA, DNA στο οποίο είναι προσδεδεμένες συγκεκριμένες πρωτεΐνες, DNA που δεν είναι περιελιγμένο σε νουκλεοσώματα κλπ) πριν αναλύσει το δείγμα με αλληλούχιση. Όπως και σε κάθε πειραματική διαδικασία, τα αποτελέσματα εξαρτώνται άμεσα από την ποιότητα του αρχικού υλικού.


    


    [image: ]


    


    Eικόνα 11.1: Διάγραμμα ροής μιας γονιδιωματικής ανάλυσης μεγάλης κλίμακας με τη χρήση NGS μεθοδολογιών, από τη συλλογή και αλληλούχιση του δείγματος, στην ανάλυση των πρωτογενών δεδομένων αλληλουχίας ως τη λειτουργική ανάλυση που διαφέρει ανάλογα με την εφαρμογή.


    


     Το στάδιο της αλληλούχισης περιλαμβάνει την παραγωγή των πρωτογενών δεδομένων και την οργάνωσή τους σε κατάλληλα μορφότυπα (format) προκειμένου να ακολουθήσει ο χειρισμός τους. Στο σημείο αυτό έγκειται και η σχετική "αλλαγή παραδείγματος" που συνιστά η βιολογία μεγάλων δεδομένων, καθώς τόσο ο όγκος, όσο και η μορφή των δεδομένων καθιστούν σε πρώτο βαθμό τα αποτελέσματα μη-προσπελάσιμα και επιδεχόμενα μια άμεση επιστημονική ερμηνεία. Κι αυτό γιατί τα δεδομένα ενός απλού πειράματος NGS αντιστοιχούν σε δεκάδες έως εκατοντάδες εκατομμυρίων αλληλουχιών μικρού μήκους (της τάξης των λίγων δεκάδων έως λίγων εκατοντάδων σε μήκος) για τις οποίες καμία άλλη πληροφορία δεν παρέχεται. Αυτές οι μικροαναγνώσεις αλληλουχιών (sequence reads στο εξής), αναλογούν σε μερικά Gigabyte ανεπεξέργαστης πληροφορίας για κάθε πείραμα NGS χωρίς κανείς να υπολογίζει τα πειράματα ελέγχου (control), τις τεχνικές επαναλήψεις κάθε πειράματος που είναι απαραίτητες για την καλύτερη στατιστική του ανάλυση, αλλά και την περαιτέρω ανάλυση που είναι απαραίτητη ώστε τα πρωτογενή δεδομένα να μετασχηματιστούν σε μια μορφή που να μπορεί να αναλυθεί περαιτέρω. Το σημείο αυτό, της πρωτογενούς ανάλυσης των αρχικών δεδομένων, έχει κάνει απαραίτητη τη συμμετοχή ενός υπολογιστικού βιολόγου, σε τεχνικό τουλάχιστον επίπεδο, σε κάθε μελέτη γονιδιωματικής κλίμακας.


     Τα επόμενα στάδια, του ποιοτικού ελέγχου και της χαρτογράφησης των αλληλουχιών αποτελούν τα βασικότερα βήματα στην πορεία της ανάλυσης των δεδομένων. Το αποτέλεσμά τους είναι αρχικά η ποιοτική αξιολόγηση της πειραματικής διαδικασίας που περιλαμβάνει τον έλεγχο τεχνικών ή άλλων σφαλμάτων και την απομάκρυνση προσμίξεων και τελικά η χαρτογράφηση (mapping) των sequence reads, η διαδικασία δηλαδή της στοίχισης της καθεμιάς από τα εκατομμύρια των αλληλουχιών με το αντίστοιχο τμήμα στο γονιδίωμα του υπό μελέτη οργανισμού, από το οποίο έχει προέλθει. Το τελικό αυτό στάδιο της χαρτογράφησης αποτελεί ένα από τα βασικότερα υπολογιστικά προβλήματα της βιολογίας μεγάλων δεδομένων και για το λόγο αυτό θα επανέλθουμε σε αυτό και σε επόμενες ενότητες.


    


    


    Τα βιολογικά προβλήματα (περισσότερα από ένα)


    


    Πολυπλοκότητα της Γονιδιακής έκφρασης


    


    Στο Κεφάλαιο 7 συζητήσαμε το πρόβλημα της ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης και πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε υπολογιστικές μεθόδους για ν' αναλύσουμε τα πρωτογενή δεδομένα, να προσδιορίσουμε στατιστικά τα γονίδια των οποίων η έκφραση μεταβάλλεται σημαντικά μεταξύ διαφορετικών συνθηκών και να ομαδοποιήσουμε γονίδια με κοινά πρότυπα έκφρασης. Λόγω της σημασίας των πειραμάτων γονιδιακής έκφρασης για ένα πολύ μεγάλο εύρος βιολογικών συστημάτων, οι πειραματικές διατάξεις για τη διενέργειά τους ήταν από τις πρώτες που αναπτύχθηκαν σε γονιδιωματική κλίμακα. Τα πειράματα μικροσυστοιχειών ήταν ήδη ερευνητική καθημερινότητα στα τέλη της δεκαετίας του 1990, ενώ η μετέπειτα εξέλιξη του πεδίου της ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης αποτελεί το καλύτερο παράδειγμα για τον τρόπο με τον οποίο η ανάπτυξη των πειραματικών διατάξεων επιτάχυνε τις εξελίξεις και σε θεωρητικό επίπεδο.


    Από τις αρχές της νέας χιλιετίας, η δυνατότητα ανάλυσης ολοένα και μεγαλύτερων περιοχών του γονιδιώματος, μέσω τεχνολογικών βελτιώσεων και της αύξησης της διακριτικής ικανότητας των μικροσυστοιχειών, οδήγησε στην ταυτόχρονη ανάπτυξη από τη μια πλευρά των πειραματικών προσεγγίσεων, από την άλλη στη διερεύνηση όλο και πιο τολμηρών βιολογικών υποθέσεων. Η φυσική μετεξέλιξη των μικροσυστοιχειών, οι συστοιχείες-ψηφίδες (tiling arrays) (Bertone et al., 2004)⁠ βασίζονταν στην ίδια μεθοδολογική αρχή της υβριδοποίησης, παρείχαν όμως τη δυνατότητα εντοπισμού RNA μορίων σε μη-γονιδιακές περιοχές, καθώς δεν περιείχαν probes μόνο από τμήματα γονιδίων αλλά διαδοχικά, κάποιες φορές αλληλο-επικαλυπτόμενα ολιγονουκλεοτιδικά τμήματα που προέρχονταν από εκτεταμένες γονιδιακές περιοχές ή και ολόκληρα χρωμοσώματα. Η ανάλυση της έκφρασης σε εξω-γονιδιακές (intergenic) περιοχές και ακόμα περισσότερο, η παρατήρηση ότι μεγάλα τμήματα εκτός γονιδίων εμφάνιζαν σταθερά επίπεδα μεταγραφικής ενεργότητας οδήγησε σε μια από τις πιο σημαντικές ανακαλύψεις της σύγχρονης μοριακής βιολογίας, της "εκτεταμένης μεταγραφής" (pervasive transcription) (Clark et al., 2011)⁠. Από τα πρώτα κιόλας πειράματα με συστοιχείες-ψηφίδες υπήρξαν εκτιμήσεις ότι η μεταγραφική ενεργότητα εκτείνεται σε ποσοστά του γονιδιώματος των ανώτερων ευκαρυωτικών που είναι πολλές φορές πολλαπλάσια από αυτά που αντιστοιχούν στο σύνολο των γνωστών γονιδίων. Η εκτεταμένη μεταγραφή, που δεν θα είχε ανακαλυφθεί χωρίς την εφαρμογή μεθόδων ανάλυσης σε γονιδιωματική κλίμακα, οδήγησε με τη σειρά της στη διατύπωση σημαντικών υποθέσεων για την ποικιλομορφία των RNA προϊόντων, την έκταση του μη-κωδικού DNA και του γενικότερου ρόλου της μεταγραφής στα κύτταρα (Mercer & Mattick, 2013)⁠.


    Σύντομα όμως ακόμα κι αυτή η τεχνολογία των συστοιχειών-ψηφίδων ξεπεράστηκε από την ανάπτυξη των νέων μεθοδολογιών αλληλούχισης. Οι τεχνικές αλληλούχισης νέας γενιάς (NGS), επέτρεψαν από τα μέσα της περασμένης δεκαετίας την άμεση ποσοτικοποίηση του συνόλου των RNA μορίων ενός κυττάρου μέσω της μεγάλης-κλίμακας αλληλούχισης RNA (RNA-Sequencing ή RNASeq, την οποία συναντήσαμε και στο Κεφαλαιο 7). Ακόμα πιο σημαντική από τη δυνατότητα ανίχνευσης και ποσοτικού προσδιορισμού μη-κωδικών RNA και της επιβεβαίωσης της πραγματικότητας της εκτεταμένης μεταγραφής, ήταν η ανάδειξη της πολυπλοκότητας της RNA έκφρασης τόσο σε γονιδιακό (κωδικό) όσο και μη-κωδικό επίπεδο. Στο μεν επίπεδο των γονιδίων, η πολυπλοκότητα αυτή αντανακλάται στον πολύ μεγάλο αριθμό ισομορφών γονιδίων που προκύπτουν μέσω εναλλακτικών θέσεων συρραφής (alternative splicing), διαφορικής χρήσης σημείων έναρξης και τερματισμού της μεταγραφής. Μελέτες σε διάφορους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς έχουν πλέον επιβεβαιώσει ότι οι ισομορφές αυτές δεν αντιστοιχούν σε δυνητικές πιθανότητες αλλά πραγματικά προϊόντα της μεταγραφής που συνυπάρχουν στον ίδιο κυτταρικό τύπο και κάτω από τις ίδιες συνθήκες, σε βαθμό που θέτει σε επανεξέταση ακόμα και τους πιο ανεκτικούς ορισμούς της έννοιας του γονιδίου (Gerstein et al., 2007)⁠. Από την άλλη πλευρά, σε μη-κωδικό επίπεδο, η ανάλυση μεγάλων τμημάτων εξω-γονιδιακών περιοχών έχει οδηγήσει στην ταυτοποίηση και ταξινόμηση ενός ολόκληρου "οικοσυστήματος" RNA μορίων, από τα μικρά και τα μεγάλα μη-κωδικά RNA (miRNA, lincRNA), στα pi-RNA, τα κυκλικά (circ-RNA) καθώς και RNA που σχετίζονται με τη μεταγραφή γονιδιακών τμημάτων (Kapranov et al., 2007)⁠ και ενισχυτών (enhancer-RNA).


    Tο πλήθος των ειδών RNA που μπορεί να ανιχνευθεί και να ποσοτικοποιηθεί καθώς και η ανάγκη διάκρισης μεταξύ των ισομορφών γονιδίων που συνεκφράζονται σ' ένα δεδομένο βιολογικό σύστημα αποτελούν τις δύο μεγαλύτερες πηγές δεδομένων για το επιστημονικό υπο-πεδίο της μεταγραφωμικής (transcriptomics). Ο όγκος και η πολυπλοκότητά τους δημιουργούν δύο βασικά υπολογιστικά προβλήματα:


    Το πρώτο είναι ένα γενικότερο πρόβλημα που προκύπτει για όλες τις προσεγγίσεις NGS και είναι το πρόβλημα της στοίχισης. Θυμηθείτε ότι στο Κεφάλαιο 4 συζητήσαμε διεξοδικά το πρόβλημα της ακριβούς στοίχισης δύο αλληλουχιών αλλά και αυτό της ταχείας αναζήτησης μιας αλληλουχίας σε μια βάση δεδομένων. Στην περίπτωση των πειραμάτων NGS, το πρόβλημα της στοίχισης αποκτά διαφορετικά χαρακτηριστικά λόγω της τάξης μεγέθους του. Όπως αναφέραμε παραπάνω, ένα μέσο πείραμα μπορεί να παραγάγει μερικές δεκάδες ή και εκατοντάδες εκατομμύρια αλληλουχίες μήκους μεταξύ 100-500 βάσεις (ανάλογα με τη χρησιμοποιούμενη πλατφόρμα). Η στοίχιση ενός τέτοιου αριθμού αλληλουχιών ακόμα και έναντι μιας περιορισμένης βάσης δεδομένων, που ισοδυναμεί με το πλήρες γονιδίωμα του υπό μελέτη οργανισμού, απαιτεί διαφορετικές προσεγγίσεις απ' αυτές που είδαμε στο Κεφάλαιο 4. Πράγματι, στην περίπτωση των NGS προσεγγίσεων, αλλάζει ακόμα και ο όρος που χρησιμοποιούμε: δε μιλάμε πλέον για στοίχιση αλλά για χαρτογράφηση (mapping) καθώς η ίδια η διαδικασία της παράλληλης στοίχισης εκατομμυρίων αλληλουχιών οδηγεί ταυτόχρονα και σε μια πρώτη ποσοτικοποίηση της πληροφορίας.


    


    Ερώτηση: Διαλέξτε μια ανθρώπινη αλληλουχία 150 βάσεων και κάντε ένα απλό BLAST στον υπολογιστή σας, χρονομετρώντας τη διάρκεια της διαδικασίας. Μπορείτε να υπολογίσετε το χρόνο που θα έπαιρνε η ίδια διαδικασία για ένα πείραμα 107 αλληλουχιών;


    


    Το δεύτερο πρόβλημα της ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης σε επίπεδο μεγάλων δεδομένων έχει να κάνει με την ανάλυση της πολυπλοκότητας στην έκφραση ισομορφών γονιδίων. Δεδομένου ότι διαφορετικές μορφές του ίδιου γονιδίου συνυπάρχουν κάτω από τις ίδιες συνθήκες, ο στόχος είναι να αναλυθεί το σύνολο των αλληλουχιών που προέρχονται από έναν κοινό γενετικό τόπο, με τρόπο που να ανασυνθέτει τις επιμέρους συνεισφορές των διαφόρων ισομορφών και (αν είναι δυνατόν) να τις ποσοτικοποιεί. Το πρόβλημα του προσδιορισμού των ισομορφών αποτελεί ένα από τα πιο δύσκολα προβλήματα της γονιδιωματικής μεγάλων δεδομένων και στη συνέχεια αυτού του κεφαλαίου θα δούμε λίγο πιο αναλυτικά γιατί.


    


    


    Εντοπισμός θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων


    


    Στο Κεφάλαιο 3 συζητήσαμε το πρόβλημα του εντοπισμού σημείων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων στο DNA. Παρόλο που η προσέγγισή που περιγράψαμε για την πρόβλεψη των σημείων πρόσδεσης ήταν κυρίως υπολογιστική, αναφερθήκαμε στην ανάγκη προϋπάρχουσας γνώσης ενός αριθμού πειραματικά προσδιορισμένων θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων στο DNA, προκειμένου τα υπολογιστικά μοντέλα να είναι περισσότερο αποτελεσματικά. Η γονιδιωματική μεγάλων δεδομένων επιδιώκει να λύσει αυτό το πρόβλημα μέσω του συνδυασμού μιας πειραματικής τεχνικής που ονομάζεται "ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης" (Chromatin Immuno-Precipitation, ή για συντομία ChIP) με την αλληλούχιση νέας γενιάς. Η τεχνική ChIP χρησιμοποιείται για την απομόνωση του DNA με το οποίο προσδένεται μια συγκεκριμένη πρωτεΐνη. Κάτι τέτοιο επιτυγχάνεται, όπως φαίνεται στην Εικόνα 11.2, μέσω της δημιουργίας ενός τριπλού συμπλόκου που περιλαμβάνει το DNA, την πρωτεΐνη και μια δεύτερη πρωτεΐνη η οποία είναι ένα αντίσωμα με ισχυρή εξειδίκευση για την πρωτεΐνη που μελετούμε. Το τριπλό σύμπλοκο μπορεί στη συνεχεια να αποσυντεθεί και το DNA να απομονωθεί και να αναλυθεί με αλληλούχιση. Η σύζευξη της ChIP με μεθοδολογίες NGS ονομάζεται ChIP-Sequencing (ή για συντομία ChIPSeq) (Landt et al., 2012)⁠. Η επιτυχία του αρχικού εμπλουτισμού του δείγματος, όπως αναφέραμε και παραπάνω, είναι πρωταρχικής σημασίας για την ανάλυση κι έτσι μια σειρά από στάδια, με κυριότερο την επιτυχή και εξειδικευμένη αναγνώριση της πρωτεΐνης στόχου από το αντίσωμα, χρειάζεται να προσεχθούν ιδιαίτερα. Επιτυχής εφαρμογή της ChIPSeq έναντι ενός συγκεκριμένου μεταγραφικού παράγοντα αναμένεται να μας δώσει ένα ποσοτικό πρότυπο κατάληψης του DNA από την πρωτεΐνη, η οποία δεν είναι υποχρεωτικά μεταγραφικός παράγοντας, αλλά μπορεί πρακτικά να είναι οποιαδήποτε πρωτεΐνη προσδένεται στο DNA (π.χ. η RNAPolII, διάφορες ιστόνες κλπ).


    Τα βασικά υπολογιστικά προβλήματα που προκύπτουν από τη χωροταξική ανάλυση ενός μεταγραφικού παράγοντα σχετίζονται: α) με την ταυτοποίηση των θέσεων πρόσδεσής του στο DNA και β) με τη σύνδεση αυτών των θέσεων με πιθανά γονίδια στόχους.


    Το πρόβλημα του προσδιορισμού θέσεων πρόσδεσης είναι ένα πρόβλημα στατιστικής φύσεως και για την επίλυσή του απαιτείται μια σειρά από βοηθητικά πειράματα ελέγχου και περιλαμβάνει κατά κύριο λόγο τη συγκριτική ανάλυση των “θετικών” προτύπων πρόσδεσης (παρουσία του μεταγραφικού παράγοντα) με τα αντίστοιχα “αρνητικά” πρότυπα που έχουν προκύψει χωρίς την ύπαρξη του παράγοντα στο δείγμα. Η διαδικασία μοιάζει με την προσέγγιση που ακολουθήσαμε για τον προσδιορισμό των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων στο Κεφάλαιο 7 αν και οι στατιστικοί έλεγχοι είναι σε αυτήν την περίπτωση διαφορετικοί.


    Το πρόβλημα της απόδοσης θέσεων πρόσδεσης σε γονίδια στόχους είναι καθαρά θεωρητικό από βιολογικής άποψης. Συνίσταται στο να δημιουργήσει κανείς μία αντιστοίχιση των εξαγόμενων από ένα ChIPSeq πείραμα θέσεων πρόσδεσης με θέσεις γονιδίων στο γονιδίωμα. Η λογική πίσω από μια τέτοια αντιστοίχιση είναι η πρόβλεψη ότι τα γονίδια που συνδέονται με μια θέση πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα Α, αναμένεται να ρυθμίζονται από τον Α. Παρόλο που μια τέτοια υπόθεση ακούγεται μάλλον προφανής, η διαδικασία της απόδοσης θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων (ή κορυφών, peaks όπως αναφέρονται συχνά) είναι ένα ιδιαίτερα πολύπλοκο πρόβλημα, που περιορίζεται από τις ελλιπείς μας γνώσεις γύρω από το μηχανισμό της γονιδιακής ρύθμισης. Στο επόμενο και τελευταίο κεφάλαιο θα συζητήσουμε προσεγγίσεις γι' αυτό το αρκετά ενδιαφέρον πρόβλημα που αναδεικνύει την πολυπλοκότητα των βιολογικών διαδικασιών και τη διαπλοκή των διαφόρων επιπέδων οργάνωσης του γονιδιώματος.


    [image: ]


    Eικόνα 11.2: Σχηματική αναπαράσταση της ChIPSeq μεθοδολογίας για τον εντοπισμό θέσεων πρόσδεσης πρωτεϊνών στο DNA. Στο συγκεκριμένο παράδειγμα αναζητούμε τη θέση ιστονών (γκρίζοι κύλινδροι) με συγκεκριμένες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις (αστερίσκοι). Η χρωματίνη αρχικά διασυνδέεται με κάποιον χημικό παράγοντα ώστε οι πρωτεΐνες να ακινητοποιηθούν πάνω στο DNA και στη συνέχεια μέσω ειδικών αντισωμάτων (με κόκκινο) απομονώνονται οι περιοχές στις οποίες ειναι προσδεδεμένη η πρωτεΐνη που μελετάται. (Η Εικόνα προσαρμόστηκε από την εργασία των Chabbert et al., 2015, CC BY 4.0).



    


    


    Μελέτη επιγενετικών τροποποιήσεων σε γονιδιωματική κλίμακα


    


    Ένα φαινόμενο ονομάζεται επιγενετικό όταν επιφέρει κληρονομήσιμες αλλαγές (τις περισσότερες φορές αντιστρεπτές) στη λειτουργία του γονιδιωματικού DNA χωρίς να μεταβάλλει την αλληλουχία του. Η πρόσφατη έκρηξη των γονιδιωματικών μελετών καθώς κι ένα ολοένα αυξανόμενο ενδιαφέρον για λειτουργικά στοιχεία του γονιδιώματος πέρα από την πρωτοταγή του αλληλουχία έχουν οδηγήσει σε μια μάλλον υπερβολική αναφορά του όρου, ο οποίος χρησιμοποιείται συχνά αδιακρίτως για να περιγράψει πολύπλοκα γονιδιωματικά φαινόμενα που όμως δύσκολα θα ταίριαζαν στον παραπάνω ορισμό. Σε μια εύστοχη παρατήρησή του ο Αdrian Bird, που ήταν από τους πρώτους που μελέτησε το επιγενετικό φαινόμενο της DNA μεθυλίωσης, φέρεται να είπε: "Η επιγενετική είναι ένας πολύ χρήσιμος όρος όταν δεν ξέρει κανείς τι συμβαίνει!" (Bird, 2007; Ptashne, 2007)⁠. Επεκτείνοντας τα όρια του κλασσικού ορισμού θα μπορούσαμε να αποτολμήσουμε μια γενικευμένη άποψη για τα επιγενετικά φαινόμενα ως εξής:


    Επιγενετικά είναι τα φαινόμενα που τροποποιούν το λειτουργικό δυναμικό του γονιδιώματος ενός οργανισμού χωρίς να μεταβάλλουν την πρωτοταγή του αλληλουχία.


    Με βάση τον παραπάνω ορισμό, ένας αριθμός από χαρακτηριστικά του γονιδιώματος μπορούν να χαρακτηρίστουν επιγενετικά. Παρόλο που οι αυστηροί γενετιστές θα έχουν κάθε λόγο να ασκήσουν κριτική σε ένα μάλλον "χαλαρό" προσδιορισμό του φαινομένου, αυτός μας επιτρέπει να συζητήσουμε σ' αυτήν την ενότητα μια σειρά από γονιδιωματικές ιδιότητες που μελετώνται συνολικά κάτω από το πρίσμα των "επιγενετικών τροποποιήσεων". Οι πιο σημαντικές από αυτές είναι:


    


    


    Μεθυλίωση DNA


    


    H μεθυλίωση του DNA είναι ένα χαρακτηριστικό του γονιδιώματος που αποτελεί επιγενετική τροποποίηση ακόμα και με την κλασσική έννοια. Κι αυτό γιατί οι μεθυλιωμένες κυτοσίνες κληρονομούνται σε μεγάλο βαθμό από τους απογόνους. Μεθυλίωση σε βάσεις κυτοσινών συμβαίνει κατεξοχήν σε κατάλοιπα CpG και σε συγκεκριμένες περιοχές του γονιδιώματος που ονομάζονται νησίδες CpG (τις οποίες συναντήσαμε και στα Κεφάλαια 1,2). Οι νησίδες CpG βρίσκονται συχνά κοντά σε σημεία έναρξης της μεταγραφής κι όταν είναι μεθυλιωμένες λειτουργούν κατασταλτικά για την έκφραση των πλησιέστερων γονιδίων. Η μελέτη της μεθυλίωσης του DNA σε γονιδιωματική κλίμακα μπορεί να επιτευχθεί με διάφορους τρόπους που επιτυγχάνουν τη σύζευξη μιας τεχνικής εμπλουτισμού μεθυλιωμένου DNA με μεθοδολογίες NGS. Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες τεχνικές είναι:


    1. H σύλληψη μέσω ΜeCP2 (ΜeCapSeq) η οποία είναι μια ChIP μέθοδος που χρησιμοποιεί ένα ειδικό αντίσωμα για να δεσμεύσει την πρωτεΐνη MeCP2 και τα σημεία του DNA στα οποία είναι προσδεδεμένη. H συγκεκριμένη πρωτεΐνη αναγνωρίζει και προσδένεται σε μεθυλιωμένες CpG νησίδες (το πλήρες όνομά της είναι Methyl-CpG-Binding-Protein 2) και ως εκ τούτου απομόνωσή της οδηγεί σε εμπλουτισμό του δείγματος σε DNA που είναι μεθυλιωμένο.


    2. H κατακρήμνιση μεθυλιωμένου DNA (ΜeDIPSeq), είναι μια παραλαγή της ChIP προσέγγισης που χρησιμοποιεί ένα αντίσωμα ειδικό για τα μεθυλιωμένα κατάλοιπα του DNA. Συνδυασμός της με μια προσεκτική θραύση του γονιδιωματικού DNA οδηγεί σε απομόνωση των τμημάτων του γονιδιώματος που είναι κατά προτίμηση μεθυλιωμένα.


    3. Η επεξεργασία με θειώδη άλατα (SO3-2, bisulfites) και παράλληλη αλληλούχιση των προϊόντων (bisulfite sequencing, BSSeq), η οποία εκμεταλλεύεται την αντίδραση της απαμίνωσης της κυτοσίνης σε ουρακίλη κάτω από την επίδραση του θειώδους ιόντος μέσω μια ηλεκτρονιόφιλης προσθήκης (Εινόνα 11.3). Η αντίδραση αυτή είναι ειδική για τα κατάλοιπα κυτοσίνης αλλά όχι για αυτά της μεθυλ-κυτοσίνης. Επίδραση με θειώδη μετατρέπει έτσι όλες τις κυτοσίνες του δείγματος σε ουρακίλες αλλά αφήνει τις μεθυλ-κυτοσίνες ανέπαφες. Σύγκριση δύο δειγμάτων (ένα που έχει υποστεί επεξεργασία με θειώδη και ένα που δεν έχει) οδηγεί σε ταυτοποίηση των διαφορικά μεθυλιωμένων καταλοίπων.


    Η καθεμία από τις παραπάνω μεθόδους έχει συγκριτικά πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα σε σχέση με τις άλλες (Laird, 2010)⁠. Η BSSeq είναι προφανώς η πιο ακριβής καθώς έχει διακριτική ικανότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίου, είναι ωστόσο εξαιρετικά δαπανηρή καθώς απαιτεί μεγάλο όγκο αλληλουχιών (sequence reads) για να εξασφαλίσει την ταυτοποίηση. Η MeCapSeq έχει τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα των ChIP μεθόδων που σημαίνει πως παρέχει ικανοποιητική πληροφορία με μικρή διακριτική ικανότητα εφόσον το αντίσωμα έχει λειτουργήσει σωστά. Η MeDIPSeq από την άλλη αποδίδει συχνά αρκετά ασαφή αποτελέσματα, δεδομένα με αρκετό "θόρυβο", είναι ωστόσο η πιο ειδική μέθοδος σε ό,τι αφορά τη χημεία καθώς αναγνωρίζει αυστηρά μεθυλιωμένες κυτοσίνες[47].
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    Eικόνα 11.3: a) Χημική αντίδραση υδρολυτικής απαμίνωσης κυτοσίνης μετά από επίδραση θειώδων ανιόντων β) Η αρχή της μεθόδου αλληλούχισης μετά από επίδραση θειώδων ανιόντων (Bisulphite sequencing). Τα μη-μεθυλιωμένα κατάλοιπα κυτοσίνης μετατρέπονται σε κατάλοιπα ουρακίλης (και στη συνέχεια μέσω αντίστροφης μεταγραφής σε κατάλοιπα θυμίνης) ενώ τα μεθυλιώμενα παραμένουν αναλλοίωτα. Σύγκριση ομόλογων αλληλουχιών από δύο δείγματα (αριστερά-δεξιά) εντοπίζει τη διαφορική μεθυλίωση με διακριτική ικανότητα σε επίπεδο μονονουκλεοτιδίων (κόκκινο πλαίσιο).


    


    Τα υπολογιστικά προβλήματα που προκύπτουν από την ανάλυση της μεθυλίωσης του DNA είναι ανάλογης φύσης μ' αυτά που προκύπτουν απ' την ανάλυση των μεταγραφικών παραγόντων, με πιο επιτακτικό αυτό της διάκρισης των περιοχών όπου η διαφορική μεθυλίωση μεταξύ δύο δειγμάτων είναι σημαντική. Θα συζητήσουμε αυτό το πρόβλημα σ' επόμενη ενότητα και για τις δύο αυτές κατηγορίες δεδομένων.


    


    Μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών


    


    Στο Κεφάλαιο 5 συζητήσαμε κάποια από τα χαρακτηριστικά των ιστονών στο πλαίσιο της οργάνωσής τους στα οκταμερή των νουκλεοσωμάτων. Στο ίδιο κεφάλαιο συζητήσαμε περιληπτικά για τις παραλλαγές, τις διαφορετικές ισομορφές με τις οποίες μπορούν να συμμετέχουν οι ιστόνες στο σχηματισμό των νουκλεοσωμάτων. Για πολλές από αυτές τις ισομορφές γνωρίζουμε ότι έχουν συγκεκριμένες λειτουργικές ιδιότητες, καθώς τείνουν να αποτελούν συστατικά μέρη νουκλεοσωμάτων που επιτελούν “ειδικούς” ρόλους, όπως είναι, για παράδειγμα, αυτά που βρίσκονται κοντά σε σημεία έναρξης της μεταγραφής γονιδίων. Το μεγαλύτερο μέρος ωστόσο του λειτουργικού τους ρόλου, οι ιστόνες το επιτελούν άμεσα μέσω πληθώρας ειδικών μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων στις οποίες υπόκεινται. Οι τροποποιήσεις αυτές, στις οποίες αναφερόμαστε συχνά και ως "μοριακή σήμανση των ιστονών" (histone marks), είναι το αποτέλεσμα της ομοιοπολικής προσθήκης χημικών ομάδων σε συγκεκριμένα κατάλοιπα των διαφόρων πρωτεϊνών του οκταμερούς και συμβολίζονται με χαρακτηριστικό τρόπο που περιλαμβάνει:


    · Το μόριο της ιστόνης που αφορά η σήμανση (π.χ. Η3, Η4)


    · Το κατάλοιπο στο οποίο συμβαίνει η τροποποίηση που συμβολίζεται με το αμινοξύ στο μονογράμματο κώδικα, ακολουθούμενο από έναν αριθμό που αντιστοιχεί στη θέση του στην πρωτοταγή αλληλουχία της ιστόνης (π.χ. Κ4: λυσίνη-4, S12: σερίνη-12)


    · τη χημική ομάδα της προσθήκης (π.χ. me=μεθυλίωση, ac=ακετυλίωση, ph=φωσφορυλίωση κλπ)


    · Τον αριθμό των ομάδων της προσθήκης που μπορεί να ποικίλει ανάλογα με το είδος της ομάδας (π.χ. me1: μονο-μεθυλίωση, me3: τρι-μεθυλίωση)


    Ο σημαντικότατος ρόλος των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων σε επιγενετικό επίπεδο, αναδείχθηκε αρχικά στο πλαίσιο της οργάνωσης του DNA σε ευχρωματίνη και ετεροχρωματίνη, καθώς παρατηρήθηκε συσχέτιση αυτών των περιοχών του γονιδιώματος με τον εμπλουτισμό του υποκείμενου DNA σε αντίστοιχες μετα-μεταφραστικές τροποιήσεις των ιστονών (Jenuwein & Allis, 2001)⁠. Η παρατήρηση αυτή οδήγησε, στις αρχές της δεκαετίας του 2000, στη διατύπωση της έννοιας του "κώδικα των ιστονών", σύμφωνα με τον οποίο, διαφορετική σήμανση (marking) των ιστονών μπορεί να οδηγήσει σε διαφορετικές διαμορφώσεις της χρωματίνης και κατά συνέπεια να προσδώσει διαφορετική προσβασιμότητα σε ρυθμιστικές πρωτεΐνες, μεταγραφικούς παράγοντες κ.ά.


    


    
      
        	
          Μετα-μεταφραστική τροποποίηση

        

        	
          Πιθανή Λειτουργία

        
      


      
        	
          Η3Κ4me1

        

        	
          Σήμανση ενισχυτών και μακρυνών ρυθμιστικών στοιχείων

        
      


      
        	
          Η3Κ4me2

        

        	
          Σήμανση ρυθμιστικών στοιχείων υποκινητών

        
      


      
        	
          Η3Κ4me3

        

        	
          Σήμανση ενεργών υποκινητών

        
      


      
        	
          Η3Κ9me1

        

        	
          5' άκρο γονιδίων

        
      


      
        	
          Η3Κ9me3

        

        	
          Σήμανση περιοχών συστατική ετεροχρωματίνης και επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών

        
      


      
        	
          Η3Κ27me3

        

        	
          Σήμανση κατεσταλμένων γονιδίων (κυρίως αναπτυξιακού τύπου)

        
      


      
        	
          Η3Κ79me2

        

        	
          Σήμανση στο 5' άκρο περιοχών ενεργού μεταγραφής

        
      


      
        	
          Η3Κ36me3

        

        	
          Σήμανση περιοχών επιμηκυνόμενης μεταγραφής κατά μήκος γονιδίων

        
      


      
        	
          H4K20me1

        

        	
          Σήμανση 5' άκρου γονιδίων

        
      


      
        	
          H3K9Ac

        

        	
          Σήμανση ενεργών ρυθμιστικών στοιχείων υποκινητών

        
      


      
        	
          H3K27Ac

        

        	
          Σήμανση αποκλειστικά ενεργών ενισχυτών (και υποκινητών)

        
      

    


    Πίνακας 11.1: Ένα υποσύνολο από τις πιο σημαντικές μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών που σχετίζονται με τη διαδικασία της μεταγραφικής ρύθμισης. Παρατηρήστε ότι οι περισσότερες από αυτές αφορούν μεθυλιώσεις καταλοίπων της ιστόνης Η3. Αρκετές από τις τροποποιήσεις είναι πλεονάζουσες με την έννοια ότι αφορούν την ίδια λειτουργία, χαρακτηριστικό της πολυπλοκότητας του “κώδικα των ιστονών”. Ο Πίνακας προσαρμόστηκε από το (Dunham et al., 2012)⁠.



    


    Συγκεκριμένες τροποποιήσεις που αφορούν π.χ. τη μεθυλίωση της λυσίνης-4 της ιστόνης Η3 (Η3Κ4me3) τείνουν έτσι να συμβαίνουν σε περιοχές του γονιδιώματος με ρυθμιστικό ρόλο όπως οι υποκινητές και οι ενισχυτές, ενώ αντίθετα μεθυλίωσεις σε άλλα κατάλοιπα της ίδιας ιστόνης (π.χ. Η3Κ27me3) σχετίζονται συχνότερα με κατασταλτική λειτουργία. Παρά το γεγονός ότι δεν υπάρχουν ενδείξεις για την κληρονομησιμότητα των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων των ιστονών, η λειτουργία τους εμπεριέχεται στο διευρυμένο ορισμό που δώσαμε παραπάνω, κάτι που μας επιτρέπει να τις χαρακτηρίσουμε "επιγενετικές". Στον Πίνακα 11.1 παραθέτουμε μερικές από τις πιο χαρακτηριστικές τροποποιήσεις και τον αποδιδόμενο λειτουργικό ρόλο τους. Η μελέτη τους σε επίπεδο γονιδιωματικης κλίμακας γίνεται σχεδόν αποκλειστικά με μεθόδους ChIPSeq, που εκμεταλλεύονται την ύπαρξη μια μεγάλης γκάμας αντισωμάτων που είναι απόλυτα εξειδικευμένα για ισομορφές ιστονών. Το αποτέλεσμα αυτών των προσεγγίσεων είναι, ανάλογα με το βαθμό διακριτικής ικανότητας, χρωμοσωμικοί χάρτες που περιγράφουν το σχετικό εμπλουτισμό μιας συγκεκριμένης μετα-μεταφραστικής τροποποίησης κατά μήκος του γονιδιώματος, είτε κορυφές εμπλουτισμού (peaks) του είδους που προκύπτουν από την ανάλυση ChIP μεταγραφικών παραγόντων.


    Ο μεγάλος αριθμός συνδυασμών επιγενετικών σημάνσεων που μπορεί να συνυπάρχουν σ' ένα νουκλεόσωμα (με οκτώ ιστονικά μόρια και εκατοντάδες πιθανές θέσεις τροποποιήσεων) οδηγεί εκ των πραγμάτων στη συνδυαστική ανάλυση πολλών τροποποιήσεων ταυτόχρονα από το ίδιο δείγμα. Μελέτες που αναλύουν παράλληλα μερικές ή μερικές δεκάδες τροποποιήσεις οδηγούν έτσι σε δεδομένα πολλαπλάσιου όγκου, η ανάλυση των οποίων παρουσιάζει ταυτόχρονα τόσο προβλήματα, όσο και δυνατότητες. Από μια άποψη, η οργάνωση, οπτικοποίηση και ομαδοποίηση πολλών διαφορετικών επιγενετικών τροποποιήσεων παρουσιάζει εγγενείς δυσκολίες, από την άλλη πλευρά όμως, παρέχει τη δυνατότητα γενικεύσεων στο πλαίσιο του αναλυτικότερου προσδιορισμού του "κώδικα των ιστονών". Ένα σημαντικό πρόβλημα που προκύπτει κατά την παράλληλη μελέτη διαφορετικών προτύπων εμπλουτισμού επιγενετικών στοιχείων είναι η διαμερισματοποίηση (segmentation) της γονιδιωματικής αλληλουχίας με τρόπο που να ορίζει διακριτές περιοχές στις οποίες επικρατούν συγκεκριμένοι συνδυασμοί των στοιχείων αυτών. Προσεγγίσεις διαμερισματοποίησης μπορούν να επεκταθούν ώστε να συμπεριλάβουν και γονιδιωματικά χαρακτηριστικά άλλου τύπου (π.χ. μεθυλίωση DNA, πρότυπα πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων κλπ). Σε επόμενη ενότητα θα δούμε πως μια τέτοια προσέγγιση μπορεί να βοηθήσει ταυτόχρονα τόσο στην περίληψη, όσο και στην καλύτερη ερμηνεία των δεδομένων.


    


    


    Μελέτη της Δομής της Χρωματίνης σε γονιδιωματική κλίμακα


    


    Πέρα από την απευθείας πρόσδεση πρωτεϊνών στο DNA και τη ρύθμισή του μέσω επιγενετικών τροποποιήσεων, σημαντικό ρόλο στη λειτουργία του γονιδιώματος παίζει η δομή της χρωματίνης. Στο Κεφάλαιο 5 συζητήσαμε πώς η δομική διαμόρφωση του γονιδιωματικού DNA, σε διάφορες κλίμακες μήκους, σχετίζεται άμεσα με την προσβασιμότητα πρωτεϊνικών παραγόντων σ' αυτό. Η δομή της χρωματίνης μπορεί να μελετηθεί σε γονιδιωματική κλίμακα με διάφορες μεθόδους, που διακρίνονται σ' αυτές που στοχεύουν στον προσδιορισμό των θέσεων νουκλεοσωμάτων (τις οποίες καλύψαμε στο Κεφάλαιο 5) και σ' αυτές που αποσκοπούν να εντοπίσουν στοιχεία "ανοιχτής" δομής χρωματίνης στο γονιδίωμα, οι πιο χαρακτηριστικές από τις οποίες είναι η πέψη με DNaseI (Thurman et al., 2012)⁠ και η διασύνδεση με φορμαλδεΰδη ακολουθούμενη από εκχύλιση (FAIRE) (Simon, Giresi, Davis & Lieb, 2012)⁠. Για τη δεύτερη αρκεί να πούμε πως αποτελεί μια μέθοδο εμπλουτισμού θέσεων στο γονιδίωμα που είναι ελεύθερες νουκλεοσωμάτων και ως εκ τούτου είναι υποψήφιες να έχουν ρυθμιστικό ρόλο. Με χαμηλή, σχετικά, διακριτική ικανότητα και εγγενείς δυσκολίες σε ό,τι αφορά το πειραματικό πρωτόκολο είναι αυτή που εφαρμόζεται σπανιότερα. Η πέψη με DNaseI ακολουθούμενη από NGS αλληλούχιση (DNase-Seq) αποτελεί μετεξέλιξη μιας μεθόδου μικρής κλίμακας για τον προσδιορισμό στοιχείων του γονιδιώματος που δεν προσδένονται από νουκλεοσώματα και κατά συνέπεια είναι προσβάσιμα σε μεταγραφικούς και άλλους πρωτεϊνικούς παράγοντες. Η DNaseI είναι ένα ένζυμο που υδρολύει αδιακρίτως το DNA που δεν είναι προστατευμένο από νουκλεοσώματα. Αλληλούχιση σε βάθος συγκεκριμένων σημείων που ονομάζονται "υπερευαίσθητες σε DNaseI θέσεις", μπορεί να οδηγήσει στην εξαγωγή DNA-αποτυπωμάτων (DNA-footprints) τα οποία μπορούν, όχι μόνο να αναδείξουν τη ρυθμιστική λειτουργία της συγκεκριμένης γονιδιωματικής περιοχής, αλλά και να ταυτοποιήσουν, κάτω από συγκεκριμένες προϋποθέσεις, το μεταγραφικό παράγοντα, ο οποίος προσδένεται σ' αυτήν. Αυτό επιτυγχάνεται μέσω της εξαιρετικής διακριτικής ικανότητας της μεθόδου, η οποία επιτρέπει τον προσδιορισμό του προστατευμένου ολιγονουκλεοτιδίου σε μια απο-προστατευμένη περιοχή. Στην Εικόνα 11.4 φαίνεται σχηματικά μια περιοχή που είναι γενικά προσβάσιμη στη DΝaseI, που όμως περιέχει ένα μικρό τμήμα, μέσα στο οποίο το πρότυπο πέψης είναι καθαρά μειωμένο. Η ανάγνωση της αλληλουχίας στο σημείο αυτό και η σύγκρισή της με γνωστά μοτίβα πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων (όπως αυτά που συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 3) μπορεί να οδηγήσει στον ταυτόχρονο προσδιορισμό των θέσεων πρόσδεσης ενός πολύ μεγάλο αριθμού πρωτεϊνών σ' ένα μόνο πείραμα και χωρίς τη χρήση αντισωμάτων.


    


    Ερώτηση: Μια εξαιρετικά ενδιαφέρουσα εφαρμογή της ανάλυσης DGF, είναι ότι τα αποτελέσματά της μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τη δημιουργία δικτύων ρυθμιστικών αλληλεπιδράσεων. Μπορείτε να σκεφτείτε με ποιον τρόπο;
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    Eικόνα 11.4: Σχηματική αναπαράσταση της χρήσης της τεχνικής DNaseI digital genomic footprinting (DGF) για τον εντοπισμό θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων στο DNA χωρίς τη χρήση αντισωμάτων. Εκτεταμένη αλληλούχιση των θραυσμάτων πέψης με DNaseI αποκαλύπτει σημεία προστασίας (βαθύ γαλάζιο) εντός των ευρύτερων κορυφών (ανοιχτό γαλάζιο). Σύγκριση των σημείων αυτών με περιοχές που είναι υψηλά συντηρημένες σε επίπεδο αλληλουχίας (κόκκινο) και αναζήτηση γνωστών μοτίβων πρόσδεσης σε αυτές οδηγεί στην ταυτοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα.


    


    


    Μελέτη της Γενετικής Ποικιλομορφίας


    


    Από μεγάλα ερευνητικά προγράμματα, όπως το Πρόγραμμα των 1000 Γονιδιωμάτων (βλ. Κεφάλαιο 10), μέχρι την καθημερινή κλινική ρουτίνα, στην οποία εντάσσεται πλέον η πλήρης αλληλούχιση Εξονιώματος (Whole Exome Sequencing) αναμένεται ότι σύντομα ο κυριότερος όγκος γονιδιωματικών δεδομένων θα προέρχεται από μελέτες γενετικής ποικιλομορφίας, που θα διενεργούνται για διαγνωστικούς και προ-διαγνωστικούς σκοπούς. Από τη στιγμή που έχουμε ήδη συζητήσει εκτενώς τις μεθοδολογίες αυτές στο αμέσως προηγούμενο κεφάλαιο (βλ. Κεφάλαιο 10) επανερχόμαστε εδώ απλώς για να υπενθυμίσουμε τη σημασία αυτών των προσεγγίσεων τόσο από την άποψη της Βιοϊατρικής, όσο και απ' αυτήν της Υπολογιστικής Βιολογίας.


    


    


    Τα υπολογιστικά προβλήματα (ακόμα περισσότερα)


    


    Οργάνωση και απεικόνιση της πληροφορίας. Γονιδιωματικοί Φυλλομετρητές (Genome Browsers)


    


    Ένα μάλλον παραγνωρισμένο πρόβλημα κατά την ανάλυση μεγάλων δεδομένων γονιδιωματικής είναι αυτό της επισκόπησης και απεικόνισης τους. Ακόμα και σε προσεγγίσεις τόσο εκλεπτυσμένες και πολύπλοκες όπως οι NGS, λίγα πράγματα μπορούν να υποκαταστήσουν την οξυδέρκεια της ανθρώπινης παρατήρησης. Το πρώτο πράγμα που θα θέλαμε να κάνουμε από τη στιγμή που προσδιορίζουμε ένα διαφορικά εκφραζόμενο γονίδιο ή μια θέση πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα είναι να αναπαραστήσουμε τα δεδομένα μας με κάποιο γραφικό τρόπο. Αυτή τη δυνατότητα μας προσφέρουν οι Γονιδιωματικοί Φυλλομετρητές (στο εξής Genome Browsers), που είναι προγράμματα απεικόνισης γονιδιωματικών δεδομένων, με τρόπο που να επιτρέπει ταυτόχρονα την επισκόπηση, τη σύγκριση και σε κάποιο βαθμό ακόμα και την ανάλυση της πληροφορίας, γεγονός που τους καθιστά ιδιαίτερα δημοφιλείς (κυρίως μεταξύ των λιγότερο εξοικειωμένων με τις πιο αυστηρές αναλύσεις) (Karolchik, Hinrichs & Kent, 2011)⁠.


    Πριν περάσουμε στην περιγραφή των δυνατοτήτων που προσφέρουν οι γονιδιωματικοί φυλλομετρητές θα πρέπει να περιγράψουμε, με λίγο πιο αναλυτικούς όρους, τη μορφή των δεδομένων που προκύπτουν από διάφορες NGS αναλύσεις, καθώς τα επιμέρους χαρακτηριστικά τους είναι αυτά που καθορίζουν και πολλές από τις λειτουργίες των φυλλομετρητών. Στην Εικόνα 11.5 φαίνονται τμήματα από τα πιο σημαντικά είδη μορφοτύπων (format) δεδομένων γονιδιωματικής πληροφορίας, τα οποία μπορούν να διακριθούν βασικά σε τρεις κύριες κατηγορίες:


    


    · Μορφότυπα δεδομένων αλληλουχίας. Σε αυτά ανήκουν όλα τα δεδομένα που περιέχουν πρωτοταγή αλληλουχία όπως τα αρχεία fastq και fasta που περιέχουν πρωτοταγείς αλληλουχίες (sequence reads) και τα MAF (multiple alignment/mutation annotation format) πoυ είναι αρχεία πολλαπλών στοιχίσεων (Εικόνα 11.5α).


    · Μορφότυπα δεδομένων γονιδιωματικών συντεταγμένων. Σ' αυτά ανήκουν μερικά από τα πιο κοινά αρχεία γονιδιωματικών δεδομένων όπως είναι τα bed (browser extensible data). Tα αρχεία γονιδιωματικών συντεταγμένων έχουν χαρακτηριστική μορφή που περιέχει πληροφορίες για το χρωμόσωμα, το νουκλεοτίδιο έναρξης και το νουκλεοτίδιο λήξης μιας συγκεκριμένης γονιδιωματικής οντότητας (π.χ. ενός εξονίου, της θέσης πρόσδεσης μιας πρωτεΐνης στο DNA, μιας κορυφής διαφορικής μεθυλίωσης κλπ) (Εικόνα 11.5β). Αποτελούν το πιο κοινό είδος γονιδιωματικών μορφοτύπων.


    · Μορφότυπα δεδομένων συνεχών γονιδιωματικών μεγεθών. Σε αυτά ανήκουν χαρακτηριστικά μορφότυπα όπως τα bedGraph ή τα wig που μοιάζουν με αρχεία συντεταγμένων αλλά διαφέρουν από αυτά καθώς περιέχουν αριθμητικές τιμές μεγεθών που μεταβάλλονται κατά μήκος ενός χρωμοσώματος ή μιας χρωμοσωμικής περιοχής. Ποσότητες, για παράδειγμα, που προσδιορίζονται πειραματικά όπως η πυκνότητα της μεθυλίωσης του DNA, ή υπολογιστικά όπως το ποσοστό GC% μπορούν να καταγραφούν σε αρχεία αυτού του τύπου που θα περιέχουν τις γονιδιωματικές συντεταγμένες αντιστοιχημένες με την τιμή της ποσότητας (Εικόνα 11.5γ).
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    Eικόνα 11.5: Παραδείγματα γονιδιωματικών μορφοτύπων. α) Μορφότυπα δεδομένων αλληλουχίας, πάνω: μορφότυπο fasta για απλή γονιδιωματική αλληλουχία, στη μέση: fastq μορφότυπο για μικρο-ανάγνωση από NGS πείραμα, όπου η αλληλουχία συνοδεύεται από τα σκορ αξιοπιστίας της αλληλούχισης, κάτω: MAF μορφότυπο πολλαπλής στοίχισης γονιδιωματικών αλληλουχιών. β) Μορφότυπο bed για την αναπαράσταση γονιδιωματικών συντεταγμένων γ) Μορφότυπα bedgraph (πάνω) και wig (κάτω) για την αναπαράσταση συνεχών τιμών γονιδιωματικών ιδιοτήτων.


    


    Τα διάφορα ήδη πληροφορίας που μόλις περιγράψαμε μπορούν να ενσωματωθούν σ' ένα γονιδιωματικό φυλλομετρητή με διαφορετικούς τρόπους που να αναδεικνύουν τα χαρακτηριστικά τους, όπως φαίνεται στα παραδείγματα της Εικονας 11.6. Τα βασικά χαρακτηριστικά του φυλλομετρητή που επιτρέπουν κάτι τέτοιο είναι:


    · Η χαρτογράφηση ενός γονιδιώματος αναφοράς ανά χρωμόσωμα


    · Η αρίθμηση των νουκλεοτιδίων με τη μορφή οριζόντιων συντεταγμένων


    · Η αναπαράσταση διαφορετικών συνόλων δεδομένων με μορφή οριζόντιων "τροχιών" (tracks) που διατρέχουν τα χρωμοσώματα.


    · Η δυνατότητα εστίασης (zoom) από την κλίμακα του πλήρους χρωμοσώματος σ' αυτή μερικών νουκλεοτιδίων.


    · Η εξαρχής ενσωμάτωση προϋπάρχουσας γνώσης για το σχολιασμό των γονιδιωμάτων αναφοράς, όπως π.χ. οι θέσεις γονιδίων, οι γνωστές νησίδες CpG κ.ά.


    Η δυνατότητα εστίασης σε μεγάλη διακριτική ικανότητα επιτρέπει στην απευθείας ανάγνωση αλληλουχιών αλλά και τον εντοπισμό νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων. Τα αρχεία απλών συντεταγμένων bed αναπαρίστανται με μορφή ευθύγραμμων τμημάτων ή παραλληλογράμμων που εκτείνονται από τη συντεταγμένη έναρξης ως τη συντεταγμένη λήξης. Αρχεία συνεχών μεγεθών μπορούν να παρουσιαστούν είτε ως συνεχή ιστογράμματα (αν η διακριτική ικανότητα είναι μεγάλη και υπάρχουν τιμές με μεγάλη πυκνότητα) ή ως παραλληλόγραμμα της μορφής των γονιδιωματικών συντεταγμένων με τις αριθμητικές τιμές να αναγράφονται πάνω τους ή να αντιστοιχούνται σε κάποιο χρωματικό κώδικα. Τα διάφορα σύνολα δεδομένων παρουσιάζονται το ένα κάτω από το άλλο με τρόπο που προσομοιάζει τις τροχιές παράλληλων γραμμών τρένου, ενώ -όπως θα περίμενε κανείς από έναν "φυλλομετρητή"- ο χρήστης μπορεί να "μετακινηθεί" κατά μήκος αυτών των τροχιών με δυναμικό τρόπο.
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    Eικόνα 11.6: Εικόνα από τον UCSC Genome Browser για το γενετικό τόπο του γονιδίου ΑΒΟ του ανθρώπου. Σε διαφορετικές τροχιές παριστάνονται τόσο δεδομένα συντεταγμένων (νησίδες CpG, DNaseI clusters, SNP) όσο και συνεχή αριθμητικά δεδομένα από πειράματα (όπως τα επίπεδα μεταγραφής του γονιδίου και το σήμα από συγκεκριμένες μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών και το σήμα πέψης από DNaseI) αλλά και από αναλύσεις συγκριτικής γονιδιωματικής (βαθμός συντήρησης αλληλουχίας μεταξύ 100 σπονδυλωτών).


    


    Στην Εικόνα 11.6 βλέπουμε χαρακτηριστικά παραδείγματα απεικόνισης δεδομένων στο γονιδιωματικό φυλλομετρητή του Πανεπιστημίου της Καλιφόρνιας στη Santa Cruz (UCSC, http://genome.ucsc.edu/) (βλ. επίσης και Εικόνες 0.1 και 10.2). Το βασικό πλεονέκτημα των διαδικτυακών φυλλομετρητών είναι ο μεγάλος πλούτος προενσωματωμένης γνώσης για τα γονιδιωματικά συστήματα που διαθέτουν. Έτσι, για παράδειγμα, αν κάποιος επιθυμεί να συγκρίνει τα δικά του πειραματικά δεδομένα από ένα πείραμα στο ανθρώπινο γονιδίωμα (ή και σε οποιοδήποτε από τα κυριότερα μελετούμενα ευκαρυωτικά γονιδιώματα) με μια σειρά από γνωστά στοιχεία του γονιδιώματος, όπως τις θέσεις έναρξης της μεταγραφής, τα σημεία συρραφής εξονίων, τις νησίδες CpG ή και ιστο-ειδικά χαρακτηριστικά όπως τα σημεία έναρξης του διπλασιασμού του DNA και τις θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, μπορεί να βρει αυτήν την πληροφορία ενσωματωμένη στο φυλλομετρητή και απλώς να την επιλέξει να παρουσιαστεί σε μια "τροχιά" πάνω από τα δικά του δεδομένα.


    Η γραφική αναπαράσταση των δεδομένων σε γονιδιωματικούς φυλλομετρητές αποτελεί, όπως αναφέραμε παραπάνω, ένα πρώτο μόνο επίπεδο επισκόπησης των αποτελεσμάτων από NGS προσεγγίσεις. Η συνδυαστική τους ανάλυση, η ερμηνεία τους και πιθανή μοντελοποίησή τους απαιτεί από τη μια πλευρά την ύπαρξη στιβαρών βιολογικών υποθέσεων και από την άλλη την εφαρμογή προχωρημένων μεθοδολογιών ανάλυσης δεδομένων. Το πρώτο αποτελεί ζήτημα ερευνητικής εμπειρίας, καλής γνώσης του συστήματος μελέτης και οξυδέρκειας. Το δεύτερο είναι και ζήτημα τεχνικής, ή καλύτερα τεχνικών και θα αποτελέσει το αντικείμενο του επόμενου και τελευταίου κεφαλαίου αυτού του βιβλίου.


    


    


    Στοίχιση NGS αλληλουχιών. Δέντρα καταλήξεων (suffix trees)


    


    Περνάμε τώρα σε κάποια από τα βασικότερα υπολογιστικά προβλήματα που ανακύπτουν κατά την ανάλυση NGS δεδομένων. Όπως συζητήσαμε και παραπάνω, το πρωταρχικό πρόβλημα των προσεγγίσεων γονιδιωματικής μεγάλης κλίμακας είναι αυτό της μαζικής παράλληλης στοίχισης πολλών αλληλουχιών (όπου το “πολλές” μεταφράζεται σε δεκάδες με εκατοντάδες εκατομμύρια). Στο Κεφάλαιο 4 συζητήσαμε τα προβλήματα τόσο της ακριβούς στοίχισης, όσο και των γρήγορων αναζητήσεων ομοιότητας σε μεγάλες βάσεις δεδομένων. Θυμηθείτε ότι τα ερωτήματα που προσπαθούμε να απαντήσουμε είναι:


    Δεδομένης μιας αλληλουχίας μήκους Ν και μιας μικρότερης μήκους k, πώς μπορούμε να βρούμε:


    α) Αν η k περιέχεται στην Ν


    β) Σε ποια θέση της Ν βρίσκεται η υπο-αλληλουχία που ταυτίζεται με την k


    Το πρόβλημα, στην περίπτωση των πειραμάτων NGS, είναι ότι η παραπάνω ερώτηση πρέπει να απαντηθεί μερικές δεκάδες εκατομμύρια φορές και καμία από τις μεθόδους αναζήτησης ομοιότητας δεν είναι αρκετά “γρήγορη” για κάτι τέτοιο. Η τάξη των μεγεθών επιβάλλει την αναζήτηση διαφορετικής στρατηγικής.


    Για να καταλάβετε καλύτερα το πρόβλημα, φανταστείτε το ως το ανάλογο του εξής παιχνιδιού. Σας δίνεται ένα τεράστιο παζλ που περιέχει εκατομμύρια κομμάτια. Τα κομμάτια είναι όλα σε μια τεράστια σακούλα και η εικόνα που πρέπει να ανασυστήσετε είναι ζωγραφισμένη στο πάτωμα μιας πολύ μεγάλης αίθουσας. Για να κερδίσετε θα πρέπει να τοποθετήσετε κάθε κομμάτι από τη σακούλα στη θέση που του αντιστοιχεί πάνω στην εικόνα, να “χαρτογραφήσετε” δηλαδή τις θέσεις των κομματιών πάνω στην ήδη έτοιμη εικόνα. Μια λεπτομέρεια: Δεν μπορείτε να είστε βέβαιοι αν όλα τα κομμάτια που έχετε στη σακούλα ανήκουν σ' αυτό το παζλ, ενώ μπορείτε να είστε σχεδόν σίγουροι ότι ακόμα κι αν τα τοποθετήσετε όλα στη θέση τους δε θα είναι ικανά να την ανασυστήσουν πλήρως. Θα πρέπει να φανταστείτε την εικόνα στο δάπεδο σαν το ανάλογο του γονιδιώματος που μελετάτε, του οποίου την αλληλουχία γνωρίζετε ήδη, και τα κομμάτια του παζλ στη σακούλα σαν τις μικρο-αναγνώσεις (reads), των οποίων τη θέση στο γονιδίωμα θέλετε να προσδιορίσετε. Αν μπορείτε τώρα να αναλογιστείτε το πραγματικό μέγεθος αυτού του προβλήματος στο επίπεδο του ανθρώπινου γονιδιώματος, τότε σας αξίζουν συγχαρητήρια γιατί αυτό θα σημαίνει ότι είστε σε θέση να φανταστείτε μια αίθουσα με έκταση 300 στρέμματα και μια σακούλα με κομμάτια παζλ που ζυγίζει 10 τόνους! Κι αυτό γιατί αυτή θα είναι η αναλογία αν υποθέσουμε μικροσκοπικά κομμάτια παζλ εμβαδού ενός τετραγωνικού εκατοστού και βάρους ενός γραμμαρίου!


    Όπως συμβαίνει συχνά, για τη λύση προβλημάτων που φαντάζουν αδύνατα κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες, χρειάζεται να αλλάξουμε ριζικά τον τρόπο που ορίζουμε το ίδιο το πρόβλημα. Στην περίπτωση της μαζικής παράλληλης αναζήτησης ομοιότητας σ' ένα γονιδίωμα αναφοράς, του προβλήματος δηλαδή της χαρτογράφησης (mapping), η λύση προκύπτει αν αλλάξουμε τον τρόπο με τον οποίο εξετάζουμε το γονιδίωμα. Αν το γονιδίωμα, η εικόνα που το παζλ συνθέτει, μπορούσε να συμπιεστεί με κάποιο τρόπο που να επιτρέπει ταχύτατες αναζητήσεις, τότε θα μπορούσαμε ίσως να εργαστούμε με μεγαλύτερη άνεση. Μια διαφορετική δομή των δεδομένων μας θα μπορούσε να δώσει τη λύση. Στην περίπτωση κειμένων (όπως είναι το ανθρώπινο γονιδίωμα) μια τέτοια δομή είναι τα Δέντρα Καταλήξεων (suffix trees) (D. Gusfield, 2002)⁠ που θα περιγράψουμε στη συνέχεια.


    Αναλογιστείτε την παρακάτω αλληλουχία:


    


     GAGTAAGTCA


    


     Η αλληλουχία αυτή προσδιορίζεται, ως σειρά χαρακτήρων, από διάφορα χαρακτηριστικά που θα τα ονομάσουμε λεξικογραφικά και που αντιστοιχούν στο μήκος της σε αριθμό γραμμάτων, το πλήθος των φορών που εμφανίζεται καθένα απ' αυτά κλπ. Ένα ιδιαίτερο λεξικογραφικό χαρακτηριστικό είναι το σύνολο των “καταλήξεων” αυτής της σειράς χαρακτήρων που ορίζεται ως το σύνολο των τμημάτων της που έχουν οποιοδήποτε σημείο εκκίνησης μέσα στην αλληλουχία και σημείο τερματισμού ένα τελικό σύμβολο. Για λόγους συμβολισμού θα αντιστοιχήσουμε το σημείο τερματισμού με το σύμβολο του δολαρίου “$”[48]. Μπορούμε να σχηματίσουμε έτσι το σύνολο των καταλήξεων της GAGTAAGTCA ως εξής:


    


    GAGTAAGTCA$


    AGTAAGTCA$


    GTAAGTCA$


    TAAGTCA$


    AAGTCA$


    AGTCA$


    GTCA$


    TCA$


    CA$


    A$


    


    τις οποίες μπορούμε να κατατάξουμε και αλφαβητικά:


    


    A$


    AAGTCA$


    AGTAAGTCA$


    AGTCA$


    CA$


    GAGTAAGTCA$


    GTAAGTCA$


    GTCA$


    TAAGTCA$


    TCA$


    


    Προκύπτει από τον ορισμό των καταλήξεων, ότι μια σειρά Ν χαρακτήρων θα έχει Ν καταλήξεις. Από το σύνολο αυτό των Ν καταλήξεων μπορούμε να σχηματίσουμε ένα δέντρο ακολουθώντας τον εξής απλό αλγόριθμο:


    


    Αλγόριθμος :: BuildSuffix


    Δεδομένο: Αλφαβητική σειρά καταλήξεων S;


    Απαρίθμηση: Για κάθε κατάληξη s στην S;


     Όρισε k = μήκος της s σε χαρακτήρες


     Εκκίνηση από το σημείο R (Ρίζα του δέντρου)


     Aπαρίθμηση για i=1 έως i=k (k=μήκος s)


     1. Αν S[i] συνδέεται με R τότε:


     R=S[i]


     i=i+1


     Πήγαινε στο 1


      Αλλιώς:


     i=j


     R=S[j]


     για i=j+1 έως i=k


     Σύνδεσε το S[j] στο S[j-1]


     Τέλος: Απαρίθμηση j


     Τέλος: Απαρίθμηση s


     Tέλος: Απαρίθμηση S


    Aποτέλεσμα: Η αλληλουχία συνδέσεων του R


    Τερματισμός


    


     H διαδικασία είναι δηλαδή μια απλή σειριακή κατασκευή ενός δέντρου με ρίζα. Κάθε φορά που μια καινούργια κατάληξη προστίθεται στο δέντρο ελέγχεται με τη σειρά κάθε χαρακτήρας της. Αν ο πρώτος χαρακτήρας της υπάρχει ήδη και είναι συνδεδεμένος με τη ρίζα R, μετακινούμαστε στον κόμβο που αντιστοιχεί σ' αυτόν τον χαρακτήρα και προχωράμε στο δεύτερο χαρακτήρα της κατάληξης. Αν ο δεύτερος χαρακτήρας είναι συνδεδεμένος με τον κόμβο, τότε μετακινούμαστε στον κόμβο που του αντιστοιχεί κ.ο.κ. Όταν φτάσουμε σε έναν χαρακτήρα που δεν συνδέεται με προϋπάρχοντα κόμβο δημιουργούμε μια διακλάδωση συνδέοντας το υπόλοιπο της κατάληξης στον κόμβο της διακλάδωσης. Η διαδικασία φαίνεται καλύτερα σχηματικά στην Εικόνα 11.7.


    Ποια είναι η χρησιμότητα αυτού του δέντρου; Μπορούμε να το χρησιμοποιήσουμε για να απαντήσουμε στο πρώτο από τα δύο ερωτήματα που θέσαμε παραπάνω:


    


    Δεδομένης μιας αλληλουχίας μήκους Ν και μιας μικρότερης μήκους k, πώς μπορούμε να βρούμε αν η k περιέχεται στην Ν;
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    Eικόνα 11.7: Σταδιακή δημιουργία ενός δέντρου καταλήξεων. Ξεκινώντας από τη ρίζα του δέντρου προσθέτουμε τις καταλήξεις που έχουμε δημιουργήσει είτε απευθείας στη ρίζα είτε συνδέοντάς τις με τμήματα του δέντρου που υπάρχουν ήδη. Στην Εικόνα μετά την πρώτη προσθήκη της κατάληξης A$, οι επόμενες τρεις καταλήξεις προστίθενται σε ήδη υπάρχοντες κόμβους του δέντρου. Η 5η προσθήκη CA$ συνδέεται με τη ρίζα.


    


    Έστω ότι η αλληλουχία Ν περιγράφεται από το παραπάνω δέντρο και είναι η GAGTAAGTCA και η αλληλουχία k που αναζητούμε είναι το ολιγονουκλεοτίδιο AGT. Για να εξετάσουμε την ύπαρξη του AGT στην GAGTAAGTCA θα ξεκινήσουμε από τη ρίζα του δέντρου και θα κινηθούμε προς τα κάτω, διαβάζοντας ένα-ένα τα νουκλεοτίδια του AGT. Αν ολοκληρώσουμε την ανάγνωση έχοντας διέλθει από συνεχόμενους κόμβους του δέντρου, τότε η αλληλουχία k περιέχεται στην Ν. Πράγματι όπως φαίνεται στην Εικόνα 11.8α το AGT είναι μέρος της GAGTAAGTCA.


    


    Ερώτηση: Μπορείτε να αποδέιξετε, χρησιμοποιώντας το δέντρο καταλήξεων, ότι το ATT δεν είναι μέρος της αρχικής αλληλουχίας GAGTAAGTCA;


    


    Προκειμένου να αναζητήσετε μια αλληλουχία k μήκους l<N στο δέντρο καταλήξεων που δημιουργείται για την Ν με τον αλγόριθμο BuildSuffix που είδαμε παραπάνω, μπορείτε να χρησιμοποίησετε τον παρακάτω αλγόριθμο.


    


    Αλγόριθμος :: SearchSuffix


    Δεδομένο: Δέντρο καταλήξεων Τ;


    Δεδομένο: Αλληλουχία αναζήτησης k[l] (μήκους l);


    Aπαρίθμηση για i=1 έως i=l


     1. Αν k[i] συνδέεται με R τότε:


     R=k[i]


     i=i+1


     πήγαινε στο 1


      Αλλιώς:


     Έξοδος: Η αλληλουχία δεν υπάρχει στο Τ


     Τέλος: Απαρίθμηση I


     Aν ΟΧΙ έξοδος: Η αλληλουχία υπάρχει στο Τ


    Τερματισμός


    


    Παρά το γεγονός ότι η κατασκευή του αρχικού δέντρου καταλήξεων (μια διαδικασία που ονομάζεται indexing) είναι ανάλογη του συνολικού μήκους της αλληλουχίας και, ως εκ τούτου, αρκετά χρονοβόρα για μεγάλα γονιδιώματα, η εσωτερική δομή των δέντρων κατάληξης μας προσφέρει έναν πολύ γρήγορο τρόπο για να ελέγξουμε όχι μόνο την ύπαρξη ενός τμήματος αλληλουχίας σε μια μεγαλύτερη αλλά και για πολλές άλλες χρήσιμες αναλύσεις. Για παράδειγμα, προσέξτε ότι η AGT εμφανίζεται όχι μία αλλά δύο φορές στην αλληλουχία GAGTAAGTCA. Το γεγονός αυτό μπορεί να προκύψει από τη μελέτη της ταύτισης στο δέντρο καταλήξεων καθώς το AGT τελείωνει σ' έναν κόμβο που διακλαδίζεται σε δύο επιμέρους κλάδους. Παρατηρείστε ότι οι δύο αυτοί κλάδοι αντιστοιχούν στις καταλήξεις που εκκινούν από AGT. Ισχύει γενικά ότι ο αριθμός των διακλαδώσεων από έναν κόμβο μας δίνει το πλήθος των εμφανίσεων της αλληλουχίας που περιγράφεται από τη ρίζα ως τον κόμβο διακλάδωσης.


    


    Ερώτηση: Με βάση το παραπάνω μπορείτε να σκεφτείτε με ποιον τρόπο θα εντοπίσουμε τη μακρύτερη επαναλαμβανόμενη υπο-αλληλουχία σε μια μεγαλύτερη αλληλουχία χρησιμοποιώντας ένα δέντρο κατάληξης;


    


    Έχοντας απαντήσει στο πρώτο ερώτημα, αυτό δηλαδή της ύπαρξης ή όχι μιας υπο-αλληλουχίας σε μια μεγαλύτερη αλληλουχία θα στραφούμε τώρα στο δεύτερο που είναι και το πιο απαιτητικό:


    Δεδομένης μιας αλληλουχίας μήκους Ν και μιας μικρότερης μήκους k, πώς μπορούμε να βρούμε σε ποια θέση της Ν βρίσκεται η υπο-αλληλουχία που ταυτίζεται με την k;


    Για ν' απαντήσουμε σ' αυτό το ερώτημα θα χρειαστεί να κάνουμε μια μικρή τροποποίηση στο στάδιο της δημιουργίας του συνόλου καταλήξεων. Πριν σχηματίσουμε το σύνολο αυτό και πριν κατασκευάσουμε το δέντρο, θα αποδώσουμε σε κάθε κατάληξη έναν αριθμητικό δείκτη που θα αντιστοιχεί στη θέση της αλληλουχίας από την οποία αυτή ξεκινά. Έτσι, το σύνολο των καταλήξεων για τη θα είναι GAGTAAGTCA τώρα:


    A$ [9]


    AAGTCA$ [4]


    AGTAAGTCA$ [1]


    AGTCA$ [5]


    CA$ [8]


    GAGTAAGTCA$ [0]


    GTAAGTCA$ [2]


    GTCA$ [6]


    TAAGTCA$ [3]


    TCA$ [7]


    


    Οι αριθμοί παίρνουν τιμές από το 0 έως το Ν-1 λόγω της σύμβασης που προκύπτει από το μαθηματικό φορμαλισμό των δέντρων καταλήξεων, που αποδίδει τον πρώτο χαρακτήρα στη θέση 0. Χρησιμοποιώντας τις αριθμημένες καταλήξεις μπορούμε να δημιουργήσουμε ένα δέντρο καταλήξεων με ελαφρώς διαφορετικά χαρακτηριστικά. Το πρώτο είναι ότι το κάθε φύλλο (το τέλος κάθε κλάδου) θα επισημαίνεται με τον αριθμό που αντιστοιχεί στην κατάληξη που περιγράφει. Το δεύτερο είναι ότι οι κλάδοι που καταλήγουν σε φύλλο δε θα αναπαρίστανται ως σειρά κόμβων αλλά θα συμπτύσσονται σ' ένα μεγάλο τελικό φύλλο με τον αντίστοιχο αριθμό κατάληξης. Η μετατροπή αυτή είναι φαινομενικά επουσιώδης αλλά στην πραγματικότητα είναι πολύ πρακτική, καθώς μειώνει σημαντικά το χρόνο που χρειάζεται για να εκτελεστεί οποιαδήποτε αναζήτηση με βάση τον αλγόριθμο SearchSuffix που είδαμε παραπάνω. Σε μεγάλες αλληλουχίες και συνεπώς μεγάλα δέντρα κάτι τέτοιο είναι εξαιρετικά σημαντικό.
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    Eικόνα 11.8: α) Αναζήτηση υπο-αλληλουχίας k στην αλληλουχία Ν μέσω δέντρου καταλήξεων. Η υπο-αλληλουχία ΑGT αποτελεί τμήμα του δέντρου που ξεκινά από τη ρίζα και διέρχεται από διαδοχικού κόμβους συνεπώς περιέχεται στην Ν. Ο αριθμός των εμφανίσεών της σε αυτήν δίνεται από τον αριθμό των διακλαδώσεων από τον τελικό κόμβο και είναι 2. β) Γενικευμένη μορφή του δέντρου καταλήξεων με συμπτυγμένους κόμβους.


    


    Στην Εικόνα 11.8β φαίνεται το δέντρο καταλήξεων που προκύπτει από τις δύο παραπάνω μετατροπές. Η προσθήκη των αριθμητικών τιμών σ' αυτό μας επιτρέπει πλέον να προσδιορίσουμε και την/τις θέση/εις εμφάνισης μιας υποαλληλουχίας k σε μια μεγαλύτερη Ν. Στην ουσία δεν έχουμε παρά να εντοπίσουμε το τμήμα του δέντρου που περιγράφει την υποαλληλουχία που αναζητούμε και στη συνέχεια να διατρέξουμε στο φύλλο στο οποίο καταλήγει ο κλάδος στον οποίο βρισκόμαστε. Ο αριθμός που αντιστοιχεί στο φύλλο είναι η θέση που ψάχνουμε. Στο παράδειγμα της GAGTAAGTCA, έστω ότι αναζητούμε το μονονουκλεοτίδιο T. Διατρέχοντας το δέντρο βρίσκουμε ότι βρίσκεται σ' έναν κόμβο που καταλήγει σε δύο φύλλα, ένα με τιμή [7] κι ένα με τιμή [3]. Τι σημαίνει αυτό; Απλούστατα ότι το T εμφανίζεται στην αλληλουχία δύο φορές, όπως είδαμε παραπάνω για κόμβο με διακλαδώσεις και ότι οι δύο αυτές εμφανίσεις του είναι στις θέσεις 3 και 7 (την 4η και την 8η δηλαδή) αντίστοιχα. Με μια απλή απαρίθμηση των καταλήξεων καταφέρνουμε έτσι να δημιουργήσουμε μια δομή δεδομένων που επιτρέπει να απαντήσουμε απευθείας και στα δύο ερωτήματα που θέσαμε εξαρχής.


    Ο μετασχηματισμός δεδομένων σε μορφές που να είναι ευκολότερα και ταχύτερα προσπελάσιμες από επαναληπτικές διαδικασίες είναι βασικό συστατικό των πιο έξυπνων και αποδοτικών αλγορίθμων στη βιολογία μεγάλων δεδομένων. Η περίπτωση των Δέντρων Καταλήξεων είναι χαρακτηριστική αλλά όχι η μόνη. Για την ακρίβεια, λόγω των περιορισμών που έχουν ακόμα και τα Δέντρα Καταλήξεων όταν αναλύουμε πολύ μεγάλα γονιδιώματα, τα πιο δημοφιλή προγράμματα χαρτογράφησης χρησιμοποιούν πιο εκλεπτυσμένες μεθόδους όπως είναι π.χ. ο μετασχηματισμός Bowler-Wheeler (BW-Transform)[49] (Li & Durbin, 2010)⁠.


    Σε κάθε περίπτωση, αυτό που θα πρέπει να γίνει σαφές είναι οτι η χαρτογράφηση δεν είναι το τέλος παρά μόνο η αρχή της ανάλυσης των δεδομένων ενός πειράματος NGS. Τα πραγματικά ερωτήματα ξεκινούν από αυτό το σημείο, αφορούν ένα μεγάλο εύρος πεδίων έρευνας στη μοριακή βιολογία και στη συνέχεια θα συζητήσουμε τα σημαντικότερα από αυτά.


    


    


    Ανάλυση ισομορφών γονιδίων


    


    Μεταξύ των σημαντικότερων υπολογιστικών προβλημάτων που προκύπτουν κατά την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης με NGS μεθοδολογίες είναι η διάκριση μεταξύ διαφορετικών ισομορφών γονιδίων. Η δυνατότητα της απευθείας αλληλούχισης ώριμων RNA μορίων χωρίς τη χρήση ανιχνευτών (probes) μας επιτρέπει τη διερεύνηση της πολυπλοκότητας του μεταγραφικού “τοπίου”, ωστόσο πολύ συχνά αυτή η πολυπλοκότητα αποδεικνύεται απροσπέλαστη. Ας φανταστούμε το παράδειγμα ενός γενετικού τόπου, ενός γονιδίου το οποίο μπορεί μέσω εναλλακτικής συρραφής να αποδώσει k διαφορετικά μετάγραφα (transcripts). Έστω τώρα ότι ένα πείραμα RNASeq αποδίδει Ν αναγνώσεις (sequence reads) που χαρτογραφούνται (βλ. Παραπάνω) σε αυτήν την περιοχή. Το ερώτημα είναι:


    Δεδομένου γενετικού τόπου Χ με k μετάγραφα και N επικαλυπτόμενα sequence reads, ποιο ή ποια από τα k είναι αυτό/α που εκφράζεται/ονται και σε ποιο ποσοστό το καθένα;


    Το πρόβλημα είναι αρκετά πολύπλοκο και μάλιστα αποδεικνύεται ότι για ένα συγκεκριμένο βαθμό πολυπλοκότητας (αριθμός μεταγράφων/εξονίων) και πάνω δεν μπορεί να λυθεί παρά μόνο προσεγγιστικά (Lacroix, Sammeth, Guigo & Bergeron, 2008)⁠. Στη συνέχεια θα περιγράψουμε περισσότερο τη λογική παρά την αναλυτική επίλυσή του μεσώ ενός από τους πιο ευρέως χρησιμοποιούμενους αλγορίθμους για την ανάλυση της μεταγραφικής πολυπλοκότητας, τον Cufflinks (Trapnell et al., 2010)⁠, που επιλύει αριθμητικά το πρόβλημα και είναι η εξής:


    · Δεδομένου του συνόλου των k μεταγράφων, αρχικά υπολογίζει το βαθμό επικάλυψης του κάθε sequence read με καθένα από τα μετάγραφα. Reads που επικαλύπτονται με περισσότερα από ένα μετάγραφα προσμετρώνται ξεχωριστά για το καθένα.


    · Στη συνέχεια υπολογίζει ένα θεωρητικό βαθμό επικάλυψης για το καθένα λαμβάνοντας υπόψη α) το συνολικό μήκος του κάθε μεταγράφου και β) το συνολικό μήκος των sequence reads.


    · Με βάση τη θεωρητική και παρατηρούμενη τιμή, ο αλγόριθμος υπολογίζει τη μέγιστη πιθανοφάνεια των ποσοστών με τα οποία θα εκπροσωπείται το κάθε μετάγραφο στο δείγμα.


    Η προσέγγιση που μόλις περιγράψαμε είναι στην πραγματικότητα αρκετά πιο πολύπλοκη. Στο πρώτο βήμα, κάποια από τα sequence reads δεν προσμετρώνται ακόμα κι αν επικαλύπτονται μ' ένα μετάγραφο, αν το μήκος που απαιτείται για την επικάλυψη είναι πολύ μεγάλο, ενώ reads που επικαλύπτονται με περισσότερα από ένα μετάγραφα δεν προσμετρώνται με τον ίδιο τρόπο αλλά σταθμίζονται με βάση μια γραμμική συνάρτηση. Θα πρέπει τέλος να σημειωθεί οτι ο εν λόγω αλγόριθμος επιτρέπει εκτός από τον υπολογισμό της σχετικής αφθονίας γνωστών ισομορφών γονιδίων και την de novo ανασύσταση νέων, μέχρι πρότινος άγνωστων ισομορφών που προκύπτουν απευθείας από τα sequence reads. Παρόλο που είναι εξαιρετικά ενδιαφέρον από θεωρητικής άποψης, κάτι τέτοιο είναι μάλλον υπερβολικά αισιόδοξο για την πλειονότητα των πειραμάτων που διενεργούνται, λόγω περιορισμού στον αριθμό και το μήκος των reads. Είναι ωστόσο ενδεικτική των δυνατοτήτων που προσφέρει ο συνδυασμός μιας πειραματικής προσέγγισης μεγάλης κλίμακας και μιας εξαιρετικά εκλεπτυσμένης υπολογιστικής μεθοδολογίας.


    


    


    Εντοπισμός κορυφών ChIPSeq


    


    Φανταστείτε ότι με κάποιο ανεξήγητο τρόπο, κάποιος, ή καλύτερα μια στρατιά από ακούραστους μανιακούς με τα παζλ, κατάφερε και ολοκλήρωσε τον άθλο του παζλ των 300 στρεμμάτων που εσείς -σοφά- αρνηθήκατε να προσπαθήσετε στην ενότητα της χαρτογράφησης. Έτσι έχετε μπροστά σας ένα μάλλον εντυπωσιακό θέαμα που περιλαμβάνει την εικόνα του ανθρώπινου γονιδιώματος πάνω στην οποία είναι τοποθετημένα, σαν ψηφίδες, μικρά τμήματά του, μήκους μεταξύ 50 και 200 βάσεων. Αν μια τέτοια εικόνα θα μπορούσε πραγματικά να υπάρξει και να έχει προκύψει από ένα πείραμα ChIPSeq έναντι ενός μεταγραφικού παράγοντα, το θέαμα που θα παρουσίαζε θα ήταν κάπως έτσι: Μεγάλες περιοχές του δαπέδου θα παρέμεναν τελείως ακάλυπτες, χωρίς ούτε ένα κομμάτι πάζλ να έχει βρεθεί να ταυτίζεται μ' αυτές, ενώ εδώ κι εκεί θα ξεφύτρωναν μικροί σωροί διαφορετικού ύψους από κομματάκια που θα είχαν τοποθετηθεί σχεδόν το ένα πάνω στο άλλο καθώς θα ταυτίζονταν με την ίδια περίπου περιοχή της εικόνας.


    Ο λόγος για τον οποίο αναμένουμε μια τέτοια εικόνα είναι η φύση του φαινομένου της πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων στο DNA. Ακόμα και για παράγοντες που έχουν μεγάλο αριθμό γονιδίων στόχων και που βρίσκονται σε μεγάλη αφθονία στον πυρήνα του κυττάρου, τα γονιδιώματα των ανώτερων ευκαρυωτικών μοιάζουν μ' έναν “ωκεανό” μη-κωδικών τμημάτων. Η πρόσδεση έτσι των παραγόντων στο γονιδίωμα είναι ένα σπάνιο γεγονός. Το μεγαλύτερο τμήμα του γονιδιώματος θα εμφανίζει μηδενική επικάλυψη για τα sequence reads, τα οποία θα τείνουν να εμφανίζονται σε συσσωματώματα γύρω από συγκεκριμένες περιοχές καθιστώντας τις έτσι ως κύριες υποψήφιες για θέσεις πρόσδεσης του μεταγραφικού παράγοντα. Στην Εικόνα 11.9α φαίνεται πώς μια τέτοια εικόνα μπορεί να αναπαρασταθεί με τη χρήση ενός γονιδιωματικού φυλλομετρητή. Τα παραλληλόγραμμα τμήματα στο κάτω μέρος της εικόνας αντιστοιχούν στα reads που έχουν χαρτογραφηθεί σε μια συγκεκριμένη περιοχή. Τα reads είναι χρωματισμένα με δύο διαφορετικά χρώματα που αντιστοιχούν σε αυτά που χαρτογραφήθηκαν στο δημοσιευμένο (forward) και στο συμπληρωματικό (reverse) κλώνο αντίστοιχα[50]. Εφόσον ένα τμήμα DNA του δείγματος έχει αλληλουχηθεί επαρκή αριθμό φορών, περιμένει κανείς στατιστικά συγκρίσιμο αριθμό forward και reverse reads. Οι αριθμοί αυτοί μπορούν να αναπαρασταθούν ποσοτικά με ένα ιστόγραμμα του “σωρού” των reads όπως φαίνεται στο κάτω αριστερά μέρος της Εικόνας 11.9, με τη χαρακτηριστική εικόνα μιας “δίδυμης” κορυφής. Τέτοια διαγράμματα ονομάζονται διαγράμματα σώρων αναγνώσεων (read pile-up) και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τον προσδιορισμό των θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων. Το ερώτημα που καλούμαστε να απαντήσουμε είναι:


    Δεδομένου ενός προτύπου κατάληψης του γονιδιώματος από ένα μεταγραφικό παράγοντα, πώς μπορούμε να προσδιορίσουμε τις θέσεις πρόσδεσής του σε αυτό;


    Ένας μεγάλος αριθμός από υπολογιστικές μεθόδους χρησιμοποιεί σωρούς αναγνώσεων για να προβλέψει με τη μεγαλύτερη δυνατή ασφάλεια τις θέσεις πρόσδεσης πρωτεϊνών στο DNA (Rozowsky et al., 2009; Zhang et al., 2008)⁠. Παρά τις επιμέρους διαφορές τους στη διαδοχή των βημάτων, τη χρήση πειραμάτων ελέγχου και των στατιστικών δοκιμών που χρησιμοποιεί η καθεμία, η λογική είναι κοινή και περιγράφεται στην Εικόνα 11.9, ενώ μπορεί να συνοψιστεί στα παρακάτω βήματα:


    · Δεδομένου ενός συνόλου reads, δημιουργείται ένα διάγραμμα σωρών αναγνώσεων για κάθε πείραμα.


    · Το γονιδίωμα “σαρώνεται” μ' ένα κυλιόμενο παράυθυρο για τον εντοπισμό συμμετρικών κορυφών όπως αυτή της Εικόνας 11.9. Ο βαθμός συμμετρικότητάς τους ελέγχεται από κάποια τιμή-κατωφλίου.


    · Η απόσταση μεταξύ των μεγίστων των δύο συμμετρικών κορυφών υπολογίζεται και η κατανομή των αποστάσεων αυτών για το σύνολο ενός πειράματος ελέγχεται. Αν είναι κανονική μ' ένα καθαρό μέγιστο, δημιουργείται ένα “πρότυπο κορυφής” που αντιστοιχεί στο θεωρητικό εύρος του σημείου πρόσδεσης. Αν υπάρχουν περισσότερα από ένα τοπικά μέγιστα τότε, ανάλογα με το πρόγραμμα, είτε δημιουργούνται περισσότερα πρότυπα ή το πρότυπο αντιστοιχίζεται στη μέση τιμή των μεγίστων.


    · Το δείγμα σαρώνεται εκ νέου ως συνδυασμένο pile-up διάγραμμα στο οποίο forward και reverse reads έχουν συνενωθεί (Εικόνα 11.9). Η αναζήτηση γίνεται στη βάση του σχηματισμένου προτύπου.


    · Απομονώνονται περιοχές που ταιριάζουν με το πρότυπο. Αυτές αποτελούν τις κορυφές (peaks) πρόσδεσης του παράγοντα.


    · To ύψος κάθε κορυφής συγκρίνεται είτε με το αναμενόμενο βάση μιας τυχαίας κατανομής, είτε με το αντίστοιχο ύψος ενός pile-up διαγράμματος στην ίδια θέση που έχει προκύψει από ένα πείραμα ελέγχου, ένα πείραμα δηλαδή όπου έχει απομονωθεί τυχαίο DNA χωρίς να έχει γίνει ChIP ή με χρήση ενός πολύ γενικού αντισώματος. Ανάλογα με τη διαφορά ύψους των δύο κορυφών αποδίδεται η ένταση της κορυφής.


    · Το σύνολο των εντοπιζόμενων κορυφών εξετάζεται ως προς το βαθμό της έντασής τους. Με βάση μια αναμενόμενη κατανομή υπολογίζεται μια τιμή-κατωφλίου για την ένταση, πάνω από την οποία οι κορυφές θεωρούνται στατιστικά σημαντικές. Τους αποδίδεται μια τιμή p-value η οποία είναι ενδεικτική της αξιοπιστίας τους.
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    Eικόνα 11.9: Σχηματική αναπαράσταση του εντοπισμού κορυφών σε ChIPSeq πειράματα. Οι αναγνώσεις προς-τα-εμπρός και προς-τα-πίσω αναλύονται ξεχωριστά, σε αναζήτηση “δίδυμων” κορυφών. Το ύψος των συνισταμένων κορυφών συγκρίνεται μ' ένα δείγμα ελέγχου και η διαφορά του σήματος υπολογίζεται ως εμπλουτισμός και ελέγχεται στατιστικά.


    


    


    Μαθηματικό Ιντερμέδιο Ι. Μοντελοποίηση σπάνιων γεγονότων


    


    Παραλλαγές στα παραπάνω βήματα περιλαμβάνουν τον τρόπο δημιουργίας προτύπου και τη χρήση ή όχι πειράματος ελέγχου, καθώς και την τυχαία κατανομή που χρησιμοποιείται για την ανάλυση της στατιστικής σημασίας. Οι περισσότερες μέθοδοι χρησιμοποιούν παραλλαγές της κατανομής Poisson, η οποία μοντελοποιεί ικανοποιητικά φαινόμενα που περιλαμβάνουν σπάνια γεγονότα (ο θρύλος λέει ότι ο Poisson κατέληξε σε αυτήν την κατανομή στην προσπάθειά του να εξηγήσει τη συχνότητα θανάτων από χτυπήματα αλόγου στο γαλλικό ιππικό). Κατ' αυτόν τον τρόπο αν υποθέσουμε ότι ένα γεγονός συμβαίνει με πιθανότητα p, η πιθανότητα παρατήρησης k γεγονότων δίνεται από τον τύπο:
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    Η κατανομή Poisson βασίζεται έτσι σε μια μοναδική παράμετρο λ, με την οποία ισούται τόσο ο μέσος όσο και η διασπορά.


    Η διαδικασία της πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων μπορεί να προσωμοιωθεί επαρκώς ως μια διαδοχή σπάνιων γεγονότων, ή μια ανέλιξη Poisson όπως είναι ο πιο αυστηρός όρος. Σε μια ανέλιξη Poisson ισχύει ότι ο αριθμός της εμφάνισης γεγονότων σ' ένα δεδομένο διάστημα s είναι ανεξάρτητος από τον αριθμό των γεγονότων πριν από αυτό το διάστημα. Αυτή η “έλλειψη μνήμης” της κατανομής, όπως λέγεται, σημαίνει πρακτικά ότι τα διαστήματα μεταξύ δύο διαδοχικών γεγονότων μοντελοποιούνται από μια τυχαία μεταβλητή που ακολουθεί την εκθετική κατανομή και που έχει μέση τιμή 1/λ.


    Για κάποιες κατηγορίες πρωτεϊνών που προσδένονται στο DNA όμως, καθώς και για άλλα είδη ChIPSeq αναλύσεων όπως η μεθυλίωση του DNA ή οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις των ιστονών, ο μηχανισμός είναι διαφορετικός. Οι νησίδες CpG τείνουν συχνά να εμφανίζονται κατά συστάδες (clusters), ενώ οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών οριοθετούν τις περισσότερες φορές ευρείες περιοχές εμπλουτισμού που απέχουν μεταξύ τους περισσότερο απ' όσο θα προβλεπόταν σε μια ανέλιξη Poisson. Οι ιδιότητες αυτές, της συσσωμάτωσης και της υπερ-διασποράς (overdispersion) κάνουν προτιμότερη την επιλογή της αρνητικής διωνυμικής κατανομής. Η αρνητική διωνυμική κατανομή περιγράφει ανεξάρτητα γεγονότα σ' ένα δυαδικό χώρο όπου ένα γεγονός μπορεί είτε να συμβεί (επιτυχία) ή να μη συμβεί (αποτυχία). Με πιο απλά λόγια η αρνητική διωνυμική κατανομή περιγράφει σπάνια γεγονότα αλλά μοντελοποιεί πιο ικανοποιητικά τους χρόνους, ή τα διαστήματα κατά τα οποία δε συμβαίνουν τα γεγονότα (απ' όπου παίρνει και το όνομά της). Έτσι, αν p είναι η πιθανότητα επιτυχίας (και συνεπώς 1-p η πιθανότητα αποτυχίας) τότε η πιθανότητα k επιτυχιών με δεδομένες r αποτυχίες δίνεται από την εξίσωση:
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    Η μέση τιμή [image: ]και η διασπορά [image: ]της αρνητικής διωνυμικής είναι διαφορετικές κάτι που επιτρέπει την καλύτερη μοντελοποίηση φαινομένων υπερ-διασποράς και είναι προτιμότερη για την μελέτη συστημάτων όπως οι επιγενετικές σημάνσεις ιστονών, ή η πρόσδεση πρωτεϊνών που τείνουν να εμφανίζονται σε συστάδες πάνω στο DNA κλπ. Για μεγάλες τιμές r τα γεγονότα αποκτούν ιδιότητες “σπανιότητας” που προσομοιάζουν αυτές μιας κατανομής Poisson. Έτσι, με προσεκτική ρύθμιση της σχετικής παραμέτρου η αρνητική διωνυμική κατανομή μπορεί να μοντελοποιήσει έναν μεγαλύτερο αριθμό διαφορετικών συστημάτων.


    


    


    Δίκτυα μεταγραφικής ρύθμισης


    


    Σε προηγούμενη ενότητα περιγράψαμε πώς μπορεί κανείς να επιτύχει την παράλληλη ταυτοποίηση των θέσεων πρόσδεσης ενός μεγάλου αριθμού μεταγραφικών παραγόντων στο ίδιο δείγμα με τη μέθοδο DNaseSeq. Η εφαρμογή αυτής της μεθόδου παρέχει τη δυνατότητα απευθείας δημιουργίας δικτύων μεταγραφικής ρύθμισης μέσω του συνδυασμού, πειραματικών δεδομένων υψηλής ευκρίνειας και προϋπάρχουσας γνώσης για τα μοτίβα πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων και τις συντεταγμένες γονιδίων.


    Η διαδικασία αποσκοπεί στην απάντηση του απλού αλλά ταυτόχρονα δύσκολου ερωτήματος:


    Δεδομένου ενός συνόλου θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, πώς μπορούμε να δημιουργήσουμε ένα δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης για το γονιδίωμα ενός συγκεκριμένου κυτταρικού τύπου;


    H απάντηση περιγράφεται σχηματικά στην Εικόνα 11.10 και περιλαμβάνει τα εξής βήματα:


    1. Προσδιορισμός όλων των σημαντικών σημείων πέψης από DNaseI. Σ' αυτό το πρώτο στάδιο εντοπίζονται οι γονιδιωματικές συντεταγμένες, όπου το σήμα ξεπερνά μια συγκεκριμένη τιμή-κατωφλίου από πλευράς έντασης.


    2. Ταυτοποίηση μεταγραφικών παραγόντων με βάση τα γνωστά τους μοτίβα. Η αλληλουχία DNA από κάθε γονιδιωματική συντεταγμένη συγκρίνεται με μια βιβλιοθήκη μοτίβων μεταγραφικών παραγόντων όπως αυτά που περιγράψαμε στο Κεφάλαιο 3. Εφόσον η τιμή που προκύπτει από τη σύγκρισή της σε επίπεδο PWM είναι επαρκής, οι συντεταγμένες της αποδίδονται ως θέση πρόσδεσης του συγκεκριμένου μεταγραφικού παράγοντα στον οποίο αντιστοιχεί το PWM μοτίβο.


    3. Σύνδεση των θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων και γονιδίων-στόχων. Η συσχέτιση του κάθε μεταγραφικού παράγοντα με τα γονιδία-στόχους του γίνεται μέσω της απόστασης της θέσης πρόσδεσής του από το σημείο έναρξης της μεταγραφής του γονιδίου. Η σύνδεση αυτή, όπως συζητήσαμε και παραπάνω και όπως θα δούμε πιο αναλυτικά στο επόμενο κεφάλαιο μπορεί να γίνει με διαφορετικούς τρόπους ανάλογα με το είδος των δεδομένων που συγκρίνουμε και το επίπεδο της πολυπλοκότητας που θα αποδεχτούμε για το σύστημα. Μια σχέση εγγύτητας είναι η απλούστερη παραδοχή. Στην Εικόνα 11.10 περιγράφεται μια τέτοια απλή παραδοχή, όπως εφαρμόστηκε από τους (Neph, Stergachis, et al., 2012)⁠, σύμφωνα με την οποία η σύνδεση γίνεται μεταξύ οποιασδήποτε θέσης πρόσδεσης βρίσκεται σε απόσταση <2kb από το σημείο έναρξης της μεταγραφής ενός γονιδίου.
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    Eικόνα 11.10: α) Δημιουργία δικτύων μεταγραφικής ρύθμισης μέσω της ανάλυσης ενός πειράματος DNaseI DGF. Στον υποκινητή του γονιδίου του μεταγραφικού παράγοντα TF0 εντοπίζονται σημεία πρόσδεσης για τους TF1,TF2 και TF3 ενώ ο ίδιος ο TF0 προσδένεται στους υποκινητές των TF4, TF5 και TF6. Συνδυασμός των παρατηρήσεων οδηγεί στο δίκτυο των επτά κόμβων που φαίνεται στο κάτω αριστερά μέρος της εικόνας. β) Το εξαγόμενο δίκτυο μεταγραφικής ρύθμισης για μυοβλάστες σκελετικών μυών του ανθρώπου, όπως προέκυψε από την ανάλυση του συγκεκριμένου κυτταρικού τύπου στο πλαίσιο του προγράμματος ENCODE. Εικόνα από το regulatorynetworks.org (Neph, Stergachis, et al., 2012).


    


    


    Διαμερισματοποίηση του γονιδιώματος


    


    Ένα από τα πιο ενδιαφέροντα ερωτήματα που προκύπτει από τη μη-κωδικών, επιγενετικών χαρακτηριστικών του γονιδιώματος σε χρωμοσωμική κλίμακα είναι το εξής:


    Πώς μπορούμε να οριοθετήσουμε στο γονιδίωμα περιοχές με χαρακτηριστικές ιδιότητες;


    Η παραπάνω ερώτηση είναι σκόπιμα ασαφής καθώς το είδος των ιδιοτήτων μπορεί να διαφέρει ανάλογα με το φαινόμενο που μελετάται. Σε μια ανάλυση DNA μεθυλίωσης για παράδειγμα, μια διαμερισματοποίηση του γονιδιώματος σε περιοχές υψηλής και χαμηλής μεθυλίωσης μπορεί να οδηγήσει σε χρήσιμα συμπεράσματα για την οργάνωσή του σε ευχρωματινικές και ετεροχρωματινικές περιοχές. Στο Κεφάλαιο 5 είδαμε με ποιον τρόπο η ανάλυση ενός είδους δεδομένων (του βαθμού ενδο-χρωμοσωμικών αλληλεπιδράσεων) μπορεί να οδηγήσει στην οριοθέτηση τοπολογικών γονιδιωματικών περιοχών με διακριτά χαρακτηριστικά. Ο συνδυασμός μεγαλύτερου αριθμού από διαφορετικά είδη δεδομένων μπορεί με ανάλογο τρόπο να οδηγήσει σε λεπτομερέστερες διαμερισματοποιήσεις. Τέτοιου είδους αναλύσεις είναι εξαιρετικά χρήσιμες για δεδομένα επιγενετικής σήμανσης καθώς αυτά συγκεντρώνουν κάποιες ενδιαφέρουσες ιδιότητες:


    · Σχετίζονται άμεσα με γονιδιωματικές λειτουργίες όπως η ρύθμιση της μεταγραφής και η μεταγραφική ενεργότητα.


    · Είναι αρκετά ετερογενή σε ό,τι αφορά τις σχέσεις τους με τις παραπάνω λειτουργίες. Άλλα είδη σήμανσης δρουν ενεργοποιητικά, άλλα κατασταλτικά και άλλα εμφανίζονται να έχουν επαμφοτερίζοντα ρόλο.


    · Μπορούν να προκύψουν σε ικανοποιητικό βαθμό διακριτικής ικανότητας καθώς οι κορυφές εμπλουτισμού τους είναι μερικές δεκάδες έως εκατοντάδες νουκλεοτίδια σε μήκος.
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    Eικόνα 11.11: Διαμερισματοποίηση του γονιδιώματος μέσω ενός μοντέλου ΗΜΜ που συνδυάζει πρότυπα εμπλουτισμού σε μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών (ChromHMM) (Ernst & Kellis, 2010)⁠. Στην Εικόνα από τον UCSC Genome Browser, που αντιστοιχεί στο γενετικό τόπο του γονιδίου SCAF4 του ανθρώπου, με πράσινο φαίνονται οι περιοχές ενεργού μεταγραφής (βαθύ πράσινο:υψηλά επίπεδα, ανοιχτό πράσινο:χαμηλά επίπεδα), με κόκκινο οι περιοχές υποκινητών και με κίτρινο οι περιοχές ενισχυτών ενώ με γκρίζο φαίνονται οι ετεροχρωματινικές περιοχές. Στις τροχίες που φαίνονται κάτω από το ΗΜΜ μοντέλο φαίνονται οι σχετικοί εμπλουτισμοί των βασικών σημάνσεων ιστονών.


    


    Μια ενδιαφέρουσα προσέγγιση σε επιγενετικά δεδομένα είναι αυτή της δημιουργίας “καταστάσεων χρωματίνης” (chromatin states) όπως αρχικά παρουσιάστηκε από τους (Ernst & Kellis, 2010)⁠. Οι καταστάσεις χρωματίνης ορίζονται ως διακριτές γονιδιωματικές περιοχές, κατά μήκος των οποίων μια σειρά από επιγενετικές σημάνσεις (μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών, μεθυλιωμένο DNA, πρόσδεση άλλων χρωματινικών πρωτεϊνών) συνδυάζονται με συγκεκριμένο τρόπο. Οι συνδυασμοί αυτοί μεταβάλλονται μεταξύ των διαφορετικών καταστάσεων με τρόπο που να μπορεί να μοντελοποιηθεί μέσω ενός κρυμμένου μοντέλου Markov (HMM). Στην προσέγγιση των Εrnst και Κellis το μοντέλο βασίζεται στα εξής βήματα:


    · Μια σειρά από επιγενετικά δεδομένα αναλύεται μέσω ενός κυλιόμενου παραθύρου. Αυτό διαχωρίζει το γονιδίωμα αναφοράς σε μια σειρά από περιοχές με δυαδικό χαρακτήρα όπου το είδος της σήμανσης μπορεί είτε να υπάρχει, είτε να μην υπάρχει.


    · Στη συνέχεια, για το σύνολο των διαθέσιμων σημάνσεων, υπολογίζεται ένας βαθμός εμπλουτισμού για κάθε τμήμα του γονιδιώματος.


    Στο τελικό στάδιο, οι τιμές εμπλουτισμού συνδυάζονται σε καταστάσεις μέσω ενός HMM.Ανάλογα με τη ρύθμιση των παραμέτρων του μοντέλου, μπορεί κανείς να επιτύχει μια κατάτμηση του γονιδιώματος σε μεγαλύτερο (και πιο αναλυτικό) ή μικρότερο (και πιο περιληπτικό) αριθμό καταστάσεων, οι οποίες αντιστοιχούν σε ιδιότητες της χρωματίνης που σχετίζονται με τη μεταγραφική ενεργότητα. Στην Εικόνα 11.11 φαίνεται η διαμερισματοποίηση ενός γενετικού τόπου για το ανθρώπινο γονιδίωμα, στον οποίο οι περιοχές που αντιστοιχούν στον υποκινητή, το κυρίως σώμα του γονιδίου αλλά και πιο απομακρυσμένα εξω-γονιδιακά τμήματα μπορούν να ταυτοποιηθούν με βάση αποκλειστικά τα πρότυπα εμπλουτισμού επιγενετικών στοιχείων.


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Τόσο οι πειραματικές, όσο και οι υπολογιστικές πτυχές της γονιδιωματικής μεγάλων δεδομένων, παρουσιάστηκαν σ' αυτό το κεφάλαιο με αρκετά συνοπτικό τρόπο. Κι αυτό γιατί το πλήθος των διαφορετικών προσεγγίσεων, των πολλών ειδών δεδομένων και των προβλημάτων που προκύπτουν από τη συνδυαστική τους ανάλυση δεν αφήνει πολλά περιθώρια για εις βάθος και λεπτομερή ανάλυσή τους. Ο αναγνώστης που επιθυμεί να εμβαθύνει περισσότερο σε αυτό το πολυεπίπεδο θέμα, θα πρέπει αναπόφευκτα να καταφύγει στις πρωτότυπες ερευνητικές εργασίες. Μια καλή αρχή είναι το σύνολο των εργασιών του ENCODE Project, ενός διεθνούς Consortium, που σκοπό είχε την ταυτοποίηση και ανάλυση ενός μεγάλου αριθμού γονιδιωματικών χαρακτηριστικών και ιδιοτήτων του ανθρώπινου γονιδιώματος (Myers et al., 2011)⁠. στο πλαίσιο του ENCODE αναπτύχθηκαν και εφαρμόστηκαν μια σειρά από καινοτόμες μεθοδολογίες ανάλυσης, συνδυασμού δεδομένων, κάποιες από τις οποίες μόνο συνοπτικά μπορέσαμε να παρουσιάσουμε σ' αυτό το κεφάλαιο.


    Προσεγγίσεις όπως αυτές των δικτύων μεταγραφικής ρύθμισης και της ανάλυσης των χρωματινικών καταστάσεων, που περιγράψαμε παραπάνω, αποτελούν τα πιο χαρακτηριστικά παραδείγματα “εξόρυξης” νέας γνώσης από τον πλούτο των δεδομένων (data mining) και είναι ενδεικτικές των δυνατοτήτων που προσφέρουν οι προσεγγίσεις μεγάλων δεδομένων στη σύγχρονη βιολογία. Βασικά χαρακτηριστικά τους είναι ο συνδυασμός διαφορετικών ειδών δεδομένων και η χρήση μεθοδολογιών από το πεδίο της μηχανικής μάθησης (machine learning), τεχνικών που επιτρέπουν την αναδειξη κρυμμένων ιδιοτήτων από τα δεδομένα που με τη σειρά τους επιτρέπουν την καλύτερη αναγνώριση προτύπων, τη διάκριση στοιχείων σε κατηγορίες με ξεχωριστές ιδιότητες καθώς και τη δημιουργία προγνωστικών μοντέλων.


    Στο επόμενο και τελευταίο κεφάλαιο θα προσπαθήσουμε να παρουσιάσουμε κάποιες από τις μεθοδολογίες αυτές με όσο το δυνατό συνεκτικότερο τρόπο. Με σκοπό να προσδώσουμε σ' αυτή μας την παρουσίαση μια σφαιρικότερη εικόνα, θα τις εφαρμόσουμε στο πλαίσιο ενός πραγματικού, σύνθετου βιολογικού προβλήματος.


    


    


    


    Ερωτήσεις/Ασκήσεις


    


    1. Έστω ότι έχετε ένα σύνολο περιοχών Τ που αντιστοιχούν στις θέσεις πρόσδεσης ενός μεταγραφικού παράγοντα. Πώς θα εντοπίζατε τα πιθανά γονίδια στόχους του; Πόσους τρόπους μπορείτε να σκεφτείτε για τη σύνδεση κορυφών εμπλουτισμού ChIPSeq με πιθανά γονίδια στόχους;


    


    2. Να αναπαραστήσετε στο γονιδιωματικό Φυλλομετρητή του UCSC το γενετικό τόπο του γονιδίου CFTR και να εντοπίσετε τον πολυμορφισμό που ευθύνεται για τη ΔF508 μεταλλαγή που συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 10.


    


    3. Να δημιουργήσετε ένα δέντρο καταλήξεων για την αλληλουχία “GCACATATACCCACATTT” και να αναζητήσετε τη μεγαλύτερη επαναλαμβανόμενη αλληλουχία σε αυτήν.


    


    4. Aν θέλουμε να εντοπίσουμε τη μεγαλύτερη κοινή υπο-αλληλουχία δύο αλληλουχιών Α και Β μπορούμε να το κάνουμε με ένα suffix tree (δέντρο καταλήξεων). Αυτό που πρέπει να κάνουμε είναι:


    - Να πάρουμε τις Α και Β και να προσθέσουμε έναν διαφορετικό χαρακτήρα τερματισμού στην καθεμία. Π.χ. Α$ και Β#.


    - Να ενώσουμε τις Α$ και Β# σε μια νέα αλληλουχία S=A$B# και να δημιουργήσουμε το suffix tree της S.


    Με βάση τα παραπάνω σας ζητείται να:


    α) Περιγράψετε με ποιον τρόπο θα βρείτε τη μακρύτερη κοινή υποαλληλουχία των Α και Β


    γ) Περιγράψετε με ποιον τρόπο θα βρείτε σε μια αλληλουχία Χ την μεγαλύτερη παλινδρομική υπο-αλληλουχία, το τμήμα εκείνο δηλαδή που είναι το ίδιο με τον εαυτό του διαβαζόμενο αντίστροφα.


    


    


    


    


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για τις τεχνολογίες Αλληλούχισης Νέας Γενιάς:


    Δύο εξαιρετικά άρθρα επισκόπησης που δίνουν μια πολύ καλή εικόνα για το τεχνολογικό πεδίο είναι τα (Metzker, 2010) ⁠ και (Mardis, 2008)⁠.


    


    Για την πολυπλοκότητα της γονιδιακής ρύθμισης και την υποκείμενη μεταγραφή:


    Ένα πολύ καλό άρθρο επισκόπησης του εξαιρετικά ενδιαφέροντος αυτού θέματος είναι το (Clark et al., 2011)⁠. Για τον αναγνώστη που επιθυμεί να εμβαθύνει, ιστορικά οι πρώτες εργασίες στο θέμα είναι οι (Frith, Pheasant & Mattick, 2005; Kapranov et al., 2007)⁠⁠.


    


    Για τη μεθοδολογία ChIPSeq:


    Το άρθρο του ENCODE Consortium (Landt et al., 2012)⁠ είναι η καλύτερη τεχνική περιγραφή για τη δύσκολη, αλλά ιδιαίτερα χρήσιμη πειραματική προσέγγιση. Σε υπολογιστικό επίπεδο, διάφορες προσεγγίσεις για την ανάλυση ChIPSeq δεδομένων περιγράφονται συνοπτικά στο (Pepke, Wold & Mortazavi, 2009).⁠


    


    Για τη μελέτη επιγενετικών φαινομένων σε γονιδιωματική κλίμακα:


    Το ιστορικό άρθρο των (Jenuwein & Allis, 2001)⁠ για τον κώδικα των ιστονών θα πρέπει να διαβαστεί από όλους. Στο (Kouzarides, 2007)⁠ συζητούνται αναλυτικά οι σημαντικότερες επιγενετικές τροποποιήσεις στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Σε τεχνικό επίπεδο, το (Bock et al., 2010)⁠ είναι μια πολύ χρήσιμη συγκριτική επισκόπηση των μέθοδων για την ανάλυση της DNA μεθυλίωσης.


    


    Για του Γονιδιωματικούς Φυλλομετρητές και την απεικόνιση δεδομένων σε αυτούς:


    Ο ευρύτατα χρησιμοποιούμενος UCSC Genome Browser είναι διαθέσιμος εδώ: http://genome.ucsc.edu και περιγράφεται πιο αναλυτικά στο (Karolchik et al., 2011)⁠ ενώ ένα εγχειρίδιο για τη χρήση του μπορεί κανείς να βρει στο (Zweig, Karolchik, Kuhn, Haussler & Kent, 2008)⁠.


    


    Για τα δέντρα καταλήξεων:


    Το Κεφάλαιο 3 του Bioinformatics (Polanski & Kimmel, 2007)⁠ περιέχει μια συνεκτική περιγραφή των δέντρων καταλήξεων. Για τον αναγνώστη που επιθυμεί μια πιο τεχνική και αναλυτική συζήτηση, το Algorithms on Strings, Trees and Sequences του (Dan Gusfield, 1997)⁠ είναι η καλύτερη επιλογή. Για πρακτικούς σκοπούς, μπορείτε να δημιουργήσετε και να χρησιμοποιήσετε δέντρα καταλήξεων στο http://visualgo.net/suffixtree.html


    


    Για τη δημιουργία δικτύων ρύθμισης από γονιδιωματικά δεδομένα:


    Οι βασικές εργασίες για τη μεθοδολογία που περιγράφεται στο κείμενο είναι οι (Neph, Vierstra, et al., 2012)⁠ και (Neph, Stergachis, et al., 2012)⁠. Στο www.regulatorynetworks.org μπορείτε να εξετάσετε δυναμικά δίκτυα όπως αυτό της Εικόνας 11.10β.


    


    Για τη Διαμερισματοποίηση του γονιδιώματος και τις Καταστάσεις Χρωματίνης


    Στο (Baker, 2011)⁠ γίνεται μια σύντομη και συνοπτική περιγραφή της μεθοδολογίας αλλά κυρίως του τρόπου με τον οποίο μπορούν να ερμηνευτούν τα αποτελέσματα της εφαρμογής της.
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    Κεφάλαιο 12:Εισαγωγή στη Βιολογία Συστημάτων (μ' ένα αληθινό πρόβλημα)


    


    Σύνοψη


    


    Το τελευταίο αυτό, σύντομο κεφάλαιο έχει σκοπό να παρουσιάσει μια σειρά από αναλύσεις που περιγράφηκαν στα προηγούμενα μέσα από τη συζήτηση ενός σύνθετου βιολογικού προβλήματος ανάλυσης γονιδιωματικών δεδομένων. Σε αντίθεση με τα προηγούμενα κεφάλαια, θα περιγράψουμε εδώ τα διαδοχικά στάδια μιας ανάλυσης που σκοπό έχει να συνδυάσει γονιδιωματικά δεδομένα δύο διαφορετικών τύπων, στο πλαίσιο μιας προσέγγισης σε επίπεδο συστημάτων. Το αληθινό πρόβλημα που παρουσιάζεται είναι η συσχέτιση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης και DNA μεθυλίωσης σε γονιδιωματική κλίμακα σ' ενα ευκαρυωτικό γονιδίωμα. Αφού αρχικά παρουσιάσουμε την εφαρμογή μιας σειράς από μεθοδολογικές αναλύσεις που περιγράψαμε στα προηγούμενα κεφάλαια, θα εξετάσουμε τρόπους για τη μοντελοποίηση των δεδομένων με σκοπό την καλύτερη ερμηνεία του υπό μελέτη φαινομένου, που είναι η ρύθμιση της μεταγραφής από ένα βασικό επιγενετικό παράγοντα.


    


    Στο τέλος του Κεφαλαίου θα πρέπει να μπορείτε:


    · Να σχεδιάσετε συνδυαστικές αναλύσεις δεδομένων διαφορετικών τύπων με σκοπό την εξαγωγή συμπερασμάτων σε επίπεδο συστήματος.


    · Να κατανοήσετε τις βασικές αρχές μεθόδων μηχανικής μάθησης, όπως η απλή κατάταξη και η παλινδρόμηση.


    · Να εφαρμόσετε τεχνικές μηχανικής μάθησης για τη μοντελοποίηση γονιδιωματικών δεδομένων.


    Εισαγωγή


    


    Στο δεύτερο μισό αυτού του βιβλίου και κυρίως στα Κεφάλαια 7, 8, 9 και 11, περιγράψαμε διάφορες προσεγγίσεις γονιδιωματικής, των οποίων το κοινό χαρακτηριστικό ήταν η ανάλυση δεδομένων σε μεγάλη κλίμακα. Στο αμέσως προηγούμενο κεφάλαιο είδαμε ότι οι σύγχρονες μεθοδολογίες αλληλούχισης μπορούν να παραγάγουν γονιδιωματικά δεδομένα διαφόρων τύπων που σχετίζονται με τη γονιδιακή έκφραση και ρύθμιση, τις επιγενετικές τροποποιήσεις. Στόχος αυτού του κεφαλαίου είναι αφενός να περιγράψει την πρακτική εφαρμογή πολλών από τις μεθοδολογίες ανάλυσης δεδομένων που είδαμε στα προηγούμενα αλλά κυριότερα να παρουσιάσει τρόπους για το δημιουργικό συνδυασμό τους και την ενσωμάτωσή τους σε μοντέλα που θα συμβάλλουν στην καλύτερη κατανόηση του προβλήματος, στην πληρέστερη ερμηνεία των αποτελεσμάτων και, υπό προϋποθέσεις, την εξαγωγή χρήσιμων συμπερασμάτων για τη βιολογική λειτουργία.


    Το περιεχόμενο αυτού του κεφαλαίου θα διαρθρωθεί διαφορετικά από τα προηγούμενα. Αφού γίνει μια σύντομη περιγραφή του βιολογικού προβλήματος και των διαθέσιμων δεδομένων, θα παρουσιαστεί στη συνέχεια ένα σχέδιο που θα περιλαμβάνει μια σειρά από αναλύσεις με σκοπό να απαντηθούν συγκεκριμένα υπο-ερωτήματα. Το μεγαλύτερο μέρος του υπολοίπου θα αφιερωθεί στις αναλύσεις αυτές, συζητώντας -κατά το δυνατόν- τόσο τις τεχνικές όσο και τις θεωρητικές πλευρές τους. Απώτερος στόχος αυτού του κεφαλαίου είναι να παρουσιάσει συνοπτικά αλλά με συνοχή τη διαδοχή των βημάτων μιας σύνθετης υπολογιστικής ανάλυσης σ' ένα πραγματικό πρόβλημα γονιδιωματικής. Πριν ξεκινήσουμε να βλέπουμε τα βήματα αυτά, ας δούμε ποιο είναι το πρόβλημα.


    


    


    Το βιολογικό πρόβλημα


    


    Στο Κεφάλαιο 7, παρουσιάστηκαν αναλυτικά μεθοδολογίες και τρόποι ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης σε μεγάλη κλίμακα, ενώ στο Κεφάλαιο 11 είδαμε πώς οι τεχνολογίες NGS έχουν καταστήσει τη διερεύνηση της γονιδιακής έκφρασης σε γονιδιωματική κλίμακα αντικείμενο της εργαστηριακής καθημερινότητα. Στο ίδιο κεφάλαιο συζητήσαμε για τη δυνατότητα που προσφέρει η σύζευξη των μεθόδων NGS με συγκεκριμένα πειραματικά πρωτόκολα στην ανάλυση επιγενετικών χαρακτηριστικών όπως είναι η μεθυλίωση του DNA, οι μέτα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών κ.α. O ίδιος ο ορισμός των επιγενετικών ιδιοτήτων (Jenuwein & Allis, 2001)⁠ σχετίζεται με τη διαμόρφωση προτύπων γονιδιακής έκφρασης (Jaenisch & Bird, 2013)⁠, υπάρχει δηλαδή μια απευθείας σύνδεση επιγενετικών χαρακτηριστικών μ' αυτό που στο Κεφάλαιο 7 ονομάσαμε “πρόγραμμα έκφρασης”, το πρότυπο δηλαδή των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων ενός κυτταρικού τύπου σε μια συγκεκριμένη κατάσταση. Φυσικά η σύνδεση αυτή δεν έχει χαρακτηριστικά ενός γενικού νόμου. Ο βαθμός στον οποίο συγκεκριμένα επιγενετικά χαρακτηριστικά διαμορφώνουν τα επίπεδα έκφρασης γονιδίων ποικίλουν και είναι λογικό να περιμένει κανείς ότι ένα μέρος μόνο της έκφρασης θα μπορεί να εξηγηθεί μέσω των επιγενετικών τροποποιήσεων και δεδομένου ότι είναι εξαιρετικά δύσκολο να μελετήσει κανείς το σύνολο των τροποποιήσεων αυτών, το ποσοστό των συνδεδεμένων γονιδίων θα είναι ακόμα μικρότερο.


    Το πρόβλημα που θα εξετάσουμε σ' αυτό το κεφάλαιο, σχετίζεται με το βαθμό στον οποίο μπορούμε να εντοπίσουμε και να ποσοτικοποιήσουμε τη σχέση μεταξύ ενός επιγενετικού χαρακτηριστικού, της μεθυλίωσης του DNA και της γονιδιακής έκφρασης στο γονιδίωμα του ποντικιού Mus musculus, ενός πρότυπου οργανισμού για τη μελέτη συστημάτων θηλαστικών. Η προσέγγισή μας θα γίνει σ' ένα πρότυπο σύστημα μελέτης της μόλυνσης του οργανισμού από βακτήρια, η οποία προσομοιάζεται μέσω της επίδρασης βακτηριακού λιπο-πολυσακχαρίτη (LPS) σε μακροφάγα. Το πειραματικό πρωτόκολο παρουσιάζεται γραφικά στην Εικόνα 12.1 και περιλαμβάνει αρχικά την ενεργοποίηση μακροφάγων με LPS (ημέρα 0). Στη συνέχεια και σε τρία διαφορετικά χρονικά στάδια (Stage 1, 2 και 3), η ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης θα γίνει μέσω της αλληλούχιση ολικού RNA με RNASeq, ενώ για το πρώτο μόνο στάδιο θα διερευνηθούν τα επίπεδα DNA μεθυλίωσης μέσω της μεθόδου MeCapSeq (βλ. Κεφάλαιο 11), με σκοπό να συνδεθούν τα επίπεδα μεθυλίωσης σ' αυτό το πρώτο στάδιο με τη γονιδιακή έκφραση σε κάποιο/α από τα στάδια της έκφρασης (Εικόνα 12.1β). Κάθε πείραμα ήταν συζευγμένο μ' ένα αντίστοιχο πείραμα ελέγχου, στο ίδιο χρονικό στάδιο, που προερχόταν από αντίστοιχο κυτταρικό πληθυσμό (μακροφάγα) τα οποία είχαν καλλιεργηθεί χωρίς την επίδραση LPS.


    Θα πρέπει να σημειωθεί εδώ ότι η ρύθμιση σε επιγενετικό επίπεδο αναμένεται να συμβαίνει σε πρώιμα στάδια της κυτταρικής ανάπτυξης και να διαμορφώνει εν πολλοίς το δυναμικό έκφρασης ενός κυτταρικού τύπου (Reik, 2007)⁠. Η δυναμική της μεταβολής των επιγενετικών χαρακτηριστικών είναι έτσι πολύ πιο αργή σε σχέση μ' αυτήν της γονιδιακής έκφρασης (Lai et al., 2013)⁠ και για το λόγο αυτό δεν έχει νόημα να προσπαθήσουμε να παρακολουθήσουμε τη χρονική της εξέλιξη με βάση την απόκριση σ' ένα έντονο ερέθισμα όπως είναι το LPS.


    


    [image: ]


    Eικόνα 12.1: Σχηματική αναπαράσταση α) του πειραματικού πρωτοκόλου, σύμφωνα με το οποίο αποκομίσαμε δεδομένα έκφρασης για τρία χρονικά στάδια και μεθυλίωσης για το πρώτο από αυτά β) των συνδέσεων που επιθυμούμε να μοντελοποιήσουμε. Οι τιμές έκφρασης θα πρέπει να συσχετιστούν μεταξύ των τριών σταδίων και τα δεδομένα μεθυλίωσης να συγκριθούν με τις τιμές έκφρασης σε όλα τα στάδια.



    


    


    


    


    


    Στόχοι της ανάλυσης


    


    Οι στόχοι που τίθενται από το σχεδιασμό του πειράματος μπορούν να συνοψιστούν ως εξής:


    · Να μελετηθούν τα πρότυπα έκφρασης γονιδίων στα τρία στάδια της απόκρισης στο μολυσματικό ερέθισμα και να εξαχθούν ομάδες γονιδίων με συγκεκριμένα χαρακτηριστικά.


    · Να μελετηθεί η σταδιακή απόκριση στο μολυσματικό ερέθισμα σε επίπεδο λειτουργιών και να εντοπιστούν χαρακτηριστικά των κυτταρικών λειτουργιών που είναι διαφορετικά μεταξύ των τριών σταδίων.


    · Nα ταυτοποιηθούν θέσεις/περιοχές διαφορικής μεθυλίωσης σε γονιδιωματική κλίμακα.


    · Να συσχετιστούν τα πρότυπα γονιδιακής έκφρασης με τα επιμέρους επίπεδα μεθυλίωσης.


    · Να γίνει μια προσπάθεια μοντελοποίησης της γονιδιακής έκφρασης με βάση τα επίπεδα μεθυλίωσης.


    Στο πλαίσιο των παραπάνω στόχων, που συνοψίζονται γραφικά στην Εικόνα 12.2, μπορούμε να οργανώσουμε την ανάλυση σε τέσσερα διακριτά στάδια που περιλαμβάνουν α) την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης β) τη συσχέτιση των συνεχών δεδομένων μεθυλίωσης με χαρακτηριστικά πρότυπα έκφρασης γ) τον εντοπισμό θέσεων διαφορικής μεθυλίωσης και δ) τη μοντελοποίηση.


    Πριν περάσουμε στη λεπτομερή περιγραφή του καθενός από αυτά τα στάδια, θ' αφιερώσουμε μια σύντομη παράγραφο στη συζήτηση των δεδομένων.
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    Eικόνα 12.2: Διάγραμμα των προτεινόμενων αναλύσεων. Με κόκκινο, οι αναλύσεις σε επίπεδο γονιδιακής έκφρασης, με γαλάζιο οι αναλύσεις δεδομένων μεθυλίωσης και με πράσινο οι αναλύσεις που ενσωματώνουν δεδομένα και των δύο τύπων.


    


    


    


    


    Δεδομένα


    


    Τόσο τα δεδομένα έκφρασης, όσο κι αυτά της μεθυλίωσης προέρχονται, όπως αναφέραμε και παραπάνω, από μεθοδολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς. Τα πρωτογενή αποτελέσματα αποτελούνταν έτσι, για κάθε συνθήκη, από ένα μεγάλο αριθμό μικρο-αναγνώσεων (sequence reads). Ενδεικτικά, για τα πειράματα έκφρασης ο αριθμός αυτός κυμαινόταν μεταξύ 30x106 και 40x106 sequence reads, ενώ για το πείραμα DNA μεθυλίωσης ο αντίστοιχος αριθμός ήταν της τάξης των 35x106. Τα στάδια ανάλυσης των πρωτογενών δεδομένων περιλάμβαναν τα εξής:


    Ποιοτικός έλεγχος των sequence reads, ο οποίος διενεργήθηκε με το FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), μια σουίτα προγραμμάτων για την ανάλυση πρωτογενών δεδομένων NGS από διάφορες πλατφόρμες.


    Χαρτογράφηση των reads στο γονιδίωμα αναφοράς. Αυτή έγινε, στην περίπτωση των RNASeq δεδομένων έκφρασης με το συνδυασμό των προγραμμάτων TopHat (Trapnell, Pachter & Salzberg, 2009)⁠ και Cufflinks (Trapnell et al., 2010)⁠. Το πρώτο από αυτά εφαρμόζει έναν ειδικό αλγόριθμο για τη χαρτογράφηση αλληλουχιών που μπορούν να προέρχονται από γονιδιωματικές αλληλουχίες που έχουν “συρραφεί” στο πλαίσιο της ωρίμανσης mRNA μορίων, ενώ το δεύτερο ανασυστήνει τη δομή μεταγράφων μέσω του συνδυασμού sequence reads υπολογίζοντας ταυτόχρονα τιμές FPKM για καθένα από αυτά τα μετάγραφα (βλ. Κεφάλαιο 7). Στην περίπτωση των ΜeCapSeq δεδομένων DNA μεθυλίωσης η χαρτογράφηση έγινε με την εφαρμογή του BWA (Li & Durbin, 2009)⁠, ενός προγράμματος που δεν αναζητά περιοχές συρραφής (καθώς πρόκειται για DNA sequencing).


    Το τελικό αποτέλεσμα της πρωτογενούς αυτής ανάλυσης ήταν έτσι για τα μεν πειράματα έκφρασης, τιμές FPKM για το σύνολο των γονιδίων στα τρία διαφορετικά στάδια, για το δε πείραμα μεθυλίωσης DNA το σύνολο των χαρτογραφημένων sequence reads. Η περιγραφή των παραπάνω αναλύσεων γίνεται συνοπτικά, καθώς περιλαμβάνει κυρίως την τεχνική εφαρμογή εξειδικευμένων προγραμμάτων χωρίς κάποιο ιδιαίτερο θεωρητικό ενδιαφέρον. Εφόσον τα πρωτογενή δεδομένα είναι καλής ποιότητας και υπάρχει μια σχετική εξοικείωση με την εφαρμογή των αντίστοιχων προγραμμάτων, τότε τα στάδια που μόλις περιγράφηκαν αποτελούν διαδικασία ρουτίνας. Η πραγματική ανάλυση ξεκινάει από αυτό το σημείο.


    


    


    Στάδιο 1: Ανάλυση της Γονιδιακής Έκφρασης


    


    Προσδιορισμός διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων


    


    Στο Κεφάλαιο 7 συζητήσαμε το πρόβλημα της ανάλυσης της γονιδιακής έκφρασης και πώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε υπολογιστικές μεθόδους για ν' αναλύσουμε τα πρωτογενή δεδομένα, να προσδιορίσουμε τα γονίδια των οποίων η έκφραση διαφέρει με στατιστικά σημαντικό τρόπο μεταξύ δύο καταστάσεων. Στην προκειμένη περίπτωση οι δύο καταστάσεις που συγκρίθηκαν ήταν σε κάθε στάδιο το δείγμα που είχε υποστεί την επίδραση με LPS και αυτό που δεν είχε υποστεί καμιά επεξεργασία. Η ανάλυση περιλάμβανε την κανονικοποίηση των δεδομένων μέσω FPKM και στη συνέχεια τον υπολογισμό λογαρίθμων λόγων διαφοράς (log2(Fold-change)) και τιμών p-value από την εφαρμογή στατιστικού ελέγχου t-test (κάθε πείραμα διενεργήθηκε σε τρεις επαναλήψεις). Μέσω αυτής της διαδικασίας (που περιγράφηκε αναλυτικά στο Κεφάλαιο 7) προσδιορίστηκαν τα διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια (DEG) για καθένα από τα τρία στάδια (Stage 1, 2 και 3).


    Στην Εικόνα 12.3 τα επίπεδα διαφορικής έκφρασης αναπαρίστανται με τη μορφή διαγραμμάτων “κρατήρων-ηφαιστείου”. Παρατήρηση των κατανομών των σχετικών τιμών έκφρασης (log2(Fold-change)) δείχνει ότι τα μεγαλύτερα επίπεδα διαφορικής έκφρασης παρατηρούνται στο 2o στάδιο (Stage 2). Θέτοντας σχετικά συντηρητικά τιμών διαφορικής έκφρασης και σημαντικότητας (|log2(FC)|>=1.5 και p-value<=0.05) οι αριθμοί των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων ήταν: 534 για το Stage1, 1050 για το Stage2 και 947 για το Stage3. Μεταξύ αυτών η διαφορά ήταν κυρίως προς την πλευρά των υπερ-εκφραζόμενων και μάλιστα αυτή αυξανόταν από το πρώτο προς το τελευταίο στάδιο. Έτσι ο λόγος υπερ/υπο-εκφραζόμενων γονιδίων ήταν 0.82 (272/242), 2.21(723/327) και 2.48(675/272) αντίστοιχα για τα στάδια 1 έως 3. Μια πρώτη παρατήρηση που μπορεί να κάνει κανείς είναι έτσι ότι κατά την απόκριση στην επίδραση με LPS η έκφραση των γονιδίων μεταβάλλεται σταδιακά όλο και πιο έντονα με το μεγαλύτερο αριθμό των γονιδίων να υπερεκφράζονται.
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    Eικόνα 12.3: Επάνω: Διαγράμματα κρατήρα-ηφαιστείου (volcano-plots) για τα δεδομένα έκφρασης στα τρία διαφορετικά στάδια. Κάτω: Διάγραμμα Venn των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων. 138 γονίδια είναι διαφορικά εκφραζόμενα και στα τρία στάδια, ενώ 504 γονίδια είναι διαφορικά εκφραζόμενα σε τουλάχιστο δύο στάδια.


    


    Μεταξύ των γονιδίων που εκφράζονται διαφορικά ωστόσο δεν είναι λογικό να περιμένουμε απόλυτη σύμπτωση στα τρία στάδια. Γονίδια που υπερ-εκφράζονται στο πρώιμο στάδιο (Stage 1) δεν εμφανίζουν διαφορική έκφραση σε κάποιο από τα άλλα δύο και αντίστροφα. Στο κάτω μέρος της Εικόνας 12.3 φαίνεται γραφικά μια αδρή ποσοτική ανάλυση της σύμπτωσης των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων μεταξύ των τριών σταδίων σ' ένα διάγραμμα Venn. Σε σύνολο 2511 γονιδίων που εμφανίζουν διαφορική έκφραση σε τουλάχιστον ένα από τα τρία στάδια, υπάρχουν μόλις 138 γονίδια με διαφορική έκφραση και στα τρία. Μεταξύ των στόχων της ανάλυσής μας ήταν να προσδιορίσουμε πρότυπα κοινής έκφρασης γονιδίων μεταξύ των τριών αυτών σταδίων και για το λόγο αυτό χρειαζόμασταν έναν επαρκή αριθμό γονιδίων με διαφορική έκφραση. Από τη μία πλευρά τα 2511 γονίδια είναι ένας αρκετά μεγάλος αριθμός (>10% των συνολικών γονιδίων του ποντικιού), ενώ από την άλλη, τα 138 κοινά διαφορικά εκφραζόμενα είναι μάλλον λίγα για να επιτρέψουν τη δημιουργία αρκετών ομάδων. Για το λόγο αυτό, επιλέξαμε 504 γονίδια που εμφανίζονταν να είναι διαφορικά εκφραζόμενα σε τουλάχιστο δύο από τα τρία στάδια (Εικόνα 12.3 κάτω μέρος), τα οποία και αναλύσαμε στη συνέχεια.


    


    


    Ομαδοποίηση διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων


    


    Για καθένα από τα 504 αυτά γονίδια δημιουργήσαμε έναν πίνακα τριών τιμών που αντιστοιχούσε στις τρεις τιμές log2(FC) για τα τρία στάδια και προχωρήσαμε στην ανάλυσή τους με ιεραρχική ομαδοποίηση για την εξαγωγή προτύπων έκφρασης. Τα αποτελέσματα φαίνονται στην Εικόνα 12.4 με τη μορφή ενός θερμικού χάρτη των τιμών σχετικής έκφρασης, ο οποίος συνοδεύεται από το δέντρο της ιεραρχικής ομαδοποίησης. Συνδυάζοντας την παρατήρηση των σχετικών επιπέδων έκφρασης διακρίναμε επτά διαφορετικές ομάδες γονιδίων οι οποίες αντιστοιχούν στη ζώνη χρωμάτων της Εικόνας 12.4. Οι ομάδες περιέχουν διαφορετικό αριθμό γονιδίων και μπορούν να διακριθούν σε δύο μεγαλύτερες κατηγορίες: α) τη γενικότερη ομάδα υπο-έκφρασης (με γονίδια που εμφανίζονται σε χαμηλές τιμές log2(FC) και φαίνονται γαλάζια στο θερμικό χάρτη) και περιλαμβάνει τρεις ομάδες και β) τη γενικότερη ομάδα υπερ-έκφρασης (κυρίως κόκκινες ζώνες του θερμικού χάρτη) με τέσσερις ομάδες. Όπως θα περιμέναμε, από τις τιμές έκφρασης της Εικόνας 12.3, οι ομάδες υπερ-έκφρασης είναι πολυπληθέστερες και περιέχουν περίπου τα 3/4 των γονιδίων (372 από τα 504 γονίδια). Οι επιμέρους επτά ομάδες που σχηματίστηκαν μπορούν να αντιστοιχηθούν σε συγκεκριμένα πρότυπα έκφρασης, τα οποία είναι:


    Γονίδια που υπο-εκφράζονται σχετικά σε όλα τα στάδια (Αll low).


    Γονίδια που υπο-εκφράζονται έντονα σε όλα τα στάδια (All very low).


    Γονίδια που υπο-εκφράζονται στο Stage 2 (Stage 2 low).


    Γονίδια που υπερ-εκφράζονται έντονα σε όλα τα στάδια (All very high).


    Γονίδια που υπερ-εκφράζονται στο Stage 2 (Stage 2 high).


    Γονίδια που υπερ-εκφράζονται στο Stage 2 και το Stage 3 (Stage 2,3 high).


    Γονίδια που υπερ-εκφράζονται στο Stage 3 (Stage 3 high).


    Από την ανάλυση της ιεραρχικής ομαδοποίησης προκύπτουν διάφορα ενδιαφέροντα συμπεράσματα. Αρχικά ότι δεν υπάρχουν ομάδες γονιδίων που να αποδίδουν χαρακτηριστικά αποκλειστικά για το Stage 1. Η έκφραση σ' αυτό το στάδιο είτε είναι υψηλή, είτε χαμηλή φαίνεται πως είναι πάντα συζευγμένη με επόμενα στάδια, κάτι που ενδεχομένως σημαίνει ότι το πρώιμο στάδιο της απόκρισης δεν αποτελεί κάποιο διακριτό χρονικό στάδιο από βιολογική άποψη. Σε ό,τι αφορά τα υπο-εκφραζόμενα γονίδια, αυτά φαίνονται να καθορίζονται σε μεγάλο βαθμό εξαρχής, καθώς στη μεγάλη τους πλειονότητα, όσα γονίδια υπο-εκφράζονται στο πρώιμο στάδιο παραμένουν κατεσταλμένα και στα επόμενα στάδια, με εξαίρεση ένα μικρό ποσοστό γονιδίων των οποίων τα επίπεδα πέφτουν στο ελάχιστο στο Stage 2 για να ανέβουν σε λίγο υψηλότερα επίπεδα στο τελικό στάδιο (Stage 3). Tα υπερεκφραζόμενα γονίδια, από την άλλη φαίνονται πως ενεργοποιούνται κατά κύματα και σε τέσσερις κατηγορίες: αυτά που ενεργοποιούνται εξαρχής και παραμένουν σε υψηλά επίπεδα σε όλα τα στάδια, αυτά που ενεργοποιούνται στο δεύτερο και παραμένουν ψηλά και στο τρίτο, αυτά που ενεργοποιούνται στο τελικό στάδιο και αυτά που ενεργοποιούνται κυρίως στο δεύτερο. Ο αριθμός των διαφορετικών προτύπων έκφρασης, όπως αποτυπώνεται στο θερμικό χάρτη της Εικόνας 12.4 είναι ενδεικτικός της πολυπλοκότητας της ρύθμισής της καθώς το σύστημα εξελίσσεται σε απόκριση του αρχικού ερεθίσματος.
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    Eικόνα 12.4: Ιεραρχική ομαδοποίηση και θερμικός χάρτης έκφρασης για 504 γονίδια που είναι διαφορικά εκφραζόμενα σε τουλάχιστο δύο στάδια. Διακρίνονται 7 ομάδες (clusters) των οποίων τα χαρακτηριστικά πρότυπα έκφρασης μεταξύ των σταδίων αναγράφονται στα αντίστοιχα σημεία του θερμικού χάρτη.


    


    Παραμένοντας στο επίπεδο της γονιδιακής έκφρασης, ένας τρόπος να εξαγάγουμε περισσότερα συμπεράσματα για τη βιολογική διαδικασία είναι να αναλύσουμε λειτουργικά τα γονίδια των οποίων η έκφραση μεταβάλλεται.


    


    


    Λειτουργική ανάλυση διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων


    


    Η λειτουργική ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης, όπως περιγράψαμε στο Κεφάλαιο 8, διενεργείται σε καταλόγους γονιδίων μεταξύ των οποίων αναζητούνται εμπλουτισμένες λειτουργίες όπως όροι γονιδιακής οντολογίας ή βιολογικά μονοπάτια. Οι κατάλογοι αυτοί είναι συνήθως μεγάλα σύνολα γονιδίων που καθορίζονται στη βάση ορίων τιμών σχετικής έκφρασης (π.χ. όλα τα γονίδια που σε συνθήκη έχουν log2(FC)>=2). Στην προκειμένη όμως περίπτωση και καθώς έχει προηγηθεί ομαδοποίηση με βάση τα πρότυπα έκφρασης, χρησιμοποιήσαμε τους καταλόγους των γονιδίων κάθε ομάδας για να διενεργήσουμε λειτουργική ανάλυση και στις επτά κατηγορίες. Τα αποτελέσματα συνοψίζονται στον Πίνακα 12.1 για το λειτουργικό επίπεδο των βιολογικών μονοπατιών (ΚEGG) (Kanehisa & Goto, 2000)⁠.
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    Πίνακας 12.1: Λειτουργική ανάλυση των γονιδίων των επιμέρους ομάδων όπως προέκυψαν από την ομαδοποίηση των προτύπων έκφρασης της Εικόνας 12.4. Στον πίνακα αναφέρονται οι λειτουργικές κατηγορίες των μονοπατιών KEGG που είναι σημαντικές με p-value<0.05 και FDR<5%. H ανάλυση έγινε με το Enrichr (Chen et al., 2013)⁠.


    


    Ο πίνακας περιέχει κάποια αναμενόμενα αποτελέσματα που σχετίζονται με την ανοσολογική απόκριση, καθώς λειτουργίες που σχετίζονται με την ενεργοποίηση μονοπατιών κυτοκινών και χημοκινών αλλά και την κυτταρική ενεργοποίηση εμφανιζόνται εμπλουτισμένες στις ομάδες των υπερ-εκφραζόμενων γονιδίων. Από την άλλη πλευρά, για τις ομάδες των υπό-εκφραζόμενων γονιδίων παρατηρούνται εμπλουτισμοί σε μεταβολικά μονοπάτια (μονοπάτι Γλουταθειόνης) και σε λειτουργίες που σχετίζονται με την κυτταρική σηματοδότηση και την οργάνωση της εξωκυττάριας μήτρας, λειτουργίες που είναι εκ πρώτης όψεως δύσκολο να ερμηνευτούν. Σε γενικές γραμμές η λειτουργική ανάλυση επιβεβαιώνει σε μεγάλο βαθμό ότι η γονιδιακή έκφραση στο πείραμά μας όντως αντανακλά την απόκριση σ' ένα μολυσματικό παράγοντα, ωστόσο δεν παρέχει τη δυνατότητα για επιπλέον σημαντικά συμπεράσματα.


    


    


    


    Στάδιο 2: Ανάλυση της μεθυλίωσης του DNA


    


    Έχοντας εξετάσει τη γονιδιακή έκφραση και σε λειτουργικό επίπεδο, περνάμε στη συνέχεια, στην ανάλυση των δεδομένων μεθυλίωσης του DNA. Όπως συζητήσαμε και παραπάνω, σε πρώτο επίπεδο τα δεδομένα της μεθυλίωσης είχαν τη μορφή χαρτογραφημένων αλληλουχιών στο γονιδίωμα. Όπως είδαμε και στο αμέσως προηγούμενο κεφάλαιο, υπάρχουν δύο βασικοί τρόποι για την ανάλυση τέτοιου τύπου δεδομένων. Ο πρώτος είναι μέσω της μετατροπής τους σε συνεχή δεδομένα μέσω διαγραμμάτων σωρών αναγνώσεων (pile-up) και ο δεύτερος μέσω της εξαγωγής κορυφών εμπλουτισμού (peaks of enrichment) που προκύπτουν από τη σύγκριση με μια συνθήκη ελέγχου. Στη συνέχεια θα δούμε πώς μπορούμε να εφαρμόσουμε αναλύσεις και των δύο ειδών στα δεδομένα μας.


    


    


    Μέσα πρότυπα γονιδίων (average gene profiles)


    


    Ένα πρώτο ερώτημα που καλούμαστε να απαντήσουμε συγκρίνοντας δεδομένα μεθυλίωσης DNA με γονιδιακή έκφραση είναι σε ποιο βαθμό υπάρχουν πρότυπα των πρώτων που σχετίζονται με τη δεύτερη. Εξετάζοντας τη μεθυλίωση του DNA ως ένα συνεχές “σήμα”, το ερώτημα που μπορούμε να διερευνήσουμε είναι:


    Πώς κατανέμεται η σχετική μεθυλίωση του DNA κατά μήκος γονιδίων με συγκεκριμένη έκφραση;


    Μπορούμε να απαντήσουμε σ' αυτό το ερώτημα εφαρμόζοντας μια ανάλυση μέσων προτύπων γονιδίων (average gene analysis ή average gene profiling), η οποία μπορεί να συνοψιστεί στην παρακάτω διαδικασία:


    


    Αλγόριθμος :: AverageGeneProfile


    Δεδομένο: Χ Χαρτογραφημένες Αλληλουχίες σε Γονιδιωματικές Συντεταγμένες


    Δεδομένο: Γονιδιωματικές Συντεταγμένες Ν Γονιδίων [Start, End]


     Όρισε αριθμό bins για την ανάλυση (Κ)


    Aπαρίθμηση για i=1 έως i=Ν


     Όρισε διάστημα ανάλυσης End-Start


     Δημιούργησε σύνολο Κ περιοχών με μήκος l=(Εnd-Start)/K


     Aπαρίθμηση για j=Start+l έως j=End


     Υπολόγισε το βαθμό επικάλυψης Χ με την περιοχή j =X[i,j]


     Τέλος απαρίθμησης j


     Τέλος απαρίθμησης I


    Στον πίνακα Χ[i,j]


     Υπολόγισε μέση τιμή για i=1 έως Ν =Μ[j]


    Απόδωσε αποτέλεσμα μέσο πρότυπο Μ[j]


    Τερματισμός


    


    Ο παραπάνω αλγόριθμος περιγράφει αναλυτικά μια πολύ συχνή ανάλυση γονιδιωματικών δεδομένων σύμφωνα με την οποία ένα σύνολο γονιδιωματικών περιοχών (συνήθως γονιδίων) διαιρείται σε ίσο αριθμό τμημάτων (bins) για καθένα από τα οποία υπολογίζεται η τιμή ενός συνεχούς γονιδιωματικού χαρακτηριστικού. Αυτό μπορεί να είναι ο βαθμός επικάλυψης με sequence reads από ένα NGS πείραμα, ο βαθμός συντήρησης της αλληλουχίας ή οποιοδήποτε δεδομένο μπορεί να αναπαρασταθεί ως συνεχές σύνολο τιμών. Στη συνέχεια εξάγεται η μέση τιμή για κάθε bin, έτσι ώστε να προκύψει ένα μέσο πρότυπο για το συγκεκριμένο είδος γονιδιωματικών περιοχών που αναλύθηκαν. Ακολουθώντας αυτή τη λογική, αναλύσαμε το σήμα μεθυλίωσης του DNA για το σύνολο των γονιδίων του ποντικιού και αναπαραστήσαμε το αποτέλεσμα στην Εικόνα 12.5.
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    Eικόνα 12.5: Μέσο πρότυπο γονιδίου (average gene profile) για τα δεδομένα μεθυλίωσης, σύμφωνα με το οποίο η μεθυλίωση είναι χαμηλότερη στην περιοχή ανοδικά του σημείου έναρξης της μεταγραφής (TSS), αυξάνεται κατά μήκος του γονιδίου και πέφτει πάλι στην 3' περιοχή. Το διάγραμμα δημιουργήθηκε με τη χρήση του προγράμματος NGSplot (Shen, Shao, Liu & Nestler, 2014)⁠.


    


    Ένα βασικό πρώτο συμπέρασμα που προκύπτει από το πρότυπο της Εικόνας 12.5, είναι μια σαφής προτίμηση του σήματος της μεθυλίωσης για το “σώμα” των γονιδίων. Σε αντίθεση δηλαδή με τον αναμενόμενο εντοπισμό της DNA μεθυλίωσης σε περιοχές υποκινητών παρατηρούμε ότι η ένταση του σήματος είναι υψηλότερη κατά μήκος των γονιδίων και μάλιστα με σταδιακή αύξηση από το 5' στο 3' άκρο τους. Το γενικότερο πρότυπο DNA μεθυλίωσης σε γονιδιακές περιοχές είναι δηλωτικό μειωμένων επιπέδων στην περιοχή του υποκινητή (μ' ένα τοπικό ελάχιστο λίγο πριν το σημείο έναρξης της μεταγραφής) και, κατά δεύτερο λόγο, στην περιοχή καθοδικά των γονιδίων, σε αντίθεση με αυξημένα επίπεδα μεθυλίωσης εντός των γονιδιακών περιοχών. Το πρότυπο της Εικόνας 12.5 αντιστοιχεί ωστόσο στη μέση τιμή όλων των γονιδίων, που στη μεγάλη τους πλειοψηφία δεν εκφράζονται διαφορικά και δεν αναμένεται να εμπλέκονται στο υπο μελέτη φαινόμενο. Θα είχε μεγαλύτερο ενδιαφέρον να εξετάσει κανείς επιμέρους μέσα πρότυπα μεθυλίωσης κατά μήκος γονιδίων με διαφορετικά επίπεδα έκφρασης, όπως περιγράφεται στην αμέσως επόμενη ενότητα.


    


    


    


    


    Ομαδοποιημένα μέσα πρότυπα γονιδίων


    


    Η προσέγγιση που περιγράψαμε παραπάνω μπορεί, όπως αναφέραμε, να εφαρμοστεί σε οποιοδήποτε υποσύνολο γονιδιωματικών συντεταγμένων. Για τις ανάγκες της δικής μας ανάλυσης εφαρμόσαμε την ανάλυση μέσων προφίλ γονιδίων στις επτά ομάδες που ορίζουν τα διαφορετικά πρότυπα έκφρασης που περιγράψαμε στην Εικόνα 12.4. Δεδομένου ότι για τα περισσότερα γονίδια η πληροφορία αναμένεται να εντοπίζεται στην περιοχή του υποκινητή και μάλιστα κοντά στο σημείο έναρξης της μεταγραφής, διενεργήσαμε μια ανάλυση μέσων προτύπων γονιδίων ως εξής:


    Για καθεμία από τις επτά ομάδες απομονώσαμε την περιοχή του υποκινητή, από το σημείο έναρξης της μεταγραφής και ανοδικά μέχρι 2500 βάσεις. Για την περιοχή αυτή υπολογίσαμε τη μέση επικάλυψη σε τμήματα 100 βάσεων (25 τμήματα συνολικά) και στη συνέχεια ομαδοποιήσαμε ιεραρχικά τα μέσα πρότυπα επικάλυψης για κάθε ομάδα. Τα αποτελέσματα, που αναπαρίστανται γραφικά στο θερμικό χάρτη της Εικόνας 12.6, είναι ενδεικτικά της συσχέτισης της DNA μεθυλίωσης και της γονιδιακής έκφρασης για συγκεκριμένες όμως ομάδες και σε συγκεκριμένες θέσεις σε σχέση με το σημείο έναρξης της μεταγραφής.
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    Eικόνα 12.6: Ανάλυση μέσων προτύπων γονιδίων με μορφή θερμικού χάρτη για τις εφτά ομάδες γονιδίων που προέκυψαν από την ομαδοποίηση των δεδομένων έκφρασης (βλ. Εικόνα 12.4). Κάθε στήλη του θερμικού χάρτη αντιστοιχεί στην πυκνότητα DNA μεθυλίωσης για τμήματα μήκους 100 βάσεων για την περιοχή του υποκινητή των γονιδίων που ανήκουν σε κάθε ομάδα. Οι ομάδες των οποίων η έκφραση ανεβαίνει σε κάποιο/α από τα τρία στάδια εμφανίζουν περιοχές υπομεθυλίωσης στον υποκινητή των γονιδίων τους.


    


    Προσεκτική παρατήρηση της Εικόνας 12.6 δείχνει αρχικά ότι ιεραρχική ομαδοποίηση των προτύπων μεθυλίωσης στο υποκινητή των γονιδίων, οδηγεί στο σχηματισμό δύο μεγάλων ομάδων (cluster) που αντιστοιχούν στις γενικότερες κατηγορίες υπο- και υπερ-έκφρασης που παρατηρήσαμε και στην Εικόνα 12.4. Ένα επιπλέον στοιχείο που έχει ενδιαφέρον είναι ότι για ενώ για τις μεν ομάδες υπερ-έκφρασης (All High, Stage2 high, Stage3 high, Stage2,3 high) υπάρχουν περιοχές με χαμηλή μεθυλίωση, για τις αντίστοιχες υπο-έκφραση (πάνω μισό του θερμικού χάρτη) δεν παρατηρούμε σημαντικές διαφορές στα επίπεδα μεθυλίωσης σε σχέση με τη μέση τιμή (οριζόντια διακεκομμένη γραμμή). Δεδομένης της αναμενόμενης αρνητικής συσχέτισης μεταξύ μεθυλίωσης του DNA στο υποκινητή και γονιδιακής έκφρασης, η παραπάνω παρατήρηση μας οδηγεί σ' ένα πρώτο συμπέρασμα ότι η ρύθμιση στο επίπεδο της μεθυλίωσης αντανακλάται κυρίως στα υπερ- παρά στα υπο-εκφραζόμενα γονίδια.


    Σ' ένα δεύτερο επίπεδο, μπορούμε να παρατηρήσουμε και επιμέρους διαφορές μεταξύ των υπερ-εκφραζόμενων ομάδων. Πιο συγκεκριμένα, μια περιοχή σχετικά μακριά από το σημείο έναρξης της μεταγραφής (-2000 με 1500 ανοδικά) φαίνεται να είναι αυτή στην οποία υπάρχει η πιο έντονη διαφοροποίηση στα πρότυπα των υπερ-εκφραζόμενων ομάδων γονιδίων. Η περιοχή αυτή εμφανίζεται να είναι ελαφρά υπομεθυλιωμένη στις ομάδες των γονιδίων All High και Stage2,3 High, ενώ είναι στενότερη σε εύρος αλλά πιο έντονα υπομεθυλιωμένη στις ομάδες Stage2 High και Stage3 High, με την τελευταία να εμφανίζει μια επιπλέον περιοχή έντονης υπομεθυλίωσης στη θέση -700 έως -200 ανοδικά του TSS. H περιοχή αυτή, από την άλλη εμφανίζεται να είναι μάλλον υπερμεθυλιωμένη στα γονίδια που εκφράζονται ειδικά στο Στάδιο2 (Stage2 High), γεγονός που μπορεί να είναι δηλωτικό μιας διάκρισης μεταξύ γονιδίων που θα εκφραστούν σε διαφορετικά στάδια που οργανώνεται επιγενετικά και σ' ένα πολύ πιο πρώιμο στάδιο.


    Σε γενικές γραμμές, η ανάλυση μέσων προτύπων μεθυλίωσης, πέρα από το να επιβεβαιώσει την ομαδοποίηση σε επίπεδο έκφρασης, μας παρέχει πολύ ενδιαφέροντα συμπεράσματα και ισχυροποιεί την αρχική μας υπόθεση ότι υπάρχει μια συσχέτιση μεταξύ της DNA μεθυλίωσης και της γονιδιακής έκφρασης.


    


    Θέσεις διαφορικής μεθυλίωσης


    


    Όπως συζητήσαμε παραπάνω, υπάρχουν δύο τρόποι ανάλυσης γονιδιωματικών δεδομένων συνεχούς τύπου. Πέρα από το χειρισμό τους ως ένα συνεχές γονιδιωματικό “score”, μπορεί κανείς να αποτολμήσει να διακρίνει περιοχές/κορυφές εμπλουτισμού, σημεία δηλαδή όπου αυτό το score διαφέρει σημαντικά μεταξύ δύο συνθηκών. Αναλύσεις αυτού του είδους είναι τυπικές σε περιπτώσεις δεδομένων ChIPSeq όπως είδαμε στο αμέσως προηγούμενο κεφάλαιο αλλά μπορούν να εφαρμοστούν και σε δεδομένα DNA μεθυλίωσης, ιδίως όπως είναι αυτά που περιγράφονται εδώ και προέρχονται, στην ουσία, από μια ChIP μεθοδολογία (meCapSeq).


    Η βάση των αναλύσεων αυτών έχει ήδη περιγραφεί στο Κεφάλαιο 11 και περιλαμβάνει τη σύγκριση δύο προτύπων σωρών αναγνώσεων, τη μοντελοποίηση των κορυφών εμπλουτισμού με την κατάλληλη κατανομή (συνήθως την αρνητική διωνυμική) και το στατιστικό έλεγχο του εμπλουτισμού. Ένας αριθμός από προγράμματα που διενεργούν τέτοιου τύπου αναλύσης είναι διαθέσιμος (Shen et al., 2013; Zhang et al., 2008)⁠. Καθώς σκοπός αυτού του κεφαλαίου (αλλά και του βιβλίου) δεν είναι η περιγραφή τεχνικών πρωτοκόλων εφαρμογής προγραμμάτων βιοπληροφορικής δε θα μπούμε σε λεπτομέρειες για την εφαρμογή τους. Αντίθετα θα συζητήσουμε μια εναλλακτική διαδικασία που είναι αφενός ειδική για τη μελέτη δεδομένων μεθυλίωσης του DNA, αφετέρου έχει ένα σχετικό θεωρητικό ενδιαφέρον.


    


    


    Υπολογισμός Βαθμού Διαφορικής Μεθυλίωσης (b-score)


    


    Στα Κεφάλαια 2 και 3 συζητήσαμε περιληπτικά τη λειτουργία των νησίδων CpG, περιοχών του γονιδιώματος όπου επισυμβαίνει επιλεκτικά η μεθυλίωση του DNA. Πράγματι, το μεγαλύτερο ποσοστό των μεθυλιωμένων περιοχών του γονιδιώματος επικαλύπτεται με τις νησίδες CpG, ενώ το μεγαλύτερο μέρος των θέσεων που εμφανίζονται διαφορικά μεθυλιωμένες (με μεταβαλλόμενα δηλαδή επίπεδα μεθυλίωσης) μεταξύ συνθηκών είναι οι πολύ γειτονικές περιοχές εκατέρωθεν των νησίδων (στις οποίες έχει αποδωθεί, εύλογα, ο τίτλος “όχθες νησίδων CpG”, CpG island shores)(Pollard, Stricker & Beck, 2009)⁠. Το γεγονός ότι οι θέσεις αυτών των περιοχών στο γονιδίωμα είναι γνωστές (θυμηθείτε από το Κεφάλαιο 2 ότι μπορούμε να τις εντοπίσουμε μέσω της μελέτης της νουκλεοτιδικής τους σύστασης), τις κάνει ιδιαίτερα χρήσιμες για την ανάλυση μας. Κι αυτό γιατί μπορούμε να επικεντρωθούμε απευθείας σ' αυτές για τον εντοπισμό θέσεων διαφορικής μεθυλίωσης χωρίς να χρειαστεί να καταφύγουμε στη μοντελοποίηση κορυφών εμπλουτισμού. Η προσέγγιση αυτή φαίνεται στην Εικόνα 12.7 όπου οι περιοχές για τις οποίες υπολογίζουμε τη διαφορική μεθυλίωση είναι ήδη εντοπισμένες στο γονιδίωμα (χρωματιστοί κύκλοι) κι έτσι το μόνο που χρειάζεται να κάνουμε είνα να ποσοτικοποιήσουμε τη μεταβολή των επιπέδων μεταξύ δύο συνθηκών, αυτής του πειράματος κι αυτής της κατάστασης ελέγχου (control).


    Η ανάλυση διαφορικών επιπέδων μεθυλίωσης σε δεδομένες γονιδιωματικές συντεταγμένες μπορεί να γίνει με απλές μεθόδους ποσοτικοποίησης που περιλαμβάνουν τον υπολογισμό διαφορών ή λόγων των επιμέρους αριθμών reads που επικαλύπτονται με την περιοχή που ορίζουν οι συντεταγμένες (σε αναλογία με την προσέγγιση FPKM, βλ. Κεφάλαιο 7). Δύο μεθοδολογίες ποσοτικοποίησης που ξεχωρίζουν είναι η Μ- και η Β-τιμές (Μ-values και Beta-values) (Du et al., 2010)⁠. Η πρώτη είναι ανάλογη του βαθμού log2(FC) για δεδομένα μεθυλίωσης καθώς ισούται με το δυαδικό λογάριθμο του λόγου μεθυλίωσης μεταξύ δύο συνθηκών, με τη συνθήκη ελέγχου στον παρονομαστή:
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    H B-τιμή υπολογίζεται λαμβάνοντας υπόψη το άθροισμα των επιπέδων μεθυλίωσης των δύο συνθηκών τα οποία συγκρίνει με την τιμή της συνθήκης του πειράματος σ' ένα λόγο που παίρνει τιμές στο διάστημα [0,1].
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    Οι δύο τιμές προφανώς σχετίζονται μεταξύ τους με μια συνάρτηση λογαρίθμου:
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    Η εναλλακτική χρήση των τιμών Β και Μ εξαρτάται, σε μεγάλο βαθμό, από το είδος των περαιτέρω ανάλυσεων που θέλει κανείς να διενεργήσει. Λόγω της καλύτερης στατιστικής τους συμπεριφοράς, οι τιμές Μ είναι προτιμότερες όταν κάποιος επιθυμεί να αναφέρει συνοπτικά περιοχές διαφορικής μεθυλίωσης και να διακρίνει μεταξύ τους με βάση την ένταση της υπερ- ή της υπο-μεθυλίωσης. Από την άλλη πλευρά, οι Β-τιμές προσφέρονται για μια πιο διαισθητική βιολογική ερμηνεία και λόγω του εύρους των τιμών τους, που μπορεί να προσομοιαστεί με πιθανότητα, ενσωματώνονται συχνότερα σε μοντέλα πρόβλεψης όπως αυτά που θα συζητήσουμε στη συνέχεια.


    Για τις ανάγκες της ανάλυσης μας, εφαρμόσαμε έτσι την ποσοτικοποίηση των B-τιμών για το σύνολο των νησίδων CpG στο γονιδίωμα του ποντικού. Η διαδικασία που ακολουθήσαμε ήταν:


    · Αποκομιδή των συντεταγμένων των CpG νησίδων από το γονιδιωματικό φυλλομετρητή του UCSC (genome.ucsc.edu). O συνολικός αριθμός των νησίδων ήταν 16026, το μέσο μήκος τους 655 βάσεις, ενώ συνολικά κάλυπταν μόλις το 0.4% του συνολικού μήκους του γονιδιώματος.


    · Υπολογισμός Β-τιμών για καθεμία από αυτές τις περιοχές με βάση την εξίσωση 12.2.
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    Eικόνα 12.7: Υπολογισμός διαφορικής μεθυλίωσης σε νησίδες CpG. Ο βαθμός επικάλυψης της κάθε νησίδας εξετάζεται σε δύο καταστάσεις (συνθήκη ελέγχου και συνθήκη πειράματος). Η σύγκριση των δύο τιμών μπορεί να γίνει με διάφορους τρόπους (βλ. κείμενο), αποδίδοντας ένα βαθμό διαφορικής μεθυλίωσης για κάθε νησίδα. Συνδυασμός των τιμών διαφορικής μεθυλίωσης για ευρύτερες περιοχές (υποκινητή, γονίδιο κλπ) μπορεί να χρησιμοποιηθεί για περαιτέρω αναλύσεις.


    


    Το τελικό αποτέλεσμα είναι έτσι ένα σύνολο 16026 τιμών σχετικής μεθυλίωσης με τιμές μεταξύ 0 (απόλυτη υπο-μεθυλίωση) και 1 (απόλυτη υπερ-μεθυλίωση). Πώς όμως θα χρησιμοποιήσουμε αυτές τις τιμές για περαιτέρω αναλύσεις; Πώς θα συνδέσουμε τη σχετική μεθυλίωση σε συγκεκριμένες περιοχές του γονιδιώματος με τη γονιδιακή έκφραση; Έχει φτάσει η στιγμή να συζητήσουμε ένα από τα πιο ενδιαφέροντα -από θεωρητική άποψη- προβλήματα της ανάλυσης γονιδιωματικών δεδομένων.


    


    


    Στάδιο 3: Σύνδεση σημείων διαφορικής μεθυλίωσης με γονίδια στόχους


    


    Ανεξάρτητα από το αν τα δεδομένα μας αντιστοιχούν σε θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων ιστονών ή μεθυλίωσης DNA, αντικειμενικός σκοπός ενός μεγάλου αριθμού αναλύσεων γονιδιωματικής είναι η σύνδεση ρυθμιστικών ή επιγενετικών χαρακτηριστικών με τα επίπεδα της έκφρασης γονιδίων. Το πρόβλημα που προκύπτει σχεδόν αμέσως είναι πολύ απλό στη διατύπωση:


    Με ποιο γονίδιο Χ θα πρέπει να αντιστοιχηθεί η περιοχή/κορυφή εμπλουτισμού Υ;


    Όπως όμως μπορούμε να καταλάβουμε αν σκεφτούμε λίγο πιο αναλυτικά, είναι κάθε άλλο παρά απλό στην ουσία. Κι αυτό γιατί δεν είναι προφανές με ποιον τρόπο θα πρέπει να γίνει αυτή η συσχέτιση. Στην ανάλυση της Εικόνας 12.6 θεωρήσαμε λογικό να εξετάσουμε τη μεθυλίωση του DNA σε μια στενή περιοχή ανοδικά του σημείου έναρξης του κάθε γονιδίου, ωστόσο η Εικόνα 12.5 είναι ενδεικτική εκτεταμένης μεθυλίωσης τόσο κατά μήκος του γονιδίου, όσο και σε μεγαλύτερες αποστάσεις ανοδικά και καθοδικά από αυτό. Τα πράγματα περιπλέκονται ακόμα περισσότερο αν αναλογιστούμε την πολυπλοκότητα της γονιδιωματικής αρχιτεκτονικής, με τις σχετικές θέσεις και κατευθύνσεις μεταγραφής γονιδίων να ορίζουν περιοχές που μπορούν να λειτουργήσουν ως υποκινητές για περισσότερα από ένα γονίδια (όταν αυτά μεταγράφονται αντίρροπα) ή θέσεις με στοιχεία υποκινητών που βρίσκονται εντός του σώματος άλλων γονιδίων κλπ. Ακόμα κι αν λάβει κανείς υπόψη του όλα τα παραπάνω, αυτή η προσέγγιση παραμένη απλουστευμένη καθώς στηρίζεται στην παραδοχή της γραμμικής διάταξης των γονιδιωματικών στοιχείων, που όπως είδαμε στο Κεφάλαιο 5 δεν είναι παρά μια προσέγγιση, χρήσιμη για περιορισμένες κλίμακες μήκους.


    Από τα παραπάνω προκύπτει ότι το πρόβλημα της σύνδεσης γονιδίων με θέσεις εμπλουτισμού γονιδιωματικών στοιχείων, της απόδοσης, όπως λέμε, “γονιδίων-στόχων” σε λειτουργικά χαρακτηριστικά, είναι εξαιρετικά σύνθετο. Μια πλήρης προσέγγισή του θα προϋπέθετε τη λεπτομερή ανατομία του μηχανισμού της γονιδιακής ρύθμισης (τις μοριακές αλληλεπιδράσεις στοιχείων ενισχυτών και υποκινητών σε τρεις διαστάσεις, τη σχέση τους με την προσέλκυση και πρόσδεση μεταγραφικών παραγόντων και ενζύμων τροποποίησης του DΝΑ και των ιστονών) που θα καθιστούσε την περαιτέρω μοντελοποίησή του κενή νοήματος. Όπως συμβαίνει στις περισσότερες πειραματικές και αναλυτικές προσεγγίσεις, είμαστε υποχρεωμένοι να κάνουμε κάποιες παραδοχές. Η βασικότερη παραδοχή που κάνουμε στην περίπτωση της απόδοσης γονιδίων-στόχων είναι αυτής της γραμμικής θεώρησης του γονιδιώματος, μια παραδοχή που επιβάλλεται από την έλλειψη δυναμικών δεδομένων υψηλής ευκρίνειας για την τρισδιάστατη δομή του. Ξεκινώντας από αυτήν μπορούμε να κάνουμε μια σειρά από επιλογές για την προσέγγισή μας τις οποίες θα περιγράψουμε παρακάτω.


    


    


    Απόδοση γονιδίων στόχων. Κριτήρια Εγγύτητας και Επικάλυψης


    


    Έχοντας αποδεχτεί ότι η σύνδεση των στοιχείων του γονιδιώματος θα γίνει στη βάση της γραμμικής τους διαδοχής στο γονιδίωμα, οι επιλογές μας περιορίζονται στον καθορισμό των κριτηρίων εγγύτητας. Ο όρος “κριτήριο εγγύτητας” (proximity criterion) σημαίνει ότι το κατά πόσο ένα γονίδιο θα συνδεθεί μ' ένα στοιχείο του γονιδιώματος εξαρτάται από την απόστασή τους στο γραμμικό χρωμόσωμα[52]. Υπάρχουν διάφοροι τρόποι για να ορίσει κανείς κριτήρια εγγύτητας, ανάλογα με το είδος των δεδομένων που κανείς εξετάζει. Πιο συγκεκριμένα:


    1. Απλή γονιδιωματική απόσταση. Σ' αυτήν την περίπτωση το μόνο που ορίζει κανείς είναι μια τιμή-κατώφλι για την απόσταση που χωρίζει δύο στοιχεία. Οποιοδήποτε ζεύγος στοιχείων βρίσκεται σε μικρότερη απόσταση από την τιμή όριο συνδέεται. Η στρατηγική αυτή ακολουθείται συχνά για τη σύνδεση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης και ρυθμιστικών στοιχείων όπως οι θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων, οπότε οι τελευταίες συνδέονται με το σημείο έναρξης της μεταγραφής (TSS). Στο Κεφάλαιο 11 (Εικόνα 11.10) είδαμε πως μια τέτοια προσέγγιση χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση δικτύων γονιδιακής ρύθμισης.


    2. Σύνδεση μέσω επικάλυψης ευρύτερων περιοχών. Σ' αυτήν την προσέγγιση τα όρια απόστασης είναι σχετικά και δεν προεκτείνονται με βάση τη λειτουργικότητα των υποκείμενων περιοχών. Σε περιπτώσεις που μελετώνται επιγενετικά χαρακτηριστικά όπως οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις ιστονών, ή (στην προκειμένη) η μεθυλίωση του DNA, είναι λογικό να περιμένει κανείς διαφορετικά μοτίβα εμπλουτισμού ανάλογα με το αν η αλληλουχία που εξετάζεται είναι κωδική ή όχι, αν ανήκει σε κάποιον υποκινητή ή ενισχυτή, ανεξάρτητα από την εγγύτητά του μου κάποιο συγκεκριμένο σημείο του γονιδιώματος. Στη σύνδεση μέσω επικάλυψης η εγγύτητα ορίζεται στα πλαίσια λειτουργικών περιοχών. Έτσι ένα γονίδιο μπορεί να συνδεθεί με οποιοδήποτε στοιχείο επικαλύπτεται με το πλήρες μήκος του ή με μια περιοχή ανοδικά που ορίζεται (με μια αυθαίρετη απόσταση) ως υποκινητής κλπ.


    3. Σύνδεση επικάλυψης με περιορισμούς. Οι περιορισμοί σε συνδέσεις επικάλυψης προέρχονται από μελέτες δομής της χρωματίνης και ορίζονται με βάση τις τοπολογικές περιοχές που συζητήσαμε στο Κεφάλαιο 5. Η λογική της προσέγγισης αυτής είναι ότι, δεδομένων των ισχυρότερων λειτουργικών αλληλεπιδράσεων μεταξύ των τοπολογικά διασυνδεδεμένων περιοχών, δύο θέσεις δεν αναμένεται να συνδέονται λειτουργικά εφόσον ανήκουν σε διαφορετικές τοπολογικές περιοχές. Οι προσεγγίσεις αυτές είναι εξαιρετικά ενδιαφέρουσες καθώς ενσωματώνουν σ' ένα βαθμό δομικές γονιδιωματικές ιδιότητες ανώτερης τάξης, έχουν όμως νόημα μόνο σε μελέτες που εξετάζουν χαρακτηριστικά μεγαλύτερης κλίμακας όπως π.χ. τα όρια περιοχών χρωματίνης και οι μεταξύ τους σχέσεις.


    [image: ]


    


    Eικόνα 12.8: Διαφορετικοί τρόποι σύνδεσης μιας περιοχής μεθυλιωμένου DNA με γειτονικό γονίδιο. Η αρχή της εγγύτητας (βλ. κείμενο) προβλέπει τη σύνδεση μεθυλιωμένων περιοχών με το πλησιέστερο γονίδιο, ωστόσο αυτές οι περιοχές μπορούν να ανήκουν στον υποκινητή, στο σώμα του γονιδίου ή και σε πιο απομακρυσμένες περιοχές.


    


    


    Για τις ανάγκες της δικής μας ανάλυσης εφαρμόσαμε ένα σχήμα σύνδεσης μέσω επικαλύψης, το οποίο φαίνεται στην Εικόνα 12.8. Προσπαθώντας να διαχωρίσουμε την επίδραση της DNA μεθυλίωσης στη γονιδιακή έκφραση με βάση την προέλευσή της (γονιδιακή, υποκινητή κλπ) διαχωρίσαμε την περιοχή ανοδικά από το TSS (έως 5000 βάσεις) από το “σώμα” του γονιδίου (το πλήρες μήκος από το σημείο έναρξης ως το σημείο λήξης της μεταγραφής) και αποδώσαμε δύο τιμές σε κάθε γονίδιο, οι οποίες προέρχονταν από τις Β-τιμές μεθυλίωσης των νησίδων CpG που επικαλύπτονταν με τις δύο ευρύτερες περιοχές (“περιοχή υποκινητή” και “περιοχή γονιδίου”). Καθώς τόσο οι περιοχές υποκινητών, αλλά κυρίως τα μεγαλύτερα γονιδιακά τμήματα επικαλύπτονταν συχνά με περισσότερες από μία νησίδες CpG, oι τιμές αντιστοιχούσαν στη μέση τιμή μεθυλίωσης για το σύνολο των νησίδων σε κάθε περίπτωση.


    Το αποτέλεσμα της ανάλυσης σύνδεσης οδήγησε στη δημιουργία ενός πίνακα τιμών έκφρασης και συνδεδεμένων τιμών μεθυλίωσης, οι οποίες, για τα 504 διαφορικά εκφραζόμενα γονίδια, μπορούσαν να συγκριθούν με τα πρότυπα έκφρασης. Με βάση τις τιμές αυτές προσπαθήσαμε να μοντελοποιήσουμε τη σχέση μεταξύ γονιδιακής έκφρασης και DNA μεθυλίωσης με δύο διαφορετικούς τρόπους που θα περιγράψουμε στη συνέχεια.


    


    


    Στάδιο 4: Μοντελοποίηση


    


    Σε πολλά από τα προηγούμενα κεφάλαια αυτού του βιβλίου έχουμε συζητήσει για την έννοια της μοντελοποίησης κι έχουμε δει αρκετά παραδείγματα με τα κυριότερα να προέρχονται από τα πεδία της ανάλυσης αλληλουχίων, της δομής της χρωματίνης και των βιολογικών δικτύων. Θυμηθείτε ότι με τον όρο “μοντελοποίηση” αναφερόμαστε στην προσπάθειά μας:


    Να περιγράψουμε ένα σύστημα όσο το δυνατόν γενικότερα και να προβλέψουμε τη συμπεριφορά του με όσο το δυνατόν μεγαλύτερη ακρίβεια με βάση την προϋπάρχουσα γνώση που έχουμε γι' αυτό μέσα από παρατηρήσεις.


    Ο παραπάνω ορισμός είναι φυσικά αρκετά γενικός για να περιγράψει μια σειρά από τελείως διαφορετικά μοντέλα. Στα πλαίσια του παραδείγματος που εξετάζουμε εδώ, η μοντελοποίηση που επιδιώκουμε ουσιαστικά καλείται να απαντήσει στο ερώτημα:


    Πώς μπορούμε να προβλέψουμε τα επίπεδα έκφρασης σε κάθε στάδιο, με βάση τα επίπεδα μεθυλίωσης στο πρώτο από αυτά;


    Η βάση για την απάντηση στο παραπάνω ερώτημα είναι η ενδελεχής ανάλυση των δεδομένων που ήδη έχουμε στα χέρια μας, δηλαδή οι τιμές γονιδιακής έκφρασης και μεθυλίωσης για τις συνθήκες που περιγράψαμε. Από αυτήν την άποψη το να “προβλέψουμε” τα επίπεδα έκφρασης ακούγεται μάλλον ανώφελο τη στιγμή που τα έχουμε ήδη υπολογίσει, κάτι τέτοιο όμως θα έβαζε τη μοντελοποίηση σε πολύ στενά, χρηστικά όρια. Ακόμα κι αν διαθέτουμε ήδη τις τιμές τις οποίες θα αποπειραθούμε να προβλέψουμε, το μοντέλο που θα προκύψει από αυτή τη διαδικασία θα είναι εξαιρετικά χρήσιμο ως εργαλείο ερμηνείας, καθώς ενδέχεται να μας δώσει πληροφορίες για το σύστημα που μέχρι πρότινος αγνοούσαμε. Η καλύτερη κατανόηση χαρακτηριστικών σε επίπεδο συστήματος κάνει την εξαγωγή μοντέλων μια διαδικασία κεντρικής σημασίας γι' αυτό που ονομάζουμε Βιολογία Συστημάτων και μια αναλυτική περιγραφή όλων των μεθοδολογιών μοντελοποίησης βιολογικών δεδομένων θα επαρκούσε για το υλικό ενός ξεχωριστού βιβλίου. Για λόγους συντομίας και συνοχής, θα περιγράψουμε στη συνέχεια δύο από τις πιο χαρακτηριστικές μεθόδους μοντελοποίησης που ταιριάζουν με τον τύπο των δεδομένων μας.


    


    


    Γραμμική και μη-γραμμική παλινδρόμηση


    


    Επανερχόμαστε τώρα στα δεδομένα που έχουμε στα χέρια μας μετά από την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης και την εξαγωγή τιμών μεθυλίωσης για τις περιοχές γονιδίων και υποκινητών τους. Μια πρώτη προσέγγιση του προβλήματος της μοντελοποίησής τους μπορεί να γίνει στη βάση της παλινδρόμησης (regression) μεταξύ των τιμών μεθυλίωσης και γονιδιακής έκφρασης. Με αυστηρούς όρους η παλινδρόμηση είναι η στατιστική διαδικασία μέσω της οποίας εξάγουμε μαθηματικές σχέσεις μεταξύ μεταβλητών. Μια απλή διαδικασία παλινδρόμησης με την οποία μπορεί να είστε εξοικειωμένοι είναι η μέθοδος ελαχίστων τετραγώνων για την εκτίμηση της γραμμικής σχέσης μεταξύ δύο μεταβλητών. Στη γενικότερη μορφή της, η ανάλυση παλινδρόμησης δεν περιορίζεται μόνο σε δύο μεταβλητές ούτε σε γραμμικές μεταξύ τους σχέσεις. Στη δική μας περίπτωση, για παράδειγμα, διαθέτουμε δύο μεταβλητές (τη μεθυλίωση στον υποκινητή και στο σώμα του γονιδίου) για να προβλέψουμε μια τρίτη (την έκφραση του γονιδίου στο κάθε στάδιο). Επίσης δεν έχουμε κανένα λόγο να περιμένουμε ένα συγκεκριμένο είδος σχέσης μεταξύ τους (γραμμική, μη-γραμμική, λογαριθμική κλπ). Παρ' όλ' αυτά, όπως έχουμε συζητήσει και σε προηγούμενα κεφάλαια, είναι καλό να ξεκινάμε από τα μοντέλα με τις πιο απλές παραδοχές και για το λόγο αυτό θα εφαρμόσουμε τη γραμμική παλινδρόμηση στο σύστημά μας. Με μαθηματικούς όρους θα προσπαθήσουμε να προσδιορίσουμε μια εξίσωση του τύπου:
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    για την οποία θα εκτιμήσουμε όσο καλύτερα μπορούμε τους συντελεστές α, β και γ.


    Η διαδικασία της εξαγωγής του μοντέλου μπορεί να γίνει πολύ γρήγορα με τη χρήση διάφορων προγραμμάτων ή στατιστικών περιβάλλοντων όπως η R ή το Matlab. Αυτό που έχει ιδιαίτερη σημασία είναι η αξιολόγηση του αποτελέσματος. Στην Εικόνα 12.9 βλέπουμε ένα διάγραμμα σκέδασης, όπου κάθε σημείο έχει σαν συντεταγμένες: α) στον άξονα x την πραγματική τιμή έκφρασης στο Στάδιο 3 (για τα 504 διαφορικα εκφραζόμενα γονίδια) και β) στον άξονα y τη θεωρητική προβλεπόμενη τιμή που προκύπτει από ένα γραμμικό μοντέλο όπως αυτό που περιγράφεται από την εξίσωση 12.4. Η κόκκινη γραμμή δείχνει την καλύτερη δυνατή ευθεία που διέρχεται από το σύνολο των σημείων.


    Πώς θα εξετάσουμε την αποτελεσματικότητα αυτού του μοντέλου; Ένα μέτρο για το πόσο καλό είναι ένα γραμμικό μοντέλο δίνεται από την τιμή R2, ένα μέτρο απόστασης με τιμές μεταξύ 0 και 1 που ποσοτικοποιεί το βαθμό στον οποίο αποκλίνουν οι πραγματικές τιμές από τις θεωρητικά προβλεπόμενες. Τιμές κοντά στο 1 αντιστοιχούν σε ταύτιση μεταξύ θεωρητικών και πραγματικών τιμών ενώ τιμές κοντά στο 0 αντιστοιχούν σε πλήρως ασυσχέτιστες μεταξύ τους ποσότητες. Η ευκολία που μας παρέχουν τα υπολογιστικά πακέτα που αναφέραμε παραπάνω μας επιτρέπει να δοκιμάσουμε μια σειρά από γραμμικά μοντέλα και να υπολογίσουμε τις τιμές R2, προκειμένου να διερευνήσουμε τις σχέσεις μεταξύ των μεταβλητών. Στον Πίνακα 12.2 βλέπουμε τις τιμές R2 που προκύπτουν για γραμμικά μοντέλα μεταξύ των τιμών έκφρασης σε καθένα από τα τρία στάδια και των επιπέδων μεθυλίωσης σε υποκινητή, γονίδιο καθώς και το συνδυασμό τους. Σύγκριση των τιμών R2 μας οδηγεί σε διάφορα ενδιαφέροντα συμπεράσματα. Αρχικά ότι τα επίπεδα μεθυλίωσης στον υποκινητή δίνουν καλύτερες εκτιμήσης για τα επίπεδα έκφρασης σε όλα τα στάδια σε σχέση με τα αντίστοιχα επίπεδα από το σώμα των γονιδίων. Ο συνδυασμός, ωστόσο, και των δύο σε μοντέλα του σχήματος της εξίσωσης 12.4 είναι ακόμα αποτελεσματικότερος με τις τιμές R2 για τα συνδυαστικά μοντέλα να είναι οι χαμηλότερες. Η παρατήρηση αυτή είναι ενδεικτική του γεγονότος ότι η γονιδιακή έκφραση μπορεί να συσχετιστεί με τη μεθυλίωση DNA σε περιοχές ευρύτερες από μια στενή ζώνη γύρω από το σημείο έναρξης της μεταγραφής.
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    Eικόνα 12.9: Μοντέλο γραμμικής παλινδρόμησης για την πρόβλεψη της γονιδιακής έκφρασης 504 γονιδίων στο Stage3 με βάση τις μέσες τιμές μεθυλίωσης σε υποκινητή και σώμα γονιδίου.



    


    Ένα δεύτερο, πολύ ενδιαφέρον συμπέρασμα προκύπτει από τη σύγκριση των τιμών R2 για τα μοντέλα μεταξύ των τριών σταδίων. Σύμφωνα με αυτήν, τα πιο αποτελεσματικά μοντέλα είναι αυτά που προκύπτουν για την πρόβλεψη των επιπέδων έκφρασης στο Στάδιο 3, παρά το γεγονός ότι είναι αυτό που απέχει χρονικά περισσότερο από το στάδιο στο οποίο μετρήθηκαν τα επίπεδα μεθυλίωσης. Κάτι τέτοιο αποτελεί ισχυρή ένδειξη ότι μια σειρά από γονίδια που ευθύνονται για την ανοσολογική απόκριση είναι προσημασμένα επιγενετικά με πιθανό σκοπό τον καλύτερο συντονισμό της ρύθμισής τους.
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    Πίνακας 12.2: Τιμές R2 για γραμμικά μοντέλα με μόνο τον υποκινητή ή τον υποκινητή και το γονίδιο, από τα οποία προκύπτει ότι η χρήση και των δύο τιμών σε πολυωνυμικά μοντέλα αποδίδει βαθμιαία καλύτερη πρόβλεψη σε πιο προχωρημένα στάδια.


    


    


    Μοντέλα κατάταξης μέσω κανόνων


    


    Η ανάλυση παλινδρόμησης που περιγράψαμε παραπάνω είναι μια καλή επιλογή στην περίπτωση που θέλουμε να μοντελοποιήσουμε αριθμητικά δεδομένα μέσω μιας μαθηματικής σχέσης. Με την εφαρμογή της παλινδρόμησης είδαμε ότι μπορούμε να προσεγγίσουμε αριθμητικά την τιμή έκφρασης ενός γονιδίου. Ωστόσο, αν αναλογιστούμε τα δεδομένα μας, θα θυμηθούμε ότι πέρα από τις απλές αριθμητικές τιμές έκφρασης για κάθε γονίδιο, έχουμε προχωρήσει ήδη σε μια ομαδοποίηση των γονιδίων με βάση πρότυπα έκφρασης και στα τρία στάδια. Αναλογιζόμενοι αυτήν την ανάλυση μπορούμε να διατυπώσουμε το εξής ερώτημα:


    Με βάση τα επίπεδα μεθυλίωσης στο σώμα του γονιδίου και στην περιοχή του υποκινητή, μπορούμε να προβλέψουμε σε ποιο από τα επτά πρότυπα έκφρασης θα ανήκει ένα γονίδιο;
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    Eικόνα 12.10: Σχηματική αναπαράσταση δύο διαστάσεων για την επιλογή ορίων σ' ένα μοντέλο κατάταξης μέσω κανόνων (rule-based classification). Μετακίνηση των ορίων στις τιμές μεθυλίωσης του γονιδίου (οριζόντιος άξονας) και του υποκινητή (κάθετος άξονας) μπορούν να πετύχουν τη βέλτιστη διάκριση μεταξύ γονιδίων με διαφορετικά επίπεδα έκφρασης.


    


    Το πρόβλημα που διατυπώνεται στο παραπάνω ερώτημα είναι στην ουσία ένα πρόβλημα κατάταξης. Συναντούμε τέτοια προβλήματα όταν τα δεδομένα που αναλύουμε είναι κατηγορικού τύπου και το μοντέλο στο οποίο αποσκοπούμε είναι ένα μοντέλο που θα κατανέμει τα στοιχεία του συνόλου σε επιμέρους κατηγορίες. Ονομάζουμε τέτοια μοντέλα, μοντέλα κατάταξης (classification models) και σ' ένα βαθμό προσομοιάζουν τα μοντέλα ομαδοποίησης που είδαμε στο κεφαλαιο 7. Η διαφορά τους έγκειται στο ότι κατά τη διαδικασία της ομαδοποίησης δε γνωρίζουμε εξαρχής τις κατηγορίες στις οποίες οργανώνονται τα στοιχεία που ομαδοποιούμε, ενώ στην περίπτωση των μοντέλων κατάταξης η οργάνωσή τους γίνεται με βάση προϋπάρχουσα γνώση (λέμε τότε ότι η κατάταξη γίνεται “υπό επίβλεψη”). Ανάμεσα στα διάφορα είδη μοντέλων κατάταξης μπορούμε να διακρίνουμε αυτά που βασίζονται σε κανόνες (rule-based), τα πιθανοτικά ή μπεϋζιανά και αυτά τα οποία βασίζονται σε εξισωσεις (γραμμικές ή όχι).


    Για τις ανάγκες της δικής μας ανάλυσης θα περιγράψουμε ένα παράδειγμα κατάταξης με κανόνες. Η βάση πίσω από ένα τέτοιο σχήμα περιγράφεται σχηματικά στην Εικόνα 12.10, στην οποία απεικονίζεται ένα σύνολο γονιδίων στη βάση των τιμών μεθυλίωσης στο σώμα του γονιδίου (οριζόντιος άξονας) και στην περιοχή του υποκινητή (κάθετος άξονας). Κάθε γονίδιο στο υποθετικό, αυτό σχήμα, μπορεί να ανήκει σε μία από τρεις κατηγορίες που αντιστοιχουν στο χρωματικό κώδικα (χωρίς διαφορική έκφραση, υπο- ή υπέρ-εκφραζόμενο). Ο στόχος ενός μοντέλου κατάταξης με κανόνες είναι να θέσει όρια στις τιμές μεθυλίωσης των δύο αξόνων, με τρόπο που να επιτυγχάνεται η καλύτερη δυνατή κατάταξη των γονιδίων στις αντίστοιχες κατηγορίες τους. Μπορείτε έτσι να φανταστείτε τις κάθετες διακεκομμένες γραμμές ως κανόνες που οριοθετούν τον χώρο των τιμών μεθυλίωσης. Στο σχήμα της Εικόνας 12.10, για παράδειγμα, ορίζονται τρεις διακριτές περιοχές:


    Μ< όριο γονιδίου:κυρίως γονίδια χωρίς διαφορική έκφραση.


    Μ>ορίο γονιδίου και Μ<όριο υποκινητή: κυρίως υπερ-εκφραζόμενα γονίδια.


    Μ>ορίο γονιδίου και Μ>όριο υποκινητή: κυρίως υπό-εκφραζόμενα γονίδια.


    Στόχος της μοντελοποίησης κατάταξης είναι να διακρίνει σε όσο το δυνατόν “καθαρότερες” κατηγορίες. Προφανώς τα περισσότερα πραγματικά παραδείγματα δεν είναι τόσο ξεκάθαρα όπως το σχήμα της Εικόνας 12.10 (που δεν αντιστοιχεί σε πραγματικά δεδομένα) και για το λόγο αυτό, η διαδικασία εξαγωγής του μοντέλου είναι συνήθως αρκετά πιο πολύπλοκη και οι τελική κατάταξη πολύ λιγότερο “καθαρές”. Στην επόμενη ενότητα θα δούμε την εφαρμογή ενός πολύπλοκου τέτοιου σχήματος κανόνων που ονομάζεται δέντρο αποφάσεων στα πραγματικά δεδομένα μας.


    


    


    Δέντρα αποφάσεων (decision trees)


    


    Επιστρέφοντας στο ερώτημα που θέσαμε παραπάνω:


    Με βάση τα επίπεδα μεθυλίωσης στο σώμα του γονιδίου και στην περιοχή του υποκινητή, μπορούμε να προβλέψουμε σε ποιο από τα επτά πρότυπα έκφρασης θα ανήκει ένα γονίδιο;


    Θα προσπαθήσουμε τώρα να διακρίνουμε τα γονίδια σε κατηγορίες με βάση τα επίπεδα μεθυλίωσης, ποσοτικοποιώντας το βαθμό καθαρότητας της κάθε κατηγορίας. Τα δεδομένα που χρειαζόμαστε είναι α) η αρχική κατανομή των στοιχείων που εξετάζουμε σε Ν κατηγορίες που γνωρίζουμε εξαρχής και β) μια σειρά από εκτιμητές (estimators) που αντιστοιχούν στις αριθμητικές τιμές στη βάση των οποίων θα διακρίνουμε τα στοιχεία μας. Στην περίπτωσή μας, τα στοιχεία είναι τα γονίδια, η κατανομή σε Ν κατηγορίες αντιστοιχεί στα ποσοστά με τα οποία κατανέμονται στις επτά ομάδες προτύπων έκφρασης και οι εκτιμητές μας είναι οι δύο τιμές μεθυλίωσης (σε σώμα γονιδίου και υποκινητή). Ένα δέντρο αποφάσεων θα επιχειρήσει να θέσει όρια στα επίπεδα των δύο εκτιμητών διαχωρίζοντας διαδοχικά το σύνολο των γονιδίων σε όλο και μικρότερα υποσύνολα, τα οποία θα αντιστοιχούν σε όσο το δυνατόν καθαρότερες κατηγορίες.


    Μπορούμε να καταλάβουμε καλύτερα τη διαδικασία βλέποντας ένα τέτοιο δέντρο στην Εικόνα 12.11, όπου τα πραγματικά δεδομένα έχουν μοντελοποιηθεί σ' ένα δέντρο αποστάσεων με μοναδικό εκτιμητή την τιμή μεθυλίωσης στον υποκινητή. Το σημείο στην κορυφή του δέντρου αντιστοιχεί στο σημείο έναρξης. Οι τιμές που αναγράφονται αντιστοιχούν στα ποσοστά εκπροσώπησης των γονιδίων στα επτά πρότυπα γονιδιακής έκφρασης (All Low: 0.08, All Very High: 0.11, All Very Low: 0.15, Stage2,3 High: 0.27, Stage2 High: 0.17, Stage2 Low: 0.06, Stage3 High: 0.15) και συμφωνα με τη σύμβαση που ακολουθείται, ο κάθε κόμβος του δέντρου να ονοματίζεται με βάση την κατηγορία με το μεγαλύτερο ποσοστό, ο αρχικός κόμβος αντιστοιχείται στο πρότυπο Stage2,3 High. Ξεκινώντας από αυτό το σημείο, το μοντέλο αναζητά την τιμή του εκτιμητή που διαχωρίζει τα στοιχεία με τον καλύτερο δυνατό τρόπο. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 12.11, για τιμές μεθυλίωσης υποκινητή μεγαλύτερες από 0.67, δημιουργούνται δύο ομάδες γονιδίων, μία (που αντιστοιχεί στο 25% του συνόλου) και στην οποία το πρότυπο με το μεγαλύτερο ποσοστό είναι το All Very Low (εμπλουτισμένο σε 54% από 15%) και μία, που αντιστοιχεί στο υπόλοιπο 75% στην οποία το Stage2,3 High εξακολουθεί να είναι κυρίαρχο αλλά σημαντικά εμπλουτισμένο (37% σε σχέση με 27%). Σ' ένα επόμενο στάδιο η δεύτερη αυτή κατηγορία διαχωρίζεται σε δύο επιμέρους, μία για τιμή μεθυλίωσης μεγαλύτερη από 0.24 (αλλά μικρότερη από 0.67) και μία για τιμές μικρότερες του 0.24, οι οποίες περιέχουν αντίστοιχα το 56% και το 19% των γονιδίων. Το τελικό σχήμα κατάταξης ορίζεται έτσι από τις τρεις κατηγορίες που με ποσοστά 25%, 56% και 19% αντιστοιχούν κυρίως στα πρότυπα έκφρασης All Very Low, Stage2,3 High και Stage3 High.
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    Eικόνα 12.11: Δέντρο αποφάσεων για την κατάταξη των γονιδίων σε ομάδες προτύπων έκφρασης όπως ορίστηκαν στην Εικόνα 12.4 με βάση την τιμή μεθυλίωσης του υποκινητή. Η τελική κατάταξη αποδίδει τρείς κλάσεις που είναι σημαντικά εμπλουτισμένες σε τρεις από τις επτά ομάδες. Aρχική κατανομή των ομάδων: (All Low: 0.08, All Very High: 0.11, All Very Low: 0.15, Stage2,3 High: 0.27, Stage2 High: 0.17, Stage2 Low: 0.06, Stage3 High: 0.15).


    


    Στο σημείο αυτό, είναι καλό να συζητήσουμε κάποια χαρακτηριστικά των δέντρων αποφάσεων. Αρχικά σχετικά με τη δομή τους. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 12.11, η τελική δομή του δέντρου εξαρτάται αποκλειστικά από την ικανότητα του εκτιμητή να διακρίνει μεταξύ καταστάσεων. Έτσι παρόλο που τα πρότυπα έκφρασης είναι επτά, το δέντρο της Εικόνας 12.11 έχει μόνο τρεις τελικούς κόμβους, καθώς ο εκτιμητής δεν μπορεί να οριοθετήσει περισσότερο λεπτομερείς κατηγορίες. Ακόμα πιο σημαντικό από τη δομή είναι ο τρόπος, με τον οποίο σχηματίζεται το δέντρο. Πώς καθορίζονται από το μοντέλο τα όρια στις τιμές των εκτιμητών; Η διαδικασία εξαγωγής των κανόνων (και συνεπώς καθορισμού των ορίων) είναι μια διαδικασία βελτιστοποίησης, κατά την οποία μεγιστοποιείται (ή ελαχιστοποιείται) ένα συγκεκριμένο αριθμητικό κριτήριο. Στην περίπτωση που εξετάζουμε εδώ, το κριτήριο είναι ένα κριτήριο μεγιστοποιήσης που αφορά τη μεταβολή της Εντροπίας Shannon, ενός ποσοτικού μέτρου τυχαιότητας που συναντήσαμε στο Κεφάλαιο 3. Θυμηθείτε ότι η Εντροπία ενός συστήματος ισούται με το άθροισμα:
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    όπου με Pi συμβολίζονται οι πιθανότητες των Ν διαφορετικών ενδεχομένων. Επίσης θυμηθείτε ότι η μεταβολή της Εντροπίας ενός συστήματος αντιστοιχεί στην πληροφορία που αποκομίζουμε κατά τη διαδικασία που επιφέρει τη μεταβολή, καθώς η μεταβολή αντιστοιχεί στη μείωση της τυχαιότητας που γενικότερα εκφράζεται από την Εντροπία.


    Πώς συνδέεται η Εντροπία μ' ένα δέντρο αποστάσεων; Μπορούμε να ποσοτικοποιήσουμε την Εντροπία πριν και μετά από κάθε διακλάδωση του δέντρου και να συγκρίνουμε τα σταθμισμένα αθροίσματα τους, ποσοτικοποιώντας τη μεταβολή. Στο παράδειγμα της Εικόνας 12.11, αντικαθιστώντας τις τιμές ποσοστών (0.08, 0.11 , 0.15 κ.ο.κ.) ως πιθανότητες, η αρχική εντροπία ισούται με:
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    Μετά την πρώτη διακλάδωση για τιμές πάνω ή κάτω από 0.67, οι δύο επιμέρους εντροπίες είναι:
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     και
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    σταθμίζοντας τις δύο τιμές αυτές με τα επιμέρους ποσοστά των αντίστοιχων κόμβων (25% και 75%) παίρνουμε:
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    H μεταβολή της Εντροπίας μεταξύ των σταδίων πριν και μετά τη διακλάδωση έτσι είναι:
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    την οποία συμβολίζουμε ως I, καθώς (όπως επίσης θα θυμάστε από το Κεφάλαιο 3) η μεταβολή της Εντροπίας, αντιστοιχεί στο πληροφοριακό περιεχόμενο (Information Content) του συστήματος. Αρνητική τιμή Ι σημαίνει ότι πρακτικά κερδίζουμε πληροφορία μέσω της μείωσης της Εντροπίας με τη διάσχιση του συνόλου σε δύο κατηγορίες, ενώ εξ' ορισμού η τιμή όριο του εκτιμητή είναι αυτή που μεγιστοποιεί τη μεταβολή της Εντροπίας πριν και μετά τη διάσχιση. Μπορείτε έτσι να φανταστείτε το μοντέλο να “σαρώνει” το χώρο των τιμών του εκτιμητή για την τιμή-όριο εκείνη που μεγιστοποιεί τη μεταβολή της Εντροπίας, με τρόπο ανάλογο με αυτόν που η PCA (που είδαμε στο Κεφάλαιο 7) περιστρέφει ένα νέφος σημείων σε αναζήτηση της γωνίας προβολής με τη μεγαλύτερη διασπορά. Με τον ίδιο τρόπο, οι διακλαδώσεις μπορούν να συνεχιστούν μέχρι το σημείο που δεν καταγράφεται περαιτέρω μείωση της Εντροπίας. Στο σημείο αυτό γίνεται προφανής ο περιορισμός από τον αριθμό των εκτιμητών. Είναι λογικό πως δε θα μπορούσαμε να περιμένουμε, ένας μοναδικός εκτιμητής (στο παράδειγμά μας η μεθυλίωση στον υποκινητή) να διακρίνει με λεπτομέρεια και τα επτά πρότυπα έκφρασης.


    Στην Εικόνα 12.12 βλέπουμε ένα μοντέλο δέντρου αποφάσεων στο οποία έχει προστεθεί ως δεύτερος εκτιμητής η μεθυλίωση στο σώμα του γονιδίου. Το αποτέλεσμα είναι ένα πιο λεπτομερές δέντρο με τέσσερις τελικούς κόμβους. Η διαφορά με το προηγούμενο δέντρο είναι ότι πρακτικά, το πιο αναλυτικό αυτό μοντέλο καταφέρνει να διακρίνει μεταξύ των All Low και των All Very Low προτύπων με βάση το βαθμό μεθυλίωσης στο σώμα του γονιδίου. Από το μοντέλο προκύπτει έτσι ότι τα γονίδια των οποίων η έκφραση είναι εξαιρετικά χαμηλή για όλα τα στάδια δεν έχουν μόνο υπερ-μεθυλιωμένους υποκινητές (>0.67) αλλά εμφανίζουν αυξημένα επίπεδα μεθυλίωσης και κατά μήκος του κυρίως γονιδίου. Όπως και στην περίπτωση της ανάλυσης παλινδρόμησης, η συνεισφορά των επιπέδων μεθυλίωσης του σώματος των γονιδίων στην αναλυτική ικανότητα του μοντέλου δεν είναι μεγάλη, είναι όμως σημαντική, όπως αποτυπώνεται στην περαιτέρω μείωσης της Εντροπίας.
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    Eικόνα 12.12: Δέντρο αποφάσεων για την κατάταξη των γονιδίων σε ομάδες προτύπων έκφρασης όπως ορίστηκαν στην Εικόνα 12.4 με βάση τις τιμές μεθυλίωσης του υποκινητή και του γονιδίου. Στα δεξιά του δέντρου φαίνεται η σταδιακή μείωση της εντροπίας (και το αντίστοιχο πληροφοριακό περιεχόμενο) για κάθε στοιβάδα του δέντρου. Η τελική κατάταξη αποδίδει τέσσερις κλάσεις. Aρχική κατανομή των ομάδων (βλ. Εικόνα 12.11)


    


    Σε ποιο βαθμό αποκομίσαμε καινούργια γνώση από τη μοντελοποίηση των δεδομένων μας; Από την παρατήρηση και των δύο δέντρων προκύπτει ότι τόσο κάποια από τα υπο-, όσο και κάποια από τα υπερ-εκφραζόμενα πρότυπα μπορούν να συσχετιστούν με τα επίπεδα μεθυλίωσης (κάτι που δεν είχαμε μπορέσει να κάνουμε με τα μέσα πρότυπα μεθυλίωσης στην Εικόνα 12.6). Σ' ένα επόμενο επίπεδο, βλέπουμε ότι οι πιο ακραίες κατηγορίες από πλευράς συσχέτισης υπο-μεθυλίωσης και υπερ-έκφρασης δεν αφορούν τα γονίδια που είναι διαρκώς υπερ-εκφραζόμενα αλλά κυρίως τα γονίδια των τελικών σταδίων (Stage2,3 και Stage3). Η παρατήρηση αυτή σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα της γραμμικής παλινδρόμησης ενισχύει την υπόθεσή μας για πρώιμη επιγενετική σήμανση ενός υποσυνόλου γονιδίων που εκφράζονται στα τελικά στάδια της ανοσολογικής απόκρισης στο μολυσματικό παράγοντα.


    


    


    


    


    Συμπεράσματα


    


    Η Βιολογία Συστημάτων είναι ένα επιστημονικό πεδίο, για το οποίο δύσκολα θα βρει κανείς ένα μοναδικό και σαφή ορισμό στη βιβλιογραφία. Σ' επίπεδο γενικής θεώρησης των βιολογικών προβλημάτων, η Βιολογία Συστημάτων διαφέρει από άλλες μεθοδολογικές προσεγγίσεις στο ότι προσπαθεί να μελετήσει ένα σύστημα ολιστικά, συνολικά δηλαδή, λαμβάνοντας υπόψη τη διαπλοκή των λειτουργιών του, σε αντίθεση την αναγωγική προσέγγιση που επικεντρώνεται στην απομόνωση των μερών ενός συστήματος για την καλύτερη κατανόησή τους. Από αυτήν την άποψη, οι προσεγγίσεις Βιολογίας Συστημάτων στηρίζονται σε μεγάλο βαθμό στην ύπαρξη μεγάλου όγκου δεδομένων από διαφορετικά μέρη ενός συστήματος, ενώ σε μεθοδολογικό επίπεδο, η ανάγκη ανάπτυξης υπολογιστικών εργαλείων για την ανάλυση και μοντελοποίηση πολύπλοκων δεδομένων αποκτά κεντρική θέση. Με βάση τα παραπάνω, θα μπορούσαμε να πούμε πως ένα μεγάλο μέρος αυτού του βιβλίου (και κυρίως τα Κεφάλαια 7, 8, 9 και 11) αφορά και τη Βιολογία Συστημάτων. Στο τελευταίο αυτό κεφάλαιο προσπαθήσαμε να δείξουμε, μ' ένα ρεαλιστικό παράδειγμα, πώς η υπολογιστική ανάλυση, ο συνδυασμός και η μοντελοποίηση βιολογικών δεδομένων μπορεί να οδηγήσει στην εξαγωγή χρήσιμων συμπεράσματων για ένα βιολογικό φαινόμενο.


    Είναι προφανές ότι, στο πλαίσιο της ανάλυσης του σύνθετου βιολογικού προβλήματος που παρουσιάσαμε, δε θα μπορούσαμε να επεκταθούμε ούτε σε τεχνικές αλλά ούτε και σε θεωρητικές λεπτομέρειες. Έτσι, προσπεράσαμε πολύ γρήγορα ένα μεγάλο μέρος της ανάλυσης των πρωτογενών δεδομένων NGS, για την οποία ο αναγνώστης παραπέμπεται σε τεχνικά εγχειρίδια. Επίσης, δε θα ήταν δυνατόν, να χωρέσουμε σ' ένα κεφάλαιο μια αναλυτική συζήτηση για μεθόδους μοντελοποίησης όπως η γραμμική παλινδρόμηση, η κατάταξη μέσω κανόνων και τα δέντρα αποφάσεων, καθένα από τα οποία θα καταλάμβανε άνετα ένα δικό του κεφάλαιο σ' ένα βιβλίο Μηχανικής Μάθησης. Και σ' αυτό το επίπεδο προσπαθήσαμε να παρουσιάσουμε τη λογική πίσω από την κάθε μέθοδο και πάντοτε με επίκεντρο το βιολογικό πρόβλημα, όπως κάναμε σ' όλη την έκταση αυτού του βιβλίου. Στόχος μας ήταν και εδώ, ν' αναδείξουμε τη σημασία και τη χρησιμότητα των υπολογιστικών μεθοδολογιών για την ανάλυση ενός προβλήματος και όχι να παράσχουμε τεχνικά πρωτόκολα εφαρμογής προγραμμάτων.


    Πέρα από τη θεωρητική και μαθηματική βάση των μεθοδολογιών που παρουσιάσαμε στα 13 αυτά κεφάλαια, το βιβλίο αποσκοπεί να δώσει μια γενικότερη θεώρηση της σύγχρονης βιολογία, βάζοντας στο επίκεντρο την ανάγκη ποσοτικοποιημένων προσεγγίσεων. Πολύ περισσότερο από ένα απλό σύνολο τεχνικών εργαλείων για την ανάλυση βιολογικών δεδομένων, η Υπολογιστική Βιολογία αποτελεί μάλλον ένα εννοιολογικό όργανο, έναν τρόπο σκέψης που ορίζει σε μεγάλο βαθμό την γενικότερη μεθοδολογική προσέγγιση (modus operandi) στην εποχή της βιολογίας των μεγάλων δεδομένων. Κι είναι αυτή ακριβώς η φιλοσοφία που ελπίζουμε ο αναγνώστης, φτάντοντας στο τέλος αυτού του βιβλίου, να έχει κάνει κτήμα του.


    


    


    Διαβάστε Περισσότερα


    


    Για το πρόβλημα της επιγενετικής ρύθμισης της γονιδιακής έκφρασης:


    Από την ιδιαίτερα εκτεταμένη βιβλιογραφία ξεχωρίζουν οι (πάντα νηφάλιες) εργασίες του Adrian Bird (Suzuki & Bird, 2008)⁠ και οι πιο πρόσφατες μελέτες του ρόλου των CpG islands (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009)⁠. Για τον αναγνώστη που επιθυμεί να εμβαθύνει σε προβλήματα επιγενετικής το βασικό σύγγραμμα είναι το (Allis, 2007)⁠.


    


    Για την ανάλυση πρωτογενών δεδομένων Αλληλούχισης Νέας Γενιάς:


    Μια σειρά από εργαλεία είναι διαθέσιμα στο διαδίκτυο, ωστόσο κανείς μπορεί εύκολα να χαθεί στην αναζήτηση. Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες σουίτες προγραμμάτων είναι δίχως αμφιβολία τα SAMTools (Li et al., 2009)⁠ και Bedtools (Quinlan & Hall, 2010)⁠ που μαζί με το πρόγραμμα ποιοτικού ελέγχου FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) αποτελούν τη βασική εργαλειοθήκη. Ανάλογα με την εφαρμογή για την οποία ενδιαφέρεται κανείς, είναι προφανές πως θα πρέπει να αναζητήσει και τα σχετικά πιο εξειδικευμένα προγράμματα.


    


    Για τη δημιουργία μέσων προτύπων γονιδίων:


    Οι εξοικειωμένοι με στατιστικά προγράμματα όπως η R ή το Matlab δε θα έχουν πρόβλημα να τα δημιουργήσουν γράφοντας δικά τους προγράμματα. Για τους λιγότερο πεπειραμένους μια καλή επιλογή είναι το NGSPlot (Shen et al., 2014)⁠ αλλά και οι επιλογές που προσφέρει το διαδικτυακό πολυ-εργαλείο ανάλυσης Galaxy (Geistlinger, Csaba, Küffner, Mulder & Zimmer, 2011)⁠.


    


    Για το πρόβλημα της απόδοσης κορυφών εμπλουτισμού σε γονίδια-στόχους:


    Όπως αναφέραμε και στο κείμενο, το συγκεκριμένο αποτελεί ένα από τα πιο ανοιχτά προβλήμα της σύγχρονης γονιδιωματικής. Ανάμεσα στις προσεγγίσεις με ενδιαφέρον είναι αυτές προτείνονται από τους (Cheng, Min & Gerstein, 2011)⁠ και (Neph et al., 2012)⁠.


    


    Για την ποσοτικοποίηση του βαθμού διαφορικής μεθυλίωσης:


    Mια συνοπτική παρουσίαση των μεθοδολογιών που συζητούνται και στο κείμενο μπορεί να βρεθεί στο (Du et al., 2010)⁠.


    


    Για τη μοντελοποίηση βιολογικών δεδομένων:


    Η μοντελοποίηση αποτελεί από μόνη της ένα ξεχωριστό επιστημονικό πεδίο, στο οποίο οι αναγνώστες ενθαρρύνονται να εμβαθύνουν. Εξαιρετικά βιβλία γι' αυτό είναι τα Data Mining: Practical Machine Learning Tools and Techniques, Second Edition (Witten & Frank, 2005)⁠, Machine Learning (Flach, 2012)⁠ και το πιο τεχνικό Machine Learning with R (Lantz, 2013)⁠.
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      [1]Παρόλο που οι λόγιοι της εποχής του Βοναπάρτη σαφώς και είχαν ξαναδεί αρχαίες αιγυπτιακές επιγραφές, δεν είναι πολύ απίθανο, οι περισσότεροι από τους στρατιώτες του να αντίκρυζαν για πρώτη φορά, τόσο τα ιερογλυφικά όσο -ενδεχομένως- και τα αρχαία ελληνικά.

    


    
      [2]Παρόλο που τα προβλήματα είναι ειδικά για αυτήν την κατηγορία αλληλουχιών, τόσο οι βασικές αρχές όσο και τα μεθοδολογικά εργαλεία που παρουσιάζονται μπορούν να χρησιμοποιηθούν και σε πρωτεϊνικές αλληλουχίες.

    


    
      [3]Στην πραγματικότητα υπάρχει μια μικρή κατηγορία γονιδιωμάτων που ανήκουν σε μιτοχόνδρια (κυρίως) και χλωροπλάστες (κατά δεύτερο λόγο) που δεν υπακούν σε αυτόν τον κανόνα. Ο λόγος είναι ότι έχουν εντελώς διαφορετικό τρόπο αναδιπλασιασμού, ο οποίος είναι και ο βασικός μηχανισμός που διαμορφώνει την ισοδυναμία.

    


    
      [4]Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι τα ολιγονουκλεοτίδια που αντιστοιχούν σε σημεία αναγνώρισης στο DNA ειδικών ενζύμων που ονομάζονται “περιοριστικές ενδονουκλεάσες”. Τα ένζυμα αυτά, αποτελούν μια πρώτη γραμμή άμυνας πολλών βακτηρίων, καθώς αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA μικρού μήκους (6-12 νουκλεοτίδια συνήθως) και τις οποίες υδρολύουν ενζυματικά καταστρέφοντας τις. Το κλειδί είναι πως οι συγκεκριμένες αλληλουχίες δεν υπάρχουν εντός του δικού τους γονιδιώματος ούτε σε ένα αντίγραφο και με αυτόν τον τρόπο εξασφαλίζουν ανοσία έναντι των ενδονουκλεασών τους που παραμένουν φονικές για οποιοδήποτε DNA κάνει το λάθος να περιέχει την αλληλουχία στόχο.

    


    
      [5]Για την ακρίβεια, οι τιμές αυτές δεν είναι δεσμευμένες πιθανότητες αλλά εκτιμώνται ως τιμές μέγιστης πιθανοφάνειας (likelihood), ο υπολογισμός των οποίων ξεφεύγει από τους σκοπούς αυτού του Κεφαλαίου

    


    
      [6]Στην πραγματικότητα από το σχήμα και των δύο Μοντέλων λείπουν οι πιθανότητες μετάβασης σε μια τελική κατάσταση, οι οποίες θα πρέπει να ληφθούν υπόψη για το άθροισμα των πιθανοτήτων. Παραλείπονται εδώ για λόγους απλούστερης παρουσίασης των μοντέλων.

    


    
      [7]Σε όλη την έκταση του βιβλίου θα προσπαθήσουμε να παρουσιάσουμε τις βασικές έννοιες της μοριακή βιολογίας που είναι απαραίτητες με τον απλούστερο τρόπο. Ο αναγνώστης παρ' όλ' αυτά θα ήταν καλό να έχει ολοκληρώσει ένα εισαγωγικό μάθημα μοριακής-κυτταρικής βιολογίας ή να έχει φροντίσει να θυμηθεί τη σχολική Βιολογία.

    


    
      [8]Ενας άλλος τρόπος για να δημιουργήσουμε έναν πίνακα υποβάθρου θα ήταν να δημιουργήσουμε μια τυχαία αλληλουχία με συχνότητες εμφάνισης ίσες με αυτές του μοτίβου από την οποία θα παίρναμε όλα τα πιθανα 10-νουκλεοτίδια και στη συνέχεια θα δημιουργούσαμε το PWM τους. Το αποτέλεσμα θα ήταν πολύ παρόμοιο με αυτό που περιγράφουμε στο κείμενο.

    


    
      [9]Επίσης βλέπουμε οτι μπορούμε να έχουμε τιμές ομοιότητας που είναι ακόμα και αρνητικές ανάλογα με τον τρόπο που ορίζουμε τον υπολογισμό τους, αλλά θα δούμε περισσότερα γι' αυτό παρακάτω.

    


    
      [10]Υπολογίζουμε πάντα το ποσοστό ομοιότητας με βάση την αλληλουχία με το μικρότερο μήκος.

    


    
      [11]Τόσο στην περιγραφή του αλγορίθμου των SW, όσο και σε αυτήν του NW, παραλείπεται η περιγραφή του backtracking που ο αναγνώστης μπορεί να φανταστεί γραφικά. Μας ενδιαφέρει περισσότερο η διαδικασία της δημιουργίας του πίνακα.

    


    
      [12]Για την ακρίβεια η τιμή Ε=0.01 αντιστοιχεί σε μικρότερη ακόμα πιθανότητα καθώς ισχύει ότι p=1-e-E. Ωστόσο για πολύ μικρές τιμές Ε όπως αυτές που πραγματικά έχουν σημασία σε μια αναζήτηση BLAST οι διαφορές μεταξύ p-value και Ε-value μικραίνουν σε βαθμό που να θεωρούνται αμελητέες.

    


    
      [13]O Gumbel υπήρξε εκτός των άλλων και ένας από του πιο μάχιμους πολέμιους του Ναζιστικού καθεστώτος, ένας από τους 33 συντάκτες της “Έκκλησης για Ενότητα”, ενός κειμένου που καλούσε σε μαζική καταψήφιση του Εθνικοσοσιαλιστικού Κόμματος στις εκλογές του 1932 που τελικά έφεραν τον Χίτλερ στην εξουσία. Η υπογραφή του αυτή αλλά και η γενικότερη γενναία στάση του τού στοίχισε τη θέση του στο Πανεπιστήμιο της Χαϊδελβέργης από το οποίο εκδιώχθηκε το ίδιο έτος, οπότε κατέφυγε αρχικά στη Λυών και μετά το 1940 στην Νέα Υόρκη.

    


    
      [14]Ένα Å είναι ίσο με 10μm δηλαδή δέκα εκατομμυριοστά του μέτρου.

    


    
      [15]Για να καταλάβετε καλύτερα τη γεωμετρική αυτή μεταβολή μπορείτε να σκεφτείτε τη διαφορά μεταξύ μιας απλής κάθετης σκάλας και μιας ελικοειδούς.

    


    
      [16]Η αναγραφή των δινουκλεοτιδικών ζευγών γίνεται με τρόπο που να συμβολίζει τις σχέσεις συμπληρωματικότητας με φορά 5'-3' για κάθε ζεύγος. Έτσι π.χ. το δινουκλεοτίδιο 5'-AG-3' είναι συμπληρωματικό με το 5'-CT-3' στον αντιπαράλληλο κλώνο και η μεταξύ τους συμπληρωματικότητα συμβολίζεται με “:”. Θα χρησιμοποιήσουμε αυτή τη σύμβαση σε όλο το κεφάλαιο.

    


    
      [17]Αναφερόμαστε εδώ κυρίως σε θετικές τιμές roll, καθώς η γωνία roll μπορεί να είναι αρνητική στην περίπτωση που το “άνοιγμα” των δύο ζευγών βάσεων γίνει προς την πλευρά των ομοιοπολικών δεσμών με τις ριβόζες. Στην πράξη αρνητικές τιμές roll είναι το ίδιο συχνά απαντώμενες με τις θετικές.

    


    
      [18]Στην πραγματικότητα ο βαθμός επικάλυψης των προβλέψεων όλων των μεθόδων που θα συζητηθούν στη συνέχεια με πειραματικά αποτελέσματα είναι αρκετά χαμηλός για λόγους που έχουν να κάνουν με τον τρόπο με τον οποίο τα νουκλεοσώματα συγκροτούνται εξαρχής (βλ. επόμενη ενότητα)

    


    
      [19]Ενδεικτικές τέτοιες μέθοδοι είναι αυτές που συνδυάζουν τεχνικές ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης (ChIP, βλ. Κεφάλαιο 11) με διασύνδεση όπως η ChIA-PET και η ChIP-loop ή η πιο πρόσφατη εξέλιξη των 3C τεχνικών που ονομάζεται Capture-C.

    


    
      [20]Για πιο πολύπλοκα μοντέλα, ο αναγνώστης μπορεί να απευθυνθεί σε υπολογιστικά πακέτα, τα οποία ούτως ή άλλως μπορεί να χρησιμοποιήσει και για την απλή περίπτωση που παρουσιάζουμε εδώ.

    


    
      [21]Για να δείτε πώς προκύπτει η συγκεκριμένη σχέση μπορείτε να δοκιμάσετε να προσθέσετε και στα δύο μέλη της 6.15 την ποσότητα d(i,x) + d(i, y) + d(x, y)

    


    
      [22]H εξίσωση 6.20 προκύπτει από την επίλυση ενός συστήματος τριών εξισώσεων με τρεις αγνώστους που αντιστοιχούν στα μήκη των κλάδων που ενώνουν το x με τα I, j και ένα τρίτο σημείο p (βλ. Εικόνα 6.8). H επίλυση του συστήματος περιγράφηκε αρχικά από τους Fitch και Margoliash (Fitch and Margoliash 1967)⁠.

    


    
      [23]Σύμφωνα μ' αυτήν την αρχή, που αποδίδεται στο Γουλιέλμο του Όκκαμ (William of Ockham, π. 1287-1347), φραγκισκανό μοναχό, θεολόγο και φιλόσοφο, ανάμεσα σε διαφορετικές υποθέσεις για την εξήγηση ενός φαινομένου, η απλούστερη (αυτή με τις λιγότερες παραδοχές) είναι αυτή που θα πρέπει να επιλέγεται.

    


    
      [24]Στην πραγματικότητα, η ρύθμιση των επιπέδων των πρωτεϊνικών μορίων γίνεται σε πολλά ακόμα επίπεδα εκτός από αυτό της μεταγραφής. Η παραγωγή των πρωτεϊνών εξαρτάται από το ρυθμό με τον οποίο γίνεται η επεξεργασία και η αποικοδόμηση των mRNA, την ταχύτητα μετάφρασής τους από τα ριβοσώματα κ.ά. Η μεταγραφή αποτελεί ένα μόνο στάδιο της διαδικασίας παραγωγής τους. Bλ. και “Μέθοδοι για τη μελέτη της γονιδιακής έκφρασης: Aνάλυση Μεταγραφώματος”.

    


    
      [25]Τα περισσότερα chip του εμπορίου περιέχουν πλέον όχι μόνο ανιχνευτές που αντιστοιχούν στο σύνολο των γνωστών γονιδίων αλλά σε πολλές περιπτώσεις συμπεριλαμβάνουν στοιχεία που αντιστοιχούν σε διαφορετικά μετάγραφα, χρήση εναλλακτικών σημείων συρραφής (alternative splice sites) κλπ (Kapranov et al. 2005)⁠.

    


    
      [26]Τη διαδικασία της χαρτογράφησης θα συζητήσουμε αναλυτικά στο Κεφάλαιο 11.

    


    
      [27]Σημειώνεται εδώ ότι η τιμή συνολικών αναγνώσεων με την οποία διαιρούμε στην RPKM κανονικοποίηση αντιστοιχεί στις αναγνώσεις εκείνες που χαρτογραφήθηκαν τελικά στο γονιδίωμα αναφοράς και όχι στο αρχικό σύνολο που περιλαμβάνει αναπόφευκτα και τις αναγνώσεις χαμηλής ποιότητας.

    


    
      [28]Στην περίπτωση που συγκρίνουμε περισσότερα των δύο δείγματα ο στατιστικός έλεγχος γίνεται με τη χρήση της ανάλυσης διακύμανσης (Analysis of Variance, ANOVA), την οποία δε θα συζητήσουμε σε αυτό το σημείο, καθώς μας ενδιαφέρει περισσότερο να γίνει κατανοητή η λογική μιας ζευγαρωτής σύγκρισης.

    


    
      [29]Ο μαθηματικός τύπος για τον υπολογισμό του t παραλείπεται καθώς είναι αρκετά πολύπλοκος χωρίς να προσφέρει στην κατανόηση της σχετικής θεωρίας. Αρκεί να αναφέρουμε ότι τόσο ο υπολογισμός του, όσο και η διενέργεια του t-test γίνεται με μοναδικά δεδομένα τα δύο σύνολα τιμών X1 και Χ2.

    


    
      [30]Οι τρεις διαστάσεις επιλέχθηκαν στο παράδειγμα για λόγους αναπαράστασης και μόνο. Η διαδικασία δεν αλλάζει για μεγαλύτερο αριθμό διαστάσεων.

    


    
      [31]Εναλλακτικά ο “διαιτητής” μπορεί σκόπιμα να αποφεύγει να διαλέξει από μία κατηγορία (κάτι που συμβαίνει στο δείγμα μας). Αυτό θα αντανακλάται σε τιμές r που είναι σημαντικά μικρότερες από 1.

    


    
      [32]Η διάταξη των διαφορικά εκφραζόμενων γονιδίων χρησιμοποιείται μόνο σε κάποιες περιπτώσεις σε κατάταξη από το πιο ενεργοποιημένο στο πιο κατεσταλμένο, όπως στην Ανάλυση Εμπλουτισμού σε Σύνολα Γονιδίων (GSEA), που θα συζητήσουμε παρακάτω.

    


    
      [33]Οι δεισιδαίμονες μπορούν να θυμούνται ότι με όριο σημαντικότητας το 0.05 αρκούν 13 έλεγχοι για να εξασφαλίσουν πιθανότητα 50% να προκύψει τουλάχιστο μία εσφαλμένη ανακάλυψη.

    


    
      [34]Η συζήτηση για το συγκεκριμένο στατιστικό έλεγχο ξεφεύγει από τους σκοπούς του βιβλίου.

    


    
      [35]Θυμηθείτε ότι τα δίκτυα από μαθηματική άποψη είναι γράφοι.

    


    
      [36]H κατανομή αυτή ονομάζεται και κατανομή Zipf από τον George Kingsley Zipf που αν και δεν ήταν ο πρώτος που την ανέφερε, ήταν ο πρώτος που προσπάθησε να την ερμηνεύσει μέσω χαρακτηριστικών γλωσσολογικών ιδιοτήτων (MEJ Newman, 2005)⁠.

    


    
      [37]Η επιλογή των όρων δεν είναι τυχαία, καθώς οι ιδιότητες των βιολογικών δικτύων έχουν χρησιμοποιηθεί από τους θιασώτες της ψευδο-επιστημονικής θεωρίας του “ευφυούς σχεδιασμού”.

    


    
      [38]Η διαδικασία αυτή προφανώς περιλαμβάνει τυχαίες μεταλλαγές καταλοίπων στον υποκινητή του εν λόγω γονιδίου. Η ιδέα είναι ότι τέτοιες μεταλλαγές θα υιοθετούνται με μεγαλύτερη πιθανότητα αν μετατρέπουν το γονίδιο σε στόχο ενός μεταγραφικού παράγοντα.

    


    
      [39]Η αρχή αυτή είναι γνωστή ως η “Αρχή του Ματθαίου” (“The Mathew Effect”) από το εδάφιο στο κείμενο του ευαγγελιστή Ματθαίου στο οποίο παρατίθεται η ρήση του Ιησού “τῷ γὰρ ἔχοντι παντὶ δοθήσεται καὶ περισσευθήσεται τοῦ δὲ μὴ ἔχοντος καὶ ὃ ἔχει ἀρθήσεται ἀπ’ αὐτοῦ.”

    


    
      [40]Ακόμα και στην περίπτωση πανομοιότυπων διδύμων, οι ενδείξεις που έχουμε είναι ότι ποικιλομορφία εκδηλώνεται μέσω επιγενετικών παραγόντων, χαρακτηριστικών δηλαδή που επιδρούν στη γονιδιωματική αλληλουχία (Petronis, 2006)⁠. Περισσότερα γι' αυτό θα δούμε στα δύο επόμενα κεφάλαια.

    


    
      [41]Στην πραγματικότητα ακόμα και για πολύ μεγάλους πληθυσμούς (της τάξης του 106) υπάρχει δυνατότητα απόκλισης από την ισορροπία HW μετά από έναν μεγάλο αριθμό γενιών. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται τυχαία γενετική παρέκκλιση (random genetic drift).

    


    
      [42]Όπως αναφέραμε και παραπάνω, η έννοια του αλληλόμορφου δεν αφορά πλέον αποκλειστικά το γονίδιο αλλά εξαρτάται από το βαθμό διακριτικής ικανότητας κατά την ανάλυση του γονιδιώματος. Έτσι μπορούμε να αναφερόμαστε κaι σε SNP ως αλληλόμορφους, όπως κάναμε στην αμέσως προηγούμενη ενότητα.

    


    
      [43]Στην πράξη η μονάδα Morgan χρησιμοποιείται σπανίως έως καθόλου. Στη θέση της χρησιμοποιούμε την εκατοστιαία υποδιαίρεσή της cM (centi-Morgan) που αντιστοιχεί σε πιθανότητα ίση με 0.01 για ένα γεγονός συνδυασμού μεταξύ δύο γενετικών τόπων.

    


    
      [44]Στην πραγματικότητα ο ανασυνδυασμός δεν είναι ο μόνος μηχανισμός που διαμορφώνει την ανισορροπία σύνδεσης αλλά στο βαθμό που μπορούμε να υποθέσουμε ότι δεν υπάρχει φυσική επιλογή, η τυχαία γενετική παρέκκλιση είναι αμελητέα και ο πληθυσμός αναπαράγεται τελείως τυχαία, τότε η επίδραση του ανασυνδυασμού είναι κυρίαρχη.

    


    
      [45]Στο σημείο αυτό έχουμε απλουστεύσει την κατάσταση που μελετούμε σε σχέση με τον Πίνακα 10.1. Θεωρούμε έτσι ότι εξετάζουμε τους αριθμούς ομοζυγώτων (ΑΑ και αα για τα αλληλόμορφα Α και α αντίστοιχα) γι' αυτό και οι στήλες γονοτύπων του Πίνακα 10.2 είναι δύο και όχι τρεις. Η θεωρία δεν αλλάζει ακόμα και στην περίπτωση που έχουμε τρεις ή περισσότερους γονοτύπους.

    


    
      [46]Τον Οκτώβριο του 2014, ο Guillaume Filion από το Κέντρο Γονιδιακής Ρύθμισης της Βαρκελώνης, ανακάλυψε μια σειρά από 32 χαλκευμένες επιστημονικές εργασίες που είχαν δημοσιευθεί σε περιοδικά με κριτές μέσα σ' ένα διάστημα λίγων μηνών. Οι εργασίες ήταν αποτέλεσμα ενός “συγγραφέα-φάντασμα” και είχαν όλες την ίδια δομή, εκτεταμένα τμήματα του κειμένου ήταν πανομοιότυπα, όπως και οι τίτλοι τους που ήταν όλοι βασισμένοι στο κοινό πρότυπο “Χ και Υ: μια μετα-ανάλυση”. Ο Filion περιγράφει την ιστορία της ανακάλυψής του στο blog του http://blog.thegrandlocus.com/2014/10/a-flurry-of-copycats-on-pubmed

    


    
      [47]Η ΒSSeq δεν διακρίνει μεταξύ μεθυλ-κυτοσίνης και υδροξυ-μεθυλ-κυτοσίνης μιας πιο σπάνιας τροποποίησης που φαίνεται όμως να έχει σημαντικά διαφορετικές ιδιότητες από τη συγγενική της μεθυλ-κυτοσίνη.

    


    
      [48]Επιλέγουμε ειδικά το δολάριο όχι εξαιτίας της αγάπης μας για το συγκεκριμένο νόμισμα, αλλά γιατί το ο συγκεκριμένος χαρακτήρας έχει επικρατήσει σε πολλές γλώσσες προγραμματισμού να χρησιμοποιείται για να συμβολίσει το τέλος μιας αλληλουχίας χαρακτήρων.

    


    
      [49]Η περιγραφή του Bowler-Wheeler μετασχηματισμού αν και δεν είναι ολοκληρωτικά εκτός του πλαισίου αυτού του κεφαλαίου θα καταλάμβανε ένα μεγάλο μέρος του και γι' αυτό το λόγο αφήνεται για ένα από τα (μελλοντικά) συμπληρωματικά παραρτήματα.

    


    
      [50]Η διάκριση αυτή έχει σημασία για τον εξής λόγω που έχει να κάνει με την πειραματική διαδικασία: Καθώς ένα τμήμα DNA που έχει απομονωθεί μέσω ChIP αλληλουχείται, η ανάγνωσή του γίνεται υποχρεωτικά από τα άκρα. Αυτό συμβαίνει γιατί η διαδικασία της αλληλούχισης γίνεται μέσω της σύνθεσης της συμπληρωματικής αλληλουχίας. ´Ετσι ανάλογα με το από ποια πλευρά του τμήματος γίνεται η αλληλούχιση θα συντίθεται η συμπληρωματική αλυσίδα διαφορετικού κλώνου (αφού η διαδικασία της σύνθεσης ακολουθεί πάντοτε τη φορά 5'→3').

    


    
      [51]Στην περίπτωση που παρατηρείται μηδενική μεθυλίωση και στις δύο συνθήκες, τότε τόσο η Μ- όσο και η Β-τιμή παίρνουν εξ' ορισμού την τιμή 0.

    


    
      [52]Η παραδοχή της γραμμικής θεώρησης αποκλείει εξ' ορισμού τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ διαφορετικών χρωμοσωμάτων.
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