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Πρόλογος 

Η παρούσα Διδακτορική Διατριβή πραγματοποιήθηκε στο Ινστιτούτο Βιοεπιστημών και 

Εφαρμογών (πρώην Ινστιτούτο Βιολογίας) του Εθνικού Κέντρου Έρευνας Φυσικών Επιστημών 

«Δημόκριτος», υπό την επίβλεψη του Δρ. Γιάννη Αλμυράντη και μέλη της Τριμελούς 

Συμβουλευτικής Επιτροπής τον Καθηγητή κ. Γεώργιο Ροδάκη και τον Καθηγητή κ. Σταύρο 

Χαμόδρακα. 

Κατ’ αρχήν, οφείλω πραγματικά ένα μεγάλο ευχαριστώ στον Γιάννη Αλμυράντη, για την 

εμπιστοσύνη που έχει δείξει στο πρόσωπο μου όλα αυτά τα χρόνια. Ήταν ένα μεσημέρι τον 

Σεπτέμβριο του 2009 όταν ήρθα στον «Δημόκριτο» πρώτη φορά και μιλήσαμε για πιθανά 

πράγματα που μπορούσαμε να δούμε στα πλαίσια της μεταπτυχιακής διατριβής του Μ.Δ.Ε 

«Βιοπληροφορική» του Τμήματος Βιολογίας του Πανεπιστημίου Αθηνών. Η ευγένειά του, η 

καλοσύνη του και η ανεξάντλητη υπομονή του αποτέλεσαν για μένα μαθήματα ζωής όλα αυτά τα 

χρόνια. Τον ευχαριστώ θερμά γιατί με την αγάπη του για γνώση και διαρκή αναζήτηση με δίδαξε 

τον τρόπο με τον οποίο γίνεται η έρευνα, μου έδωσε σημαντικά εφόδια και γνώσεις για να 

αντιλαμβάνομαι και να επεξεργάζομαι τα διάφορα ερωτήματα που εγείρονται κατά τη διάρκεια 

μιας επιστημονικής μελέτης και με έκανε να γνωρίσω και να αγαπήσω την Βιοπληροφορική / 

Υπολογιστική Γονιδιωματική ως ένα πολυθεματικό, διεπιστημονικό πεδίο έρευνας. Σε κάθε 

στάδιο της παρούσας διατριβής ήταν διαρκώς δίπλα μου με πολύτιμες συμβουλές, αφιερώνοντας 

μου πολύτιμο προσωπικό του χρόνο και όντας πάντα «ανοικτός» και άριστος συνομιλητής. 

Πραγματικά αισθάνομαι πολύ τυχερός που οι δρόμοι μας συναντήθηκαν. 

Μεγάλη ευγνωμοσύνη οφείλω επίσης στον Καθηγητή κ. Γεώργιο Ροδάκη. Τον ευχαριστώ 

θερμά γιατί με την υποστήριξη του και τις εύστοχες συμβουλές του και ιδέες, με βοήθησε σε όλα 

τα στάδια της διδακτορικής διατριβής. Ήταν πάντα διαθέσιμος για συζητήσεις σε ευρύτερα 

θέματα που αφορούν την Εξέλιξη και την Γονιδιωματική. Τον ευχαριστώ θερμά ειδικά για τη 

βοήθειά του ώστε να οργανωθεί σωστά η παρούσα διατριβή και για παρόμοια βοήθεια κατά τη 

σύνταξη των εκθέσεων προόδου. Οι συζητήσεις μας για τις αποδόσεις βιολογικών όρων στα 

Ελληνικά ήταν πάντα γόνιμες και αιτιολογημένες και τον ευχαριστώ για το λόγο ότι ήταν πάντα 

διαθέσιμος.  

Ένα μεγάλο ευχαριστώ οφείλω στον Καθηγητή κ. Σταύρο Χαμόδρακα τον οποίο είχα την 

τύχη και χαρά να γνωρίσω πρώτη φορά κατά τη διάρκεια των συνεντεύξεων του Μ.Δ.Ε 

«Βιοπληροφορική», του οποίου είναι Διευθυντής και Επιστημονικός Υπεύθυνος. Καταρχήν, τον 

ευχαριστώ επειδή με επέλεξε για το συγκεκριμένο μεταπτυχιακό και διότι μέσα από τις διαλέξεις 

του, αλλά και των άλλων υπευθύνων μαθημάτων του προγράμματος, έδωσε σε εμάς όλους τη 

δυνατότητα να δούμε και πέρα από τα «στενά» όρια της ειδικότητας που ο καθένας είχε 
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σπουδάσει, ως βασικό πτυχίο, και μας εισήγαγε στον κόσμο της Βιοπληροφορικής. Όποτε τον 

χρειάστηκα ήταν πάντα διαθέσιμος και τον ευχαριστώ θερμά και γι’αυτό. 

Συνολικά, οφείλω ένα μεγάλο ευχαριστώ και στα τρία μέλη της Συμβουλευτικής 

Επιτροπής για την τιμή που μου έκαναν να συμμετέχουν σε αυτή, για την αμέριστη 

συμπαράσταση τους, το χρόνο που μου αφιέρωσαν και γιατί από την πρώτη μας γνωριμία, 

αποτέλεσαν πρότυπο για εμένα. 

Η παρουσία και μόνο των αξιότιμων μελών της Επταμελούς Εξεταστικής Επιτροπής, του 

Ερευνητή Α’ κ. Γιώργου Παλιούρα, του Επικουρου Καθηγητή κ. Χριστόφορου Νικολάου, του 

Επίκουρου Καθηγητή κ. Παντελή Μπάγκου και, τέλος, της Λέκτορος κας Τριάδας Θηραίου με 

τιμά ιδιαίτερα και τους ευχαριστώ θερμά. 

Στο σημείο αυτό θα ήθελα να ευχαριστήσω τα μέλη της ερευνητικής ομάδας του 

εργαστηρίου Θεωρητικής Βιολογίας και Υπολογιστικής Γονιδιωματικής, υπεύθυνος του οποίου 

είναι ο Δρ. Γιάννης Αλμυράντης. Πιο συγκεκριμένα τον Κωνσταντίνο Αποστόλου, με τον οποίο 

μοιραστήκαμε το ίδιο γραφείο τα τελευταία 4 χρόνια, καθώς και πολλές συζητήσεις για ποικίλα 

θέματα επιστημονικής και μη φύσεως. Ένα μεγάλο ευχαριστώ οφείλω επίσης στον Διαμαντή 

Σελλή, με τον οποίο συνεργαστήκαμε  από την πρώτη στιγμή που ήρθα στο εργαστήριο, παρά το 

γεγονός ότι ο ίδιος βρίσκεται πολλά χιλιόμετρα μακριά. Ευχαριστίες οφείλω και σε όλους τους 

ανθρώπους που γνώρισα και συνεργάστηκα αυτά τα χρόνια στα πλαίσια της διατριβής αυτής: 

στους συναδέλφους Δρ. Γεώργιο Παλιούρα, Δρ. Αναστασία Κριθαρά και Δρ. Γιώργο 

Γιαννακόπουλο, από το Εργαστήριο Τεχνολογίας Γνώσεων και Λογισμικού του Ινστιτούτου 

Πληροφορικής, που με εισήγαγαν στον κόσμο των Γραφημάτων (Γράφων) Ν – γραμμάτων (N-

gram graphs). Τους δύο πρώτους τους ευχαριστώ και για τον επιπλέον λόγο ότι συνεργαστήκαμε 

μαζί για το έργο FP7 BioASQ – A challenge on large scale biomedical semantic indexing and 

question answering, του οποίου ο Δρ. Γ. Παλιούρας είναι επιστημονικός υπεύθυνος. Οφείλω 

επίσης πολλές ευχαριστίες στον Δρ. Philipp Bucher για την ευκαιρία που μου έδωσε να 

επισκεφτώ το εργαστήριό του στο Πολυτεχνείο της Λωζάνης (EPFL) για 3 μήνες, στα πλαίσια 

μιας υποτροφίας μικρής διάρκειας της Ευρωπαϊκής Οργάνωσης Μοριακής Βιολογίας (ΕΜΒΟ). 

Βεβαίως είμαι ευγνώμων και στην ίδια την EMBO για τη χρηματοδότηση και την υποστήριξη 

που μου παρείχε για όλο εκείνο το διάστημα. Στο EPFL γνώρισα αξιόλογους ανθρώπους με τους 

οποίους συνεργαστήκαμε σε κοινά ερευνητικά θέματα. Ήταν ιδιαίτερη τιμή και χαρά που 

γνώρισα την Δρ. Slavica Dimitrieva και την ευχαριστώ θερμά για τη βοήθειά της κατά την 

παραμονή μου εκεί και τις πολύωρες συζητήσεις, μαζί και με τον Δρ. Philipp Bucher, για την 

πιθανή προέλευση αυτών των υπερσυντηρημένων στοιχείων (CNE). Ευχαριστώ θερμά και τους 

συνεργάτες μας από το Εθνικό Συμβούλιο Έρευνας της Ιταλίας στη Ρώμη. Πιο συγκεκριμένα 

τους Δρ. Emanuel Weitschek και Δρ. Giovanni Felici με τους οποίους ολοκληρώσαμε μια 
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προσπάθεια κατάταξης των CNE με τη βοήθεια αλγορίθμων μηχανικής μάθησης. Με τον 

Emanuel γνωριστήκαμε σε ένα Practical Course της EMBO το 2012 και από τότε γίναμε φίλοι 

και ήταν ιδιαίτερη χαρά και τιμή για μένα που μπορέσαμε να κάνουμε μια δουλειά μαζί από 

απόσταση και χωρίς να έχουμε καμία χρηματοδότηση, μόνο από αγάπη και μεράκι.   

Θα ήθελα να ευχαριστήσω και τα παλαιότερα μέλη του εργαστηρίου και φίλους μου Δρ. 

Χριστόφορο Νικολάου, κ. Ιωάννη Τσιάγκα και κα Λαμπρινή Αθανασοπούλου, με τους οποίους 

έχουμε συνεργαστεί όλα αυτά τα χρόνια και έχουμε μοιραστεί πολλές ευχάριστες στιγμές. Η 

συνεργασία μαζί τους ήταν άψογη και τους ευχαριστώ θερμά για αυτό. Τον Χριστόφορο τον 

ευχαριστώ ιδιαίτερα για τον επιπλέον λόγο ότι με βοήθησε πάρα πολύ με το να μου δείξει 

εργαλεία και μεθόδους που χρησιμοποιούνται στην υπολογιστική ανάλυση του γονιδιώματος και 

κάνουν την προσαρμογή ενός βιολόγου στα της Βιοπληροφορικής (σταδιακά) πιο εύκολη. Το 

chat του gmail σου, Χριστόφορε, ήταν πάντα ανοικτό και το εκτιμώ πολύ που πάντα ήσουν εκεί 

να μου γράψεις μια γραμμή (κώδικα και μη...). 

Ευχαριστίες πρέπει να απευθύνω στο Τμήμα Βιολογίας του Εθνικού και Καποδιστριακού 

Πανεπιστημίου Αθηνών και στον Τομέα Βιοχημείας και Μοριακής Βιολογίας και όλα τα μέλη του 

(ΔΕΠ, ερευνητές και διοικητικό προσωπικό).  Η εύρυθμη λειτουργία του Τομέα αποτέλεσε ένα 

καθοριστικής σημασίας στοιχείο για την απρόσκοπτη διεξαγωγή της διατριβής. 

Τέλος, και κάθε άλλο παρά ήσσονος σημασίας, θα ήθελα να ευχαριστήσω την Οικογένεια 

μου και συγκεκριμένα τους Γονείς μου Κώστα και Γρηγορία και τον αδερφό μου Γιώργο που είναι 

πάντοτε κοντά μου και μου παρέχουν αγάπη, κατανόηση και ουσιαστική και πρακτική 

συμπαράσταση σε οτιδήποτε και αν επιχειρώ. Η παρούσα διατριβή δεν θα ήταν εφικτή χωρίς την 

απεριόριστη αγάπη, υπομονή, κατανόηση και στήριξή τους όλα αυτά τα χρόνια και τους 

ευχαριστώ από τα βάθη της καρδιάς μου για αυτό. 

H παρούσα έρευνα δεν έλαβε κάποια συγκεκριμένη χρηματοδότηση. Ωστόσο συμμετείχα 

σε ερευνητικά προγράμματα με συντονιστές το Ε.Κ.Ε.Φ.Ε «Δημόκριτος» και το Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών (BioASQ και ΘΑΛΗΣ αντίστοιχα).  Οφείλω να ευχαριστήσω τον Δρ. Γ. 

Παλιούρα και την Καθηγήτρια κα Ε. Τσακαλίδου από τον «Δημόκριτο» και το Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών αντίστοιχα, που μου έκαναν την τιμή να συμμετέχω σε ερευνητικά 

προγράμματα.
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Περίληψη 

Η αλληλούχηση και συγκριτική ανάλυση πολλών γονιδιωμάτων θηλαστικών κατέδειξε ότι 

τουλάχιστον ένα 5.5% του ανθρώπινου γονιδιώματος βρίσκεται κάτω από επιλεκτική πίεση κατά 

την εξελικτική πορεία του. Από αυτό, το 1.5% εκτιμάται ότι κωδικοποιεί πολυπεπτιδικές 

αλυσίδες ενώ το 3.5% φαίνεται πως παίζει ρυθμιστικό ρόλο. Εν τούτοις, ο βαθμός κατανόησής 

μας για τους ρόλους που επιτελεί μεγάλο μέρος του συντηρημένου DNA που δεν κωδικοποιεί 

πρωτεΐνες ποικίλει. Μία από τις σημαντικότερες ανακαλύψεις που προέκυψαν από την ολική 

στοίχιση γονιδιωμάτων θηλαστικών ήταν η ταυτοποίηση εκατοντάδων «υπερσυντηρημένων» 

στοιχείων (UltraConserved Elements, UCE) μήκους άνω των 200 bp τα οποία δείχνουν απόλυτη 

(100%) συντηρητικότητα μεταξύ των γονιδιωμάτων του ανθρώπου, του ποντικού και του 

αρουραίου.  Ένα στα τέσσερα από αυτά τα στοιχεία επικαλύπτουν μερικώς γνωστά γονίδια που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Παρόλα αυτά, τόσο υψηλό βαθμό συντηρητικότητας (100%) δεν 

αναμένουμε ούτε για εξώνια γονιδίων, λόγω του εκφυλισμού του γενετικού κώδικα. Από τότε 

που ανακαλύφθηκαν τα UCE έγιναν προσπάθειες για τον εντοπισμό συντηρημένων στοιχείων σε 

ολικές στοιχίσεις γονιδιωμάτων δύο ή περισσοτέρων ειδών, με κριτήριο χαμηλότερο κατώφλι 

ομοιότητας και  διαφορετικά κατώφλια ελάχιστου μήκους της συντηρημένης ακολουθίας. 

Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε ως κριτήριο αποκλεισμού στοιχείων, η παρουσία τους μέσα σε 

γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. Στην παρούσα διατριβή χρησιμοποιούμε συγκεντρωτικά 

τον όρο Συντηρημένα Μη Εκφραζόμενα Στοιχεία (Conserved Noncoding Elements, CNE) παρά 

το γεγονός ότι στη βιβλιογραφία αναφέρονται και ως UCEs, UCNEs, HCNEs, LCNEs, CNGs, 

κλπ. Όταν αναφερόμαστε σε μια συγκεκριμένη τάξη στοιχείων τότε χρησιμοποιούμε την 

εκάστοτε ονομασία. 

Τα CNE δεν είναι καινοτομία των σπονδυλωτών γιατί ανάλογα στοιχεία ανιχνεύονται και 

στα γονιδιώματα ασπονδύλων, καθώς και φυτών
 
μέσω στοιχίσεων μεταξύ μελών της εκάστοτε 

ταξινομικής ομάδας. Εντούτοις, στο σχετικά πρόσφατο εξελικτικό παρελθόν των γονιδιωμάτων 

των σπονδυλωτών, το μέσο μήκος και ο βαθμός συντηρητικότητας των CNE παρατηρούνται να 

έλαβαν μεγαλύτερες τιμές, σχετικά με τις άλλες ταξινομικές ομάδες, ενώ οι ρόλοι που φαίνεται 

ότι απέκτησαν είναι ιδιαίτερα σημαντικοί. 

Τα CNE φαίνεται πως δεν κατανέμονται τυχαία στο ανθρώπινο και σε άλλα γονιδίωματα. 

Mάλιστα, κατά ένα ποσοστό, συναθροίζονται κοντά σε γονίδια που εμπλέκονται στη ρύθμιση της 

μεταγραφής ή/και γενικότερα, στην ανάπτυξη. Χρησιμοποιώντας ανάλυση μικροσυστοιχιών 

έγινε γνωστό ότι ένα μεγάλο ποσοστό μη κωδικοποιούντων UCE εμφανίζουν ιστοειδικά επίπεδα 

έκφρασης (σε επίπεδο λειτουργικού RNA), ενώ απορρυθμίζονται σε ορισμένα είδη καρκίνου. Οι 
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γονιδιακές έρημοι είναι συνήθως εμπλουτισμένες σε CNE ενώ, στα γονιδιώματα θηλαστικών, η 

πλειοψηφία αυτών των στοιχείων ευρίσκεται σε μεγάλες αποστάσεις από τα πλησιέστερα 

γονίδια. Έχει δημοσιευτεί πληθώρα μελετών που προτείνουν ότι τα CNE βρίσκονται όντως υπό 

επιλεκτική πίεση κατά την εξέλιξή τους και δεν αποτελούν σημεία με χαμηλότερο ρυθμό 

μεταλλάξεων (mutational cold spots). Παρά ταύτα, λίγα είναι γνωστά για το ποιά είναι η 

λειτουργία τους σε κυτταρικό επίπεδο. Μελέτες δείχνουν ότι ενδεχομένως δρουν ως ρυθμιστές 

της μεταγραφής, δηλαδή ως ενισχυτές ή μονωτές, ωστόσο τα περισσότερα (με μία εξαίρεση) in 

vivo πειράματα σε ποντίκια, όπου γίνεται αφαίρεση κάποιων από αυτά τα στοιχεία, δε δίνουν 

κάποιο ορατό φαινοτυπικό αντίκτυπο, κάνοντας ακόμα πιο πολύπλοκη την όποια ερμηνεία 

βιοχημικών και υπολογιστικών πειραμάτων. Έχει επίσης διατυπωθεί μια εναλλακτική υπόθεση, 

σύμφωνα με την οποία τα CNE μεταφέρονται οριζόντια μεταξύ γενεών και συσσωρεύονται κατά 

τη μακρά εξελικτική πορεία. Σε μια μελέτη, επιπλέον, προτάθηκε ότι κάποια CNE ενδεχομένως 

δρουν ως περιοχές πρόσδεσης στον πυρηνικό φάκελο (Matrix Attachment Regions, MARs) 

διαδραματίζοντας το ρόλο αλληλουχιών που ρυθμίζουν την αρχιτεκτονική της χρωματίνης μέσω 

εξειδικευμένης πρόσδεσης συγκεκριμένων πρωτεϊνών. Τα CNE έχει αναφερθεί, μάλιστα, ότι 

εμπλέκονται στη φαινοτυπική ποικιλομορφία και σε ποικιλία ασθενειών κυρίως σχετιζόμενων με 

αναπτυξιακές διαδικασίες. 

Στην παρούσα διατριβή επιχειρήσαμε να αναλύσουμε την χωροταξική οργάνωση των 

Συντηρημένων Μη Εκφραζομένων Στοιχείων (CNE) σε γονιδιώματα σπονδυλωτών και 

ασπόνδυλων, με σκοπό να διαπιστώσουμε αν μπορούμε να εξάγουμε κάποια συμπεράσματα για 

το πώς εξελίχθησαν αυτές οι αλληλουχίες με βάση την κατανομή τους στα χρωμοσώματα. 

Διαπιστώσαμε ότι οι αποστάσεις αυτών ακολουθούν κατανομές τύπου νόμου δύναμης σε μια 

ποικιλία γονιδιωμάτων. Τέτοιου τύπου κατανομές συνδέονται με συσχετίσεις μακράς εμβέλειας 

και μορφοκλασματικότητα (έννοιες που έχουν προταθεί για τη στερεοδιαμόρφωση της δομής της 

χρωματίνης του πυρήνα) και φαίνεται ότι απαντώνται πολύ συχνά στο γονιδίωμα, όπως 

προκύπτει από τη μελέτη διαφόρων στοιχείων του, σε πληθώρα οργανισμών. Δεδομένου ότι τα 

CNE σχετίζονται χωρικά με γονίδια, ειδικά με αυτά που ρυθμίζουν αναπτυξιακές διαδικασίες, 

επιβεβαιώσαμε ότι ένα πρότυπο νόμου δύναμης διατηρείται ανεξάρτητα από το εάν 

συμπεριληφθούν στοιχεία που βρίσκονται εντός ή εκτός γονιδίων. Όσο πιο «αρχαία» είναι αυτά 

τα στοιχεία τόσο πιο εκτεταμένες γραμμικότητες δίνουν σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, δηλαδή 

τόσο πιο πολύ συμβάλουν στις παρατηρούμενες κατανομές. Προτείναμε ένα εξελικτικό μοντέλο 

για την κατανόηση αυτών των ευρημάτων που περιλαμβάνει γεγονότα τμηματικών 

διπλασιασμών ή διπλασιασμών ολόκληρου του γονιδιώματος και απαλοιφές των περισσοτέρων 

από τα διπλασιασμένα CNE. Προσομοιώσεις που πραγματοποιήσαμε αναπαράγουν τα κύρια 

χαρακτηριστικά των παρατηρουμένων κατανομών μεγέθους. 
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Με βάση τα παραπάνω ευρήματα, προχωρήσαμε και σε έναν άλλο τύπο ανάλυσης της 

χρωμοσωμικής κατανομής των CNE, με χρήση μεθόδων κλιμάκωσης εντροπίας Shannon 

(Shannon entropy scaling) και εγκιβωτισμού (box counting) που έχουν αναπτυχθεί στο 

εργαστήριο. Οι συγκεκριμένες μέθοδοι κάνουν εκτίμηση των χαρακτηριστικών 

μορφοκλασματικότητας σε ένα σύνολο δεδομένων και έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη της 

κατανομής άλλων στοιχείων του γονιδιώματος, όπως είναι οι κωδικοποιούσες αλληλουχίες και 

τα μεταθετά στοιχεία. Ενδείκνυνται για τη μελέτη της κατανομής των CNE ειδικότερα, διότι τα 

τελευταία έχει προταθεί μέσω πειραμάτων 3C (Chromosome Conformation Capture) ότι 

αλληλεπιδρούν μεταξύ τους και συνεπώς ενέχονται πιθανόν σε συσχετίσεις μακράς εμβέλειας. 

Παρατηρήσαμε ενδιαφέροντα πρότυπα κατανομής, χαρακτηριστικά των διαφόρων κλάσεων 

CNE, που διαφοροποιούνται σύμφωνα με το εξελικτικό βάθος συντηρητικότητας των εκάστοτε 

στοιχείων. 

  Τα CNE παρουσιάζουν ενδιαφέρουσες ιδιότητες σύστασης και γι’αυτό επιχειρήσαμε να 

δούμε αν μπορούν να κατηγοριοποιηθούν με βάση αυτές τους τις ιδιότητες. Πιο συγκεκριμένα 

είναι γενικά αλληλουχίες πλούσιες σε A+T ενώ περιβάλλονται από περιοχές χαμηλού Α+Τ. 

Προσπαθήσαμε, λοιπόν, να ταξινομήσουμε στοιχεία που βρίσκονται υπό επιλεκτική πίεση 

(εξώνια και CNE) με δύο μεθόδους μηχανικής μάθησης: «Γραφήματα Ν-γραμμάτων» (N-Gram 

Graphs, NGGs) και «Ανάλυση κ-μερών» (Logic Alignment Free, LAF). Διαπιστώσαμε ότι και με 

τις δύο μεθόδους, που για πρώτη φορά εφαρμόστηκαν στα πλαίσια ανάλυσης γονιδιωματικών 

δεδομένων, είναι εφικτή η κλασμάτωση αλληλουχιών του γονιδιώματος (CNE, εξώνια) σε 

διαφορετικές κατηγορίες μεταξύ γονιδιωμάτων ή εντός του ίδιου γονιδιώματος. 

Χρησιμοποιήσαμε στις αναλύσεις / συγκρίσεις μας κατάλληλες αναπληρωματικές αλληλουχίες 

που απομονώνονταν από το εκάστοτε γονιδίωμα έτσι ώστε να έχουν ίδιο μήκος και ποσοστό 

GC% με τις υπό μελέτη αλληλουχίες μας (CNE / εξώνια). Συγκρίναμε τα αποτελέσματα 

ταξινόμησης που πήραμε και από τις δύο μεθόδους με μια άλλη ευρέως διαδεδομένη προσέγγιση 

διαχωρισμού ολόκληρων γονιδιωμάτων που αναφέρεται ως «Γονιδιωματικές Υπογραφές» 

(Genomic Signatures, GS). Η μελέτη μας αυτή ήταν η πρώτη εφαρμογή των «Γονιδιωματικών 

Υπογραφών» στην κατάταξη μικρών βιολογικών αλληλουχιών μεγέθους < 50 kb.  

Για τις ανάγκες όλων των προαναφερθέντων πειραματικών προσεγγίσεων προχωρήσαμε 

και σε ταυτοποίηση καινούριων στοιχείων CNE στα γονιδιώματα του ανθρώπου (H. sapiens), 

του σκώληκα (C. elegans) και της μύγας (D. melanogaster). Τα στοιχεία αυτά ταυτοποιήθηκαν 

έτσι ώστε να προέρχονται από οργανισμούς που να έχουν αποκλίνει από τον κοινό τους 

εξελικτικό πρόγονο παρόμοιες χρονικές περιόδους. Ενδιαφέρουσες συσχετίσεις και 

διαφοροποιήσεις μεταξύ αυτών των στοιχείων παρατηρήθηκαν με τη χρήση μεθόδων μηχανικής 

μάθησης που αναφέρθηκαν πιο πριν. Πιο συγκεκριμένα είδαμε ότι αλληλουχίες CNE που 
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παρουσιάζουν υψηλή ομοιότητα ( > 95% και έως 100%) μεταξύ στοιχίσεων γονιδιωμάτων 

ανθρώπου / κοτόπουλου φαίνεται πως συνιστούν μια διακριτή κατηγορία υπερσυντηρημένων 

στοιχείων που επιτελεί λειτουργίες που μένει να ανακαλυφθούν. Το εντυπωσιακό αυτό ποσοστό 

συντηρητικότητας είναι ακόμα μεγαλύτερο από αυτό που παρατηρείται στα εξώνια 

(συγκρίνοντας τους δύο αυτούς οργανισμούς, άνθρωπο - κοτόπουλο), ενώ δεν είναι γνωστή 

κάποια λειτουργία στη φύση, που να απαιτεί τόσο υψηλό βαθμό ομοιότητας σε επίπεδο 

αλληλουχίας. 
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Abstract 

The sequencing and comparative analysis of many mammalian genomes has indicated that at 

least 5.5% of the human genome is under selective constraint; of that, 1.5% is estimated to code 

for proteins, 3.5% displays known regulatory functions, while for the function of the rest there is 

little or no information available. One of the most interesting discoveries that have arisen from 

comparative analysis among mammalian genomes is the discovery of hundreds of ultraconserved 

elements (UCEs) of more than 200bp in length that show absolute conservation among the 

human, mouse and rat genomes. One out of four of UCEs overlaps known protein-coding genes. 

However, we do not expect such a high degree of conservation (100%) even in exons, due to the 

degeneration of the genetic code. Since the discovery of UCEs, there have been efforts to identify 

conserved elements based on lower thresholds of sequence identity over whole genome 

alignments of two or more species. Several thresholds of minimal length of conserved sequence 

have been used as well as the exclusion of elements inside protein-coding genes. Throughout this 

thesis, we use the term CNE(s) for Conserved Noncoding Elements to describe all such elements 

despite their specific characterization as UCEs, UCNEs, HCNEs, CNGs, CNEs etc in the related 

literature. We have used the specific name only when we refer to the corresponding class of 

elements. 

CNEs are not a vertebrate innovation, but are also found in invertebrate and plant 

genomes. The vertebrate, insect and nematode CNEs are not related to each other at the sequence 

level. In the relatively recent evolution of vertebrate genomes, the mean length and conservation 

of CNEs found therein are the highest observed, regarding all taxonomic groups, while the 

conjectured roles they have acquired are particularly important.  

CNEs are not randomly distributed in the human and other genomes. They are often 

clustered in the vicinity of genes involved in transcriptional regulation and/or development. 

Using microarray analysis it was reported that a large fraction of noncoding UCEs have tissue-

specific expression levels and are deregulated in human cancer. Gene deserts are usually enriched 

in CNEs while, in mammalian genomes, the vast majority of those elements are found at long 

distances from the closest genes, exceeding in some cases 2Mb, which is the limit for any known 

cis regulatory element. There is a corpus of literature suggesting that CNEs are selectively 

constrained and not mutational cold spots. Despite this fact, little is known about what their 

function could be at the cellular level. Studies showing that CNEs might act as transcriptional 

regulators, e.g. enhancers or insulators, have been published, although most (with one exception) 

in vivo experiments of elimination of some of these elements yield viable mice, rendering more 
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difficult the interpretation of any biochemical or computational experiment. The alternative 

hypothesis that CNEs are horizontally transferred between lineages and accumulate during the 

course of long-term evolution has also been expressed. Furthermore, a study has suggested that 

CNEs might act as Matrix-Attachment Regions (MARs) by serving as sequences that regulate the 

architecture of chromatin through specific binding of particular proteins. An association between 

CNEs and phenotypic variation and disease has also been reported. 

In the present thesis, we attempted to analyse the spatial organization of Conserved 

Noncoding Elements (CNEs) in vertebrate and invertebrate genomes with the aim to investigate 

whether we could deduce how those sequences evolved. We found out that the distances of 

consecutive CNEs follow power law-like distributions in a variety of genomes. Such kinds of 

distributions are associated with long range correlations and fractality (notions that have been 

proposed for the conformation of the chromatin inside the nucleus) and seem to occur frequently 

in the genome as evidenced by the study of different genomic elements in a variety of organisms. 

Given that CNEs are spatially associated with genes, especially with those that regulate 

developmental processes, we verified by appropriate gene masking that a power-law-like pattern 

emerges irrespectively of whether elements found inside protein-coding genes are excluded or 

not. In addition, we found that the more ancient elements form the most extended linearities in 

log log plots, when the distances between ancient CNEs are plotted. An evolutionary model was 

put forward for the understanding of these findings that includes segmental or whole genome 

duplication events and eliminations (loss) of most of the duplicated CNEs. Simulations reproduce 

the main features of the observed size distributions. Power-law-like patterns in the genomic 

distributions of CNEs are in accordance with current knowledge about their evolutionary history 

in several genomes. 

Based on our initial findings we proceeded to another type of analysis of the chromosomal 

distribution of CNEs using the methods of Shannon entropy scaling and box counting, adopted 

from the field of Information Theory. Those methods are used to measure the fractality features in 

a dataset and have been employed in our lab for the study of the distribution of other genomic 

elements, such as coding sequences and transposable elements. They are especially suited in the 

case of CNEs, as the latter have been shown via Chromosome Conformation Capture (3C) to be 

involved in long range correlations. We observed interesting distributional patterns, characteristic 

of the different classes of CNEs studied, that differentiate according to the evolutionary depth of 

CNEs. 

CNEs display interesting DNA composition preferences. This prompted us to investigate 

whether we could classify them by means of their sequence characteristics alone. More 

specifically, CNEs are generally AT rich sequences while they are surrounded by regions of low 
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AT content. We attempted to classify constrained elements in general (exons and CNEs) using 

two machine learning approaches: N-Gram Graphs (NGGs) and Logic Alignment Free (LAF). 

The application of those of two methodologies in the field of genomics is presented for the first 

time in this thesis. Overall, we managed to effectively classify genomic sequences of functional 

(or presumably functional) roles into different categories between genomes or inside the same 

genome. We used pairwise comparisons to do our analysis and naturally – occuring surrogate 

sequences that are of the same length and GC content with each one of the sequences comprising 

the studied dataset (CNEs / exons). We compared the classification rates obtained using both 

these approaches (NGGs and LAF)  with another methodology, widely implemented in 

disciminating whole genomes, that is called «Genomic Signatures» (GS). Our study is the first 

one demonstrating the applicability of the GS approach in disciminating short biological 

sequences of length < 50 kb. 

For the sake of all the above mentioned approaches, we also proceeded to the 

identification of new Conserved Noncoding Elements in the human (H. sapiens), worm (C. 

elegans) and insect (D. melanogaster) genomes. In those case, the species selected for CNE 

identification are characterized by the fact that evolutionary distances with every pair of whole 

genome alignments are close. We managed to discriminate those sequences efficiently and 

proposed biological interpretations. More specifically, CNE that display high sequence similarity 

( > 95% and up to 100%) between human / chicken whole genome alignments are thought to 

compose a distinct category of ultraconserved elements that probably play roles in processes that 

are yet to be determined. This remarkable percentage of sequence similarity is even greater than 

the one observed for exonic sequences (comparing the two organisms, human / chicken) while 

there is no known function that requires such a high degree of conservation.   
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1. Εισαγωγή 
Οι γενετικές οδηγίες για την ανάπτυξη και λειτουργία όλων των ζώντων οργανισμών είναι 

κωδικοποιημένες στο μόριο του δεοξυριβονουκλεϊκού οξέος (DNA). Η πληροφορία 

μεταφέρεται από το DNA με τη μορφή μιας αλληλουχίας μικρών βασικών δομικών 

ενοτήτων που ονομάζονται νουκλεοτίδια. Το σύνολο της γενετικής πληροφορίας ενός 

κυττάρου είναι γνωστό ως γονιδίωμα. Το ανθρώπινο γονιδίωμα αποτελείται από 3.2 

δισεκατομμύρια ζευγών βάσεων που είναι οργανωμένα σε γραμμικά χρωμοσώματα 

(Human Genome Sequencing Consortium International 2004). Από μια υπολογιστική 

σκοπιά, ολόκληρο το γονιδίωμα μπορεί να θεωρηθεί ως μια μεγάλη συμβολοσειρά (string) 

τεσσάρων χαρακτήρων: {Α, C, G και Τ}, όπου ο κάθε χαρακτήρας αντιπροσωπεύει ένα 

από τα τέσσερα νουκλεοτίδια. To γονιδίωμα είναι (σε μεγάλο βαθμό) το ίδιο σε όλα τα 

κύτταρα ενός οργανισμού, ενώ διαφορετικά κύτταρα είναι σε θέση να επιτελέσουν πολύ 

διαφορετικές λειτουργίες. Ένα από τα αναπάντητα και μεγάλα ερωτήματα στο χώρο της 

Βιολογίας είναι η κατανόηση του τρόπου με τον οποίο οι γενετικές πληροφορίες που είναι 

κωδικοποιημένες στο DNA καθοδηγούν την ανάπτυξη του οργανισμού και τη λειτουργία 

του και δίνουν γένεση στην ποικιλομορφία που παρατηρείται στα κύτταρα κάθε 

οργανισμού. Ένα σημαντικό βήμα που έγινε προς αυτήν την κατεύθυνση είναι η 

αποκρυπτογράφηση του ανθρώπινου γονιδιώματος το 2003, η οποία πήρε πάνω από 10 

χρόνια ώσπου να ολοκληρωθεί. Τα τελευταία χρόνια έχει σημειωθεί ραγδαία πρόοδος στις 

τεχνολογίες αλληλούχησης που οδήγησε στην εκθετική αύξηση του αριθμού των 

γονιδιωμάτων που έχουν αλληλουχηθεί. Έως σήμερα έχει διαβαστεί η αλληλουχία 1153 

γονιδιωμάτων, ενώ είναι διαθέσιμο το γονιδίωμα 1285 οργανισμών σε πρόχειρη μορφή και 

889 γονιδιώματα βρίσκονται σε διάφορα στάδια αλληλούχησης ή συναρμολόγησης 

(assembly)
1
. 

 Στη σημερινή εποχή παρατηρείται υπέρμετρη αύξηση βιολογικών δεδομένων τα 

οποία παράγονται κατά έναν μαζικό ρυθμό και έχουν αλλάξει τον τρόπο με τον οποίο 

προσεγγίζει κανείς προβλήματα βιολογικής φύσεως σήμερα. Το πεδίο της υπολογιστικής 

γονιδιωματικής έχει συμβάλλει σε σημαντικό βαθμό στον μετασχηματισμό των 

ακατέργαστων (raw) βιολογικών δεδομένων σε χρήσιμη πληροφορία. Όντας ένα 

πολυθεματικό πεδίο, η υπολογιστική γονιδιωματική ενσωματώνει εργαλεία και μεθόδους 

από την επιστήμη των υπολογιστών, τη μοριακή βιολογία και τη στατιστική, με απώτερο 

                                                           
1
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html 
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σκοπό να απαντήσει σε βιολογικά ερωτήματα, χρησιμοποιώντας υπολογιστικές 

προσεγγίσεις. Tα πεδία εφαρμογής της υπολογιστικής γονιδιωματικής εκτείνονται σε 

ποικίλους τομείς της γονιδιωματικής: εύρεση ομοιοτήτων μεταξύ αλληλουχιών 

διαφορετικών οργανισμών, πρόβλεψη και χαρακτηρισμός ρυθμιστικών αλληλουχιών, 

συναρμολόγηση αλληλουχιών DNA, ανάλυση γονιδιώματος με σκοπό την εύρεση 

γονιδίων, κ.ά.  

 Στην παρούσα διατριβή αναλύουμε γονιδιωματικά δεδομένα από διάφορα 

σπονδυλωτά και ασπόνδυλα με σκοπό τον χαρακτηρισμό μιας ειδικής κατηγορίας 

στοιχείων του γονιδιώματος που είναι εντυπωσιακά συντηρημένα στην πλειοψηφία των 

σπονδυλωτών. Αυτά τα στοιχεία ενδεχομένως δρουν ως κύριοι ρυθμιστές του γονιδιώματος 

κατά την εμβρυική ανάπτυξη, η λειτουργία τους όμως παραμένει αινιγματική. Μια 

καλύτερη κατανόηση της λειτουργίας αυτών των στοιχείων, του μηχανισμού δράσης τους, 

καθώς και της εξελικτικής τους προέλευσης καθίσταται επιτακτική στην προσπάθεια 

διελεύκανσης των μηχανισμών που διέπουν την ανάπτυξη των οργανισμών. 

 

 1.1 Περίγραμμα Διατριβής 

Στα παρακάτω κεφάλαια πραγματοποιούμε μια υπολογιστική ανάλυση των Συντηρημένων 

Μη Κωδικοποιουσών Αλληλουχιών (Conserved Noncoding Elements, CNE), τα οποία 

είναι συντηρημένα σε υψηλό ποσοστό στα σπονδυλωτά και περιγράφουμε τη συνεισφορά 

της παρούσας διατριβής στην κατανόηση των ιδιοτήτων σύστασης αυτών των στοιχείων, 

στη μελέτη του τρόπου οργάνωσής τους σε διάφορα γονιδιώματα, καθώς και σε πιθανά 

σενάρια εξελικτικής δυναμικής τους. 

 Στο Κεφάλαιο 2 δίνουμε γενικές πληροφορίες για τα CNE, τα χαρακτηριστικά 

αλληλουχίας τους, τους πιθανούς λειτουργικούς τους ρόλους, καθώς και για τον τρόπο με 

τον οποίο αυτά οργανώνονται στο ανθρώπινο και σε άλλα γονιδιώματα. Παρατηρούμε ότι 

αυτά κατανέμονται ακολουθώντας κατανομές τύπου νόμου δύναμης. Τα αποτελέσματά μας 

ενσωματώνονται σε ένα μοντέλο, το οποίο προτείνουμε ότι περιγράφει την κατανομή στο 

γονιδίωμα των στοιχείων που βρίσκονται υπό επιλεκτική πίεση (selectively constrained 

DNA elements) συνολικότερα και περιλαμβάνουν εξώνια και CNE. 

 Στο Κεφάλαιο 3 περιγράφουμε μεθοδολογίες που υιοθετούμε από το πεδίο της 

Επιστήμης Υπολογιστών, με σκοπό την ταξινόμηση στοιχείων που βρίσκονται υπό 

επιλεκτικό περιορισμό (εξώνια και CNE). Εισάγουμε τη μεθοδολογία ανάλυσης 
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συχνοτήτων k-mers χωρίς στοίχιση με τη χρήση λογικών κανόνων (Logic Alignment Free 

– LAF). Μέσω ζευγών συγκρίσεων στοιχείων του γονιδιώματος οδηγούμαστε στην 

εξαγωγή χρήσιμων βιολογικών συμπερασμάτων σχετικά με τη σύσταση διαφόρων 

κατηγοριών υπερσυντηρημένων στοιχείων. Συγκρίνουμε τα αποτελέσματά μας με την 

κλασική  μεθοδολογία των γονιδιωματικών υπογραφών (Genomic Signatures, GS) και 

παρουσιάζουμε και γι’αυτήν την περίπτωση ποσοστά επιτυχούς ταξινόμησης κλάσεων 

αλληλουχιών. Στη συνέχεια περιγράφουμε την εφαρμογή, για πρώτη φορά στην ανάλυση 

γονιδιωμάτων, μιας μεθοδολογίας, που αρχικά αναπτύχθηκε για εξαγωγή περιλήψεων σε 

κείμενα από ομάδα ερευνητών Πληροφορικής του Ε.Κ.Ε.Φ.Ε «Δημόκριτος». Οι γράφοι 

(γραφήματα) Ν-γραμμάτων (N-Gram Graphs, NGG), όπως ονομάζονται, χρησιμοποιούνται 

εδώ για την αναπαράσταση αλληλουχιών (και ομάδων αλληλουχιών) διαφόρων πιθανών 

λειτουργικοτήτων και φαίνεται πως είναι αποτελεσματικοί στην ταξινόμηση μικρών 

αλληλουχιών που βρίσκονται εντός του ίδιου γονιδιώματος αλλά και μεταξύ γονιδιωμάτων. 

Και εδώ συγκρίνουμε τα αποτελέσματά μας με τις γονιδιωματικές υπογραφές. 

 Στο Κεφάλαιο 4 εισάγουμε τον αναγνώστη στην έννοια της θεωρίας της 

πληροφορίας και στις εφαρμογές που έχει στην ανάλυση γονιδιωμάτων. Πιο συγκεκριμένα 

χρησιμοποιούμε την εντροπία Shannon (Shannon block entropy) και τη μέθοδο του 

εγκιβωτισμού (boxcounting) για την ανάλυση της χρωμοσωμικής κατανομής των CNE, με 

σκοπό τον προσδιορισμό του βαθμού της μορφοκλασματικότητας (fractality). Τα 

αποτελέσματα που λαμβάνουμε παρουσιάζουν ενδιαφέρον, ιδιαίτερα όταν συγκρίνουμε 

διαφορετικές κατηγορίες CNE. 

 Στο Κεφάλαιο 5 συνοψίζουμε τα αποτελέσματα της διατριβής, συζητούμε τις 

πιθανές συνεισφορές της και προτείνουμε περαιτέρω κατευθύνσεις για μελλοντική έρευνα 

και προβληματισμό. 

Στο Κεφάλαιο 6 παρατίθεται η σχετική βιβλιογραφία που χρησιμοποιείται για τη 

συγγραφή της παρούσας διατριβής. 

Στο Κεφάλαιο 7 αναπαράγονται οι δημοσιεύσεις, σε διεθνή περιοδικά με κριτές, 

που έχουν προκύψει στα πλαίσια αυτής της διατριβής. 
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2. Συντηρημένες Μη Κωδικοποιούσες 

Αλληλουχίες (CNE) στα γονιδιώματα 

μετάζωων 

2.1 Τι ποσοστό του γονιδιώματος είναι λειτουργικό; 

Στις αρχές του ’70, ο Susumu Ohno έγραψε μια σειρά άρθρων σε μια προσπάθεια να 

ερμηνεύσει την ποικιλομορφία σε μέγεθος γονιδιωμάτων θηλαστικών (Ohno & others 

1970). Πρότεινε ότι εκτεταμένα γεγονότα γονιδιακού διπλασιασμού, ακολουθούμενα από 

απώλεια λειτουργίας διπλασιασμένων αντιγράφων, ευθύνονται για το μεγάλο μέρος 

«άχρηστου» (“junk”) DNA στο γονιδίωμά μας. Αυτή η ιδέα ακόμα ισχύει ως ένα βαθμό 

(στο ανθρώπινο γονιδίωμα υπάρχουν ψευδογονίδια, ήτοι μη λειτουργικά αντίγραφα 

γονιδίων), αλλά τώρα με την ανάλυση πολλών γονιδιωμάτων έχει γίνει σαφές ότι τα 

πράγματα είναι πιο περίπλοκα. Για παράδειγμα, το γονιδίωμα του fugu
2
 (Takifugu 

rubripes) έχει μέγεθος που αντιστοιχεί στο 1/8 του μεγέθους του ανθρώπινου γονιδιώματος 

(390 Mb), παρά το γεγονός ότι και σε αυτό έχει εντοπιστεί ότι συνέβησαν σχετικά 

πρόσφατα (μετά την απόσχιση των τετραπόδων) γεγονότα γονιδιωματικού διπλασιασμού. 

Η συμπαγής φύση του γονιδιώματός του οφείλεται στο μικρό ποσοστό 

επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών και στο μειωμένο μέγεθος των εσωνικών και 

εξωγονιδιακών (intergenic) αλληλουχιών. Και στα δύο γονιδιώματα όμως, ανθρώπου και 

fugu, η πλειοψηφία του DNA δεν κωδικοποιεί πρωτεΐνες. 

Ένα από τα προβλήματα που αντιμετωπίζει Μοριακή Βιολογία είναι ότι πολλές από 

τις ιδέες και ορισμούς που έστεκαν για πολύ καιρό έπρεπε να αλλάξουν καθώς ανέκυπταν 

νέα στοιχεία από το πεδίο της γονιδιωματικής ανάλυσης. Έτσι λοιπόν η ιδέα για το τί είναι 

ένα γονίδιο έχει αλλάξει, με το μοντέλο ένα γονίδιο – μια πολυπεπτιδική αλυσίδα να είναι 

πλέον απαρχαιωμένο, αφού έχουν βρεθεί γονίδια που επικαλύπτουν το ένα το άλλο, 

φτιάχνουν πολυάριθμα εναλλακτικά μετάγραφα ή έχουν αμοιβαία ρυθμιστικό ρόλο 

ευρισκόμενα σε γειτονικές θέσεις. 

                                                           
2
 fugu: αναφέρεται ως σύντμηση του Takifugu rubripes. Ο συγκεκριμένος οργανισμός είναι ένας 

τελεόστεος ιχθύς, του οποίου το γονιδίωμα δημοσιεύτηκε το 2002 και ήταν το πρώτο γονιδίωμα 

σπονδυλωτών που παρουσιάστηκε (μετά το ανθρώπινο). Ο κοινός πρόγονος ανθρώπου – Fugu 

υπολογίζεται ότι έζησε 450 ΜΥΑ (Million Years Ago - Εκατομμύρια Χρόνια Πριν), συνεπώς CNE 

κοινά μεταξύ Fugu – Human είναι εξαιρετικά αρχαίας προέλευσης (ancient CNEs) 
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Στο επίπεδο της ρύθμισης της μεταγραφής, η πολυπλοκότητα είναι επίσης μεγάλη. 

Η διαρκής ανακάλυψη νέων υποκινητών, καταστολέων και ενισχυτών γονιδίων είναι 

ενδεικτική. Γενικά, δεν έχουμε κάποιο γενικό τρόπο αναγνώρισης ενός ενισχυτή και 

πράγματι δεν είναι ξεκάθαρο ότι αυτές οι αλληλουχίες που ονομάζουμε ενισχυτές 

σχετίζονται μεταξυ τους, δηλαδή ενδέχεται να δρουν χρησιμοποιώντας εντελώς 

διαφορετικούς μοριακούς μηχανισμούς (Harmston et al. 2013). Επιπλέον, είναι σχεδόν 

αδύνατο να πούμε με ακρίβεια πού ξεκινούν και πού τελειώνουν τα ρυθμιστικά στοιχεία 

του γονιδιώματος (ενισχυτές, υποκινητές, καταστολείς, μονωτές). Συνήθως τα δεδομένα 

μας εξαρτώνται από την ακρίβεια που παρέχουν τα λειτουργικά πειράματα που 

χρησιμοποιήθηκαν για τον καθορισμό του ρυθμιστικού στοιχείου. 

Πρόσφατα αποτελέσματα για το 1% του ανθρώπινου γονιδιώματος από το 

ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements) έχουν μεν εμπλουτίσει τη γνώση μας για το 

λειτουργικό τμήμα του γονιδιώματός μας αλλά γέννησαν και νέα ερωτήματα (The 

ENCODE Project Consortium 2004). Για παράδειγμα, ένα από τα πιο συναρπαστικά 

ευρήματα ήταν ότι > 90%  των περιοχών που ελέγχθησαν μεταγράφονταν σε πρωτογενή 

μετάγραφα και ότι γενικά το γονιδίωμα είναι περισσότερο ενεργό μεταγραφικά από ότι 

πιστευόταν αρχικά. Αλλά τι σημαίνει αυτό; Πώς ορίζουμε μια λειτουργική αλληλουχία; 

Στο παρελθόν, μια λειτουργική αλληλουχία, όταν μεταλλασσόταν, είχε κάποιο αποτέλεσμα 

στην προσαρμοστικότητα του οργανισμού.  

Η αλληλούχηση και συγκριτική ανάλυση πολλών γονιδιωμάτων θηλαστικών 

κατέδειξε ότι τουλάχιστον ένα 5.5% του ανθρώπινου γονιδιώματος βρίσκεται υπό 

επιλεκτική πίεση κατά την εξελικτική πορεία του. Από αυτό, περίπου 1.5% εκτιμάται ότι 

κωδικοποιεί πολυπεπτιδικές αλυσίδες, περίπου 3.5% φαίνεται πως παίζει ρυθμιστικό ρόλο, 

ενώ ο βαθμός κατανόησής μας για τους ρόλους που επιτελεί το υπόλοιπο (0.5 – 1.5%) 

ποικίλει (Lindblad-Toh et al. 2011). Για όλους αυτούς τους λόγους καθίσταται επιτακτική η 

μελέτη του τμήματος του γονιδιώματος που φέρεται πως διαδραματίζει ρυθμιστικό ρόλο. 

  

2.2 Αναζητήσεις λειτουργικών μη κωδικοποιουσών αλληλουχιών 

χρησιμοποιώντας κριτήρια συντήρησης αλληλουχίας 

Συγκρίνοντας ομοιότητες και διαφορές μεταξύ γονιδιωμάτων υπαρχόντων ειδών, η 

συγκριτική γονιδιωματική παρέχει τα εργαλεία για την ταυτοποίηση λειτουργικών 

γονιδιωματικών αλληλουχιών. Σύμφωνα με την ουδέτερη θεωρία της μοριακής εξέλιξης 

(Kimura 1984), «οι περισσότερες μεταλλάξεις συμβαίνουν τυχαία στα γονιδιώματα και 

είναι ουδέτερες για τον οργανισμό», δηλαδή δεν επηρεάζουν την ικανότητά του να 



 
7 

επιβιώσει και να αναπαραχθεί. Οι μεταλλάξεις, που επηρεάζουν αρνητικά τον οργανισμό, 

είναι λιγότερο πιθανό να επικρατήσουν και σταδιακά απομακρύνονται από τον πληθυσμό 

με την πάροδο του χρόνου. Με άλλα λόγια, οι μεταλλάξεις στο λειτουργικό DNA είναι 

λιγότερο πιθανό να γίνονται ανεκτές και, συνεπώς, αλληλουχίες που είναι υψηλά 

συντηρημένες μεταξύ απομακρυσμένων οργανισμών ενδεχομένως να είναι λειτουργικές. 

Επομένως, υποθετικά λειτουργικά στοιχεία, κωδικοποιούντα και μη, μπορούν να 

ταυτοποιηθούν επιτυχώς με συγκριτική ανάλυση γονιδιωμάτων. 

 Η ύπαρξη πολυάριθμων υψηλά συντηρημένων μη κωδικοποιουσών αλληλουχιών 

στα σπονδυλωτά αποκαλύφθηκε ακόμα και πριν από τη διαθεσιμότητα αλληλουχιών 

ολόκληρων γονιδιωμάτων. Συγκεκριμένα, πριν 20 χρόνια, οι Duret και συνεργάτες 

ανέλυσαν τα μη κωδικοποιούντα τμήματα των γονιδίων σε διαφορετικές τάξεις 

σπονδυλωτών και ταυτοποίησαν μεγάλες και υψηλά συντηρημένες αλληλουχίες στα μη 

κωδικοποιούντα τμήματα γονιδίων, ειδικότερα στις μη μεταφραζόμενες περιοχές 

(UnTranslated Regions, UTR) εκείνων των γονιδίων που είναι απαραίτητα για την 

κυτταρική ζωή (Duret et al. 1993). Δέκα χρόνια αργότερα, όταν ολοκληρώθηκε η 

αλληλούχηση του γονιδιώματος του ποντικού, παρουσιάστηκαν οι πρώτες αναλύσεις 

μεγάλης κλίμακας του γονιδιώματος που δεν περιορίζονταν μόνο σε περιοχές που 

σχετίζονται με γονίδια. Δεδομένου ότι, < 2% του ανθρώπινου γονιδιώματος κωδικοποιεί 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες, έγινε σαφές ότι πολλά στοιχεία με πιθανούς λειτουργικούς 

ρόλους ευρίσκονται εκτός περιοχών που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. 

 Για την ταυτοποίηση συντηρημένων αλληλουχιών που είναι πιθανόν να είναι 

λειτουργικές εφαρμόστηκαν διαφορετικά κριτήρια από διαφορετικές ερευνητικές ομάδες. 

Αυτό είχε ως αποτέλεσμα να ποικίλει ο ακριβής αριθμός και το μέγεθος αυτών των 

αλληλουχιών και να εξαρτάται από τα γονιδιώματα που συγκρίνονται κάθε φορά καθώς και 

από το ελάχιστο ποσοστό ομοιότητας σε επίπεδο αλληλουχίας. Η πιο συνηθισμένη 

προσέγγιση εύρεσης συντηρημένων αλληλουχιών βασίζεται σε υπολογισμούς ποσοστού 

ομοιότητας σε επίπεδο αλληλουχίας, χρησιμοποιώντας πολλαπλές ή κατά ζεύγη στοιχίσεις 

γονιδιωμάτων επιλεγμένων ειδών. Κάποιες εναλλακτικές και πιο πολύπλοκες μέθοδοι 

έχουν επίσης αναπτυχθεί, όπως για παράδειγμα η κατασκευή φυλογενετικών HMM 

(Hidden Markov Models) (Siepel et al. 2005), καθώς και μοντέλα φειδωλότητας που 

εφαρμόζονται σε στοιχίσεις πολλαπλών ειδών (Margulies et al. 2003). Όσον αφορά την 

επιλογή ειδών προς σύγκριση, διάφορες  πρώιμες μελέτες συνέκριναν τα γονιδιώματα 

ανθρώπου και τρωκτικών, με σκοπό την ταυτοποίηση ρυθμιστικών στοιχείων στα 

θηλαστικά (Dermitzakis et al. 2002; Dermitzakis et al. 2003; Bejerano, Pheasant, et al. 
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2004). Περίπου 327000 συντηρημένες μη κωδικοποιούσες αλληλουχίες, με πιθανό 

ρυθμιστικό ρόλο, ταυτοποιήθηκαν από συγκρίσεις γονιδιωμάτων ανθρώπου – ποντικού, 

χρησιμοποιώντας ένα αυθαίρετο κριτήριο 70% ομοιότητας σε επίπεδο αλληλουχίας για 

πάνω από 100 ζεύγη βάσεων (bp) μιας στοίχισης χωρίς κενά (Dermitzakis et al. 2003; 

Dermitzakis et al. 2005). Χρησιμοποιώντας περισσότερο αυστηρά κριτήρια, ο αριθμός των 

ανιχνευόμενων συντηρημένων μη κωδικοποιούντων στοιχείων μειώνεται δραματικά, αλλά 

η πιθανότητα να είναι λειτουργικά αυξάνει. Οι πρώτοι που εφάρμοσαν πολύ αυστηρά 

κριτήρια ταυτοποίησης CNE ήταν οι Bejerano et al. (Bejerano, Pheasant, et al. 2004). 

Ταυτοποίησαν 481 αλληλουχίες DNA μεγαλύτερες από 200 νουκλεοτίδια που είναι 

απολύτως (100% ομοιότητα σε επίπεδο αλληλουχίας) συντηρημένες μεταξύ των 

γονιδιωμάτων του ανθρώπου, του ποντικού και του αρουραίου. Αυτές οι αλληλουχίες 

έχουν παραμείνει συντηρημένες για περισσότερα από 75 – 80 εκατομμύρια χρόνια (Million 

Years, Myr), που είναι ο χρόνος απόσχισης, προσεγγιστικά, των γενεών του ανθρώπου και 

των τρωκτικών (Hedges et al. 2006), και ονομάστηκαν «υπερσυντηρημένα στοιχεία» 

(UltraConserved Elements, UCE). Διάφορες άλλες μελέτες επικεντρώθηκαν στη σύγκριση 

πιο απομακρυσμένων ειδών: για παράδειγμα, συγκρίσεις μεταξύ των γονιδιωμάτων 

θηλαστικών και ψαριών έχουν οδηγήσει στην ταυτοποίηση αλληλουχιών που παρέμειναν 

συντηρημένες για πάνω από 450 Myr εξέλιξης των σπονδυλωτών. Οι Sandelin και 

συνεργάτες ταυτοποίησαν 3583 υποθετικές ρυθμιστικές περιοχές, αναζητώντας 

αλληλουχίες που είναι μεγαλύτερες από 50 νουκλεοτίδια και παρουσιάζουν ομοιότητα σε 

επίπεδο αλληλουχίας 95% μεταξύ των γονιδιωμάτων του ανθρώπου και του ποντικού, 

αλλά είναι ανιχνεύσιμες και στον fugu (Sandelin et al. 2004). Βασισμένοι σε στοιχίσεις 

γονιδιωμάτων ανθρώπου – fugu, οι Woolfe et al. ταυτοποίησαν 1373 στοιχεία που 

εμφανίζουν ομοιότητα για τουλάχιστον 100 νουκλεοτίδια (Woolfe et al. 2005). Σε μια 

προσπάθεια να βρεθούν στοιχεία ακόμα πιο «αρχαία», δηλαδή συντηρημένα πιο βαθειά 

στη φυλογένεση των σπονδυλωτών, οι Venkatesh και συνεργάτες σύγκριναν τα 

γονιδιώματα του ανθρώπου και του elephant shark. Ταυτοποίησαν 4782 CNE με ομοιότητα 

σε επίπεδο αλληλουχίας που ποικίλει από 71% έως 98% και μέσο μήκος 210 νουκλεοτίδια 

(Venkatesh et al. 2006). Αυτό το αποτέλεσμα ήταν συναρπαστικό και μη αναμενόμενο, 

καθώς η ομάδα των χονδριχθύων, όπου ανήκει ο elephant shark (Callorhinchus milii), 

απέκλινε από τον κοινό πρόγονο των σπονδυλωτών με οστά (bony vertebrates) περίπου 

530 Myr πριν (Kumar & Hedges 1998). Το γεγονός ότι το γονιδίωμα του elephant shark 

περιέχει διπλάσια στοιχεία CNE από αυτά που έχουν ταυτοποιηθεί μέσω στοιχίσεων 

ανθρώπου και τελεόστεων ιχθύων καταδεικνύει ότι τα CNE στους τελεόστεους ιχθύες 
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έχουν εξελιχθεί με πιο ταχείς ρυθμούς ή έχουν χαθεί μετά την απόσχιση από τη γενεαλογία 

των θηλαστικών. Επιπλέον, αυτή η μελέτη έδειξε ότι ένα μεγάλος αριθμός CNE υπήρχε 

ακόμα πιο πριν από την απόσχιση χονδριχθύων και οστεϊχθύων και παρέμεινε πρακτικά 

αναλλοίωτος έκτοτε.    

 Στη βιβλιογραφία, οι συντηρημένες αλληλουχίες που δεν κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

περιγράφονται με διαφορετικά ονόματα, από διαφορετικές ομάδες, που τις περιέγραψαν 

(Πίνακας 1), δίχως να υπάρχει κάποια απόδειξη λειτουργικής διαφοροποίησης αυτών των 

στοιχείων, πέρα από τα κριτήρια επιλογής και ταυτοποίησής τους. Παρόλου που έχουν 

δοθεί διαφορετικοί ορισμοί, ανάλογα με τα γονιδιώματα ειδών υπό σύγκριση, το ελάχιστο 

μήκος αλληλουχίας όπου παρατηρείται ομοιότητα, καθώς και το ελάχιστο κατώφλι 

ομοιότητας μεταξύ δύο ή περισσοτέρων οργανισμών, οι αλληλουχίες που εξάγονται κάθε 

φορά φαίνεται πως μοιράζονται πολλά κοινά χαρακτηριστικά (Elgar & Vavouri 2008; 

Nelson & Wardle 2013; Harmston et al. 2013). Στην παρούσα διατριβή αναφερόμαστε με 

τον όρο CNE στις Συντηρημένες Μη Κωδικοποιoύσες Αλληλουχίες γενικότερα. Όπου 

εξετάζεται κάποια κλάση συντηρημένων στοιχείων ξεχωριστά, αυτή αναφέρεται με το 

όνομά της, π.χ. UCE, UCNE, CNG, κλπ. 

   

Πίνακας 1: Ονοματολογία για την περιγραφή των μη κωδικοποιουσών αλληλουχιών που 

βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό 
Ακρωνύμιο Περιγραφή Ταυτοποίηση Αναφορά 

ANCOR Ancestral non-coding 
conserved region 

Διάφορες υπολογιστικές μέθοδοι (Aloni & Lancet 
2005) 

CNC Conserved non-coding ≥ 70% ομοιότητα για ≥ 100 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα ανθρώπου 

και ποντικού  

(Couronne et al. 

2003) 

CNE Conserved non-coding 

elements 

Χρήση τοπικής ομολογίας αλληλουχίας (MegaBLAST) μεταξύ 

ανθρώπου και fugu για ≥ 100 νουκλεοτίδια.   

(Woolfe et al. 

2005) 

CNEE Conserved non-exonic 

elements 

Συντηρημένες αλληλουχίες από ένα φυλογενετικό HMM (PhastCons) 

που εφαρμόστηκε σε πολλαπλές στοιχίσεις 40 γονιδιωμάτων 
θηλαστικών 

(Lowe et al. 2011) 

CNG Conserved non-genic ≥ 70% ομοιότητα για ≥ 100 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα ανθρώπου 

και ποντικού  

(Dermitzakis et al. 

2002) 

CNS Conserved non-coding 

sequences 

Διάφορες υπολογιστικές μέθοδοι (Dubchak et al. 

2000) 

EC  Extremely conserved 
elements 

≥ 80% ομοιότητα για ≥ 100 νουκλεοτίδια σε ένα υποσύνολο 
τουλάχιστον 40 γονιδιωμάτων θηλαστικών (44 στο σύνολο) 

(Tseng & Tompa 
2009) 

HCE Highly Conserved 

Elements 

Ένωση αλληλουχιών που ταυτοποιήθηκαν σε άλλες μελέτες: UCE 

(Bejerano, Pheasant, et al. 2004), UCR (Sandelin et al. 2004) και 
CNE (Woolfe et al. 2005) 

(Sun et al. 2006) 

HCR Highly conserved regions ≥ 70% ομοιότητα για ≥ 50 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα ανθρώπου 

και κοτόπουλου 

(Duret & Bucher 

1997) 
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HCNE Highly conserved non-

coding elements 

Περιοχές ≥ 50 νουκλεοτίδια για τις οποίες η πιθανότητα να 

βρίσκονται υπό επιλεκτική πίεση, δεδομένου του σκορ συντήρησης 

στον άνθρωπο και στον σκύλο, είναι ≥ 95%  

(Lindblad-Toh et 

al. 2005) 

HCNR Highly conserved non-

coding regions 

≥ 70% ομοιότητα για ≥ 100 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα 

ανθρώπου, ποντικού, κοτόπουλου, xenopus και fugu  

(de la Calle-

Mustienes et al. 
2005) 

LCNS Long conserved non-

coding sequences 

≥ 95% ομοιότητα για ≥ 500 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα ανθρώπου 

και ποντικού   

(Sakuraba et al. 

2008) 

MCS Multispecies conserved 

sequences 

Το κατώφλι συντήρησης τέθηκε ώστε το 5% του ανθρώπινου 

γονιδιώματος να βρίσκεται μέσα σε MCS, 12 είδη σπονδυλωτών 

συγκρίθηκαν  

(Thomas et al. 

2003) 

PCNE Phylogenetically 

Conserved non-coding 

elements  

Τοπική ομοιότητα σε επίπεδο αλληλουχίας για ≥ 45 νουκλεοτίδια στα 

γονιδιώματα του amphioxus, zebrafish, ποντικού και ανθρώπου 

(Hufton et al. 

2009) 

UCE Ultraconserved elements 100% ομοιότητα για ≥ 200 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα του 

ανθρώπου, του ποντικού και του αρουραίου. 1 στα 4 από αυτά τα 

στοιχεία επικαλύπτονται με γνωστές κωδικοποιούσες αλληλουχίες  

(Bejerano, 

Pheasant, et al. 

2004) 

UCNE Ultraconserved non-
coding elements 

≥ 95% ομοιότητα για ≥ 200 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα ανθρώπου 
και κοτόπουλου 

(Dimitrieva & 
Bucher 2013) 

UCR Ultraconserved regions ≥ 95% ομοιότητα για ≥ 50 νουκλεοτίδια στα γονιδιώματα του 

ανθρώπου και του ποντικού που στοιχίζονται εν μέρει με το 
γονιδίωμα του fugu 

(Sandelin et al. 

2004) 

 

  

2.3 Χαρακτηριστικά Συντηρημένων Μη Κωδικοποιουσών Αλληλουχιών 

Τα CNE παρουσιάζουν κάποιες χαρακτηριστικές ιδιότητες σύστασης που τα καθιστούν ένα 

σχετικά ομογενές σύνολο αλληλουχιών DNA και τα διακρίνουν από άλλες μη 

κωδικοποιούσες αλληλουχίες. Η εντυπωσιακή συντήρηση που παρατηρείται στα CNE για 

μεγάλες εξελικτικές περιόδους υποδηλώνει ότι έχουν εξελιχθεί υπό αυστηρή επιλεκτική 

πίεση (Drake et al. 2006; Katzman et al. 2007). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να θεωρούνται 

σήμερα οι πιο συντηρημένες αλληλουχίες DNA που υπάρχουν στη φύση, καθώς για τα 

εξώνια γνωρίζουμε ότι, λόγω του εκφυλισμού της τρίτης θέσης, δεν απαιτείται τόσο 

υψηλός βαθμός συντήρησης. Πράγματι αυτές οι αλληλουχίες στην πλειοψηφία τους 

επιδεικνύνουν υψηλότερη συντήρηση από την πλειοψηφία των γονιδίων που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες (Bejerano, Pheasant, et al. 2004). Αναλύοντας τις κατανομές συχνοτήτων 

αλληλομόρφων, ερευνητές έδειξαν ότι αυτές οι περιοχές δεν αντιπροσωπεύουν περιοχές με 

χαμηλότερους ρυθμούς μεταλλάξεων αλλά πράγματι υπόκεινται σε επιλεκτική πίεση 

(Drake et al. 2006; Katzman et al. 2007).  

 Τα CNE δεν είναι μια καινοτομία των σπονδυλωτών αλλά ευρίσκονται επίσης σε 

γονιδιώματα ασπόνδυλων και φυτών (Vavouri et al. 2007; Glazov et al. 2005; Lockton & 

Gaut 2005). Τα CNE των σπονδυλωτών, των εντόμων και των νηματώδων δε σχετίζονται 
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γενικά μεταξύ τους από άποψη αλληλουχίας (Glazov et al. 2005; Siepel et al. 2005; 

Vavouri et al. 2006). Παρόλα αυτά, μια πρόσφατη μελέτη οδήγησε στην ταυτοποίηση δύο 

στοιχείων που είναι συντηρημένα μεταξύ σπονδυλωτών και ασπόνδυλων (Clarke et al. 

2012) και αναμένεται ότι, με την πρόοδο στις μεθοδολογίες αλληλούχησης και την 

αυξανόμενη διαθεσιμότητα γονιδιωμάτων, θα ταυτοποιηθούν περισσότερα στο μέλλον. 

Κατά την πρόσφατη εξέλιξη των σπονδυλωτών, το μέσο μήκος και η συντήρηση των CNE 

έχουν τις μεγαλύτερες τιμές σε σχέση με όλες τις ταξινομικές ομάδες (Retelska et al. 2007), 

ενώ οι υποτιθέμενοι ρόλοι που απέκτησαν είναι ιδιαίτερα σημαντικοί στα σπονδυλωτά 

(Mikkelsen et al. 2007). 

 Τα CNE βρίσκονται συχνά σε συστάδες κοντά σε περιοχές του γονιδιώματος που 

περιέχουν γονίδια τα οποία εμπλέκονται στην εμβρυογένεση (Sandelin et al. 2004; Woolfe 

et al. 2005; Siepel et al. 2005). Πολλά από αυτά τα γονίδια κωδικοποιούν μεταγραφικούς 

παράγοντες και σηματοδοτικά μόρια που ενέχονται στη ρύθμιση της εμβρυικής ανάπτυξης 

(trans – dev γονίδια) και περιέχουν επικράτειες που επιτρέπουν αλληλεπιδράσεις 

πρωτεϊνών – DNA (Harmston et al. 2013). Αυτό οδηγεί στην υπόθεση ότι τα CNE 

ενδεχομένως είναι υπεύθυνα για την ακριβή εκτέλεση του περίτεχνου αναπτυξιακού 

προγράμματος, δρώντας ως cis ρυθμιστικά στοιχεία κατά τη μεταγραφή (Nelson & Wardle 

2013). 

 Εξ’ ορισμού, τα CNE ευρίσκονται στις μη κωδικοποιούσες περιοχές του 

γονιδιώματος και μπορούν να βρεθούν σε περιοχές μεταξύ γονιδίων και σε περιοχές 

γονιδίων, μη κωδικοποιούσες, όπως τα εσώνια και οι μη μεταφραζόμενες περιοχές (UTR). 

Οι γονιδιακές έρημοι είναι πλούσιες σε CNE (Kim & Pritchard 2007; Stephen et al. 2008), 

ενώ στα γονιδιώματα θηλαστικών η μεγάλη πλειοψηφία αυτών των στοιχείων συναντώνται 

σε μεγάλες αποστάσεις από τα πλησιέστερα γονίδια που ξεπερνούν σε ορισμένες 

περιπτώσεις τα 2 εκατομμύρια βάσεις (Mb), που είναι το όριο για κάθε γνωστό cis 

ρυθμιστικό στοιχείο (Bishop et al. 2000; Lettice et al. 2003; Woolfe & Elgar 2008). Λίγα 

είναι γνωστά για το ποιά λειτουργία επιτελούν αυτά τα CNE. Δημοσιευμένες μελέτες 

συνηγορούν στην άποψη ότι ενδέχεται να αποτελούν περιοχές ρύθμισης γονιδίων (Gene 

Regulatory Blocks, GRB) και ότι μπορούν να λειτουργούν συνεργιστικά μαζί με τα γονίδια 

στόχους τους (Harmston et al. 2013; Kikuta et al. 2007; Nelson & Wardle 2013; 

Viturawong et al. 2013). 

 Η πλειοψηφία των CNE απαντώνται σε ένα αντίγραφο στο γονιδίωμα (Bejerano, 

Haussler, et al. 2004). Τα λίγα εκείνα στοιχεία, που εμφανίζουν μεταξύ τους ομοιότητα σε 

επίπεδο αλληλουχίας, έχουν προέλθει κυρίως από αρχαία γεγονότα διπλασιασμών μέσα 
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στη γενεαλογία των σπονδυλωτών και σχετίζονται με παράλογα γονίδια (Vavouri et al. 

2006; McEwen et al. 2006). Τα CNE είναι πλούσια σε AT σε σχέση με το γονιδιωματικό 

περιβάλλον στο οποίο βρίσκονται, ενώ περιέχουν συχνά συστάδες πανομοιότυπων 

νουκλεοτιδίων (ομοπουρίνες / ομοπυριμιδίνες), καθώς και χαρακτηριστικές παλίνδρομες 

αλληλουχίες. Οι Walter και συνεργάτες ανέλυσαν τη νουκλεοτιδική σύσταση CNE 

ανθρώπου και fugu σε επίπεδο νουκλεοτιδίου και βρήκαν ότι είναι πλούσια σε A + T, πολύ 

περισσότερο από τις περιβάλλουσες αλληλουχίες που τα οριοθετούν, οι οποίες 

παρουσιάζουν σημαντική πτώση στο περιεχόμενο σε A + T, δίνοντας χαρακτηριστικό 

πρότυπο (Walter et al. 2005). Χαρακτηριστικό των CNE αποτελεί επίσης το γεγονός ότι 

πολλά από αυτά αποτελούν θέσεις πρόσδεσης, πολλές φορές επικαλυπτόμενες, 

μεταγραφικών παραγόντων (Xie et al. 2007). Με βάση όλα τα παραπάνω συμπεραίνει 

κανείς ότι το λεξιλόγιο και το συντακτικό των οδηγιών που ενδεχομένως είναι 

κωδικοποιημένες στα CNE παρουσιάζουν εξαιρετικό ενδιαφέρον και μένει να 

αποκαλυφθούν.    

   

2.4 Λειτουργίες Συντηρημένων Μη Κωδικοποιουσών Αλληλουχιών 

Παρά το γεγονός, ότι η υψηλή συντήρηση σε επίπεδο αλληλουχίας των CNE είναι 

ενδεικτική κάποιου πιθανού λειτουργικού ρόλου, η λειτουργία και ο λόγος συντήρησής 

τους παραμένει ένα μυστήριο. Όπως αναφέρθηκε πιο πάνω είναι γενικά αποδεκτό ότι τα 

CNE δρουν ως cis ρυθμιστικές αλληλουχίες παρέχοντας υψηλή εξειδίκευση στη χωρική, 

ποσοτική και χρονική ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης κατά τη διάρκεια της εμβρυικής 

ανάπτυξης. Ωστόσο μέχρι σήμερα δεν έχει περιγραφεί κάποιος μοριακός μηχανισμός που 

να απαιτεί τόσο υψηλό επίπεδο συντήρησης σε επίπεδο αλληλουχίας. 

 Από τη στιγμή που ανακαλύφθηκαν τα CNE, πολλές πειραματικές μελέτες 

πραγματοποιήθηκαν ώστε να ελεγθεί in vivo η ικανότητά τους να δρουν ως ρυθμιστικές 

αλληλουχίες, κυρίως χρησιμοποιώντας δοκιμασίες ελέγχου γονιδίων (reporter gene assays) 

σε διάφορα σπονδυλωτά, αλλά κυρίως στο ποντίκι (Nobrega et al. 2003; Pennacchio et al. 

2006; Visel et al. 2008), στο zebrafish (Woolfe et al. 2005; Kikuta et al. 2007; Shin et al. 

2005; Li et al. 2010), στο βάτραχο (de la Calle-Mustienes et al. 2005) και στο κοτόπουλο 

(Sabherwal et al. 2007; Maas et al. 2011). Οι προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι όντως 

πολλά CNE δρουν ως ενισχυτές. Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιώντας έμβρυα ποντικών 

στην εμβρυική μέρα 11.5, οι Pennacchio και συνεργάτες έλεγξαν 167 αλληλουχίες, που 

είναι απολύτως συντηρημένες στα γονιδιώματα του ανθρώπου, του ποντικού και του 

αρουραίου και σημαντικά συντηρημένες στον fugu (Pennacchio et al. 2006). Βρήκαν ότι 
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45% από τις αλληλουχίες που ελέγθησαν λειτουργούν ως ενισχυτές, ενώ στην πλειοψηφία 

τους καθοδηγούν την έκφραση περιοχών του αναπτυσσόμενου νευρικού συστήματος. 

Παρόλο που οι περισσότερες πειραματικές μελέτες έχουν εστιαστεί στη μελέτη της 

υποτιθέμενης λειτουργίας των CNE ως ενισχυτές, ορισμένα CNE δρουν επίσης ως 

μονωτές. Πραγματοποιώντας in vivo μελέτες ενεργότητας μονωτή στο zebrafish για 13 

CNE που δεν παρουσιάζουν δραστηριότητα ενισχυτή, οι Royo και συνεργάτες βρήκαν ότι 

3 εξ’ αυτών έχουν ενεργότητα παρεμπόδισης δράσης ενισχυτή (Royo et al. 2011). Επίσης 

οι Xie και συνεργάτες ταυτοποίησαν περιοχές πρόσδεσης του γνωστού μονωτή CTCF σε 

αλληλουχίες CNE, γεγονός που κάνει ακόμα πιο δύσκολη και ασαφή την ακριβή απόδοση 

λειτουργικοτήτων σε διάφορες κατηγορίες CNE (Xie et al. 2007). 

 Παρά τις μελέτες που αναφέρθηκαν πιο πάνω, ενεργότητες ενισχυτή / μονωτή δεν 

έχουν επιβεβαιωθεί ευθέως για όλα τα CNE, ενώ ακόμα και αυτές οι μελέτες δεν έδωσαν 

απαντήσεις για τις εξειδικευμένες ιδιότητες σύστασης των CNE που είναι υπεύθυνες για τις 

ρυθμιστικές τους λειτουργίες, ούτε ήταν σε θέση να εξηγήσουν τους λόγους της 

υπερβολικής συντήρησης αυτών των στοιχείων. Επιπλέον, παρόλο που τα CNE είναι τόσο 

καλά συντηρημένα σε απομακρυσμένα είδη και τα στοιχεία που προέρχονται από ένα είδος 

μπορούν να επάγουν την έκφραση σε άλλα είδη (Matsunami & Saitou 2013; Matsunami et 

al. 2010; Woolfe et al. 2005), τα πρότυπα έκφρασης που επάγονται από ορθόλογα CNE στα 

διάφορα είδη δεν είναι συντηρημένα στην πλειοψηφία των περιπτώσεων που εξετάστηκαν 

(Ritter et al. 2010). 

 Κάποιες άλλες μελέτες έχουν προτείνει την ιδέα ότι τα CNE ενδεχομένως φέρουν 

κωδικοποιημένες πολλαπλές λειτουργικότητες με επικαλυπτόμενες ομάδες οδηγιών. Για 

παράδειγμα, οι Feng και συνεργάτες χαρακτήρισαν ένα CNE που δρα ως ενισχυτής σε 

επίπεδο DNA ενώ σε επίπεδο RNA δρα ως ένα μόριο που δεν κωδικοποιεί και στρατολογεί 

την πρωτεΐνη Dlx2 πίσω στον ενισχυτή σε ένα σύμπλοκο DNA – RNA – πρωτεΐνης (Feng 

et al. 2006). Έχει επίσης προταθεί, όπως αναφέρθηκε ελάχιστα πρωτύτερα, ότι τα CNE 

αποτελούνται από πολλαπλές θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων (Transcription 

Factor Binding Sites, TFBS) (Boffelli et al. 2004; Vavouri & Elgar 2005; Viturawong et al. 

2013). Σε αυτήν την περίπτωση, κάθε νουκλεοτίδιο ενδεχομένως φέρει αρκετούς 

λειτουργικούς περιορισμούς στους οποίους υπόκειται και μικρές αλλαγές στην αλληλουχία 

θα είχαν καταστροφικά αποτελέσματα στην πρόσδεση συμπλόκων μεταγραφικών 

παραγόντων στην αλληλουχία CNE (Elgar & Vavouri 2008). Παρόλα αυτά, η 

συγκεκριμένη υπόθεση δεν έχει επιβεβαιωθεί ούτε από υπολογιστικά, ούτε από 

πειραματικά αποτελέσματα. 
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 Τα CNE παίζουν ρόλο στην πρόκληση ασθενειών. Πιο συγκεκριμένα, σημειακές 

μεταλλάξεις στα CNE μπορούν να προκαλέσουν ασθένειες, όπως προαξονική 

πολυδακτυλία (Lettice et al. 2003), σύνδρομο Pierre Robin (Benko et al. 2009), 

χειλεοσχιστία (Rahimov et al. 2008) και ολοπροσεγκεφαλία (Jeong et al. 2008). Και άλλες, 

όμως, ασθένειες έχουν συσχετισθεί με αλλαγές στην αλληλουχία των CNE, όπως η 

κώφωση (de Kok et al. 1996), η Leri-Weill δυσχονδροστέωση (Sabherwal et al. 2007), ο 

κίνδυνος εμφάνισης της νόσου Hirschsprung (Emison et al. 2005) και άλλες. Εντυπωσιακό, 

ωστόσο, παραμένει το γεγονός ότι η απαλοιφή συγκεκριμένων CNE στο ποντίκι δε δίνει 

κάποιο ανιχνεύσιμο, ορατό φαινότυπο (Nóbrega et al. 2004; Ahituv et al. 2007). 

Συγκεκριμένα, πρώτοι οι Nobrega και συνεργάτες αφαίρεσαν δύο μεγάλες, μη 

κωδικοποιούσες, περιοχές, μεγέθους 1 Mb, στα χρωμοσώματα 3 και 19 του ποντικού 

(Nóbrega et al. 2004). Αυτές οι περιοχές περιέχουν ένα σύνολο 1243 ταυτοποιημένων CNE 

(> 70% ομοιότητα για πάνω από 100 νουκλεοτίδια σε στοιχίσεις ανθρώπου – ποντικού). 

Δεν παρατηρήθηκαν φαινοτυπικές αλλαγές ακόμα και μετά την απαλοιφή 4 μη 

κωδικοποιούντων UCE από τη συλλογή του Bejerano (100% ομοιότητα για ≥ 200 

νουκλεοτίδια σε στοιχίσεις ανθρώπου – τρωκτικών). Ενδιαφέρον είναι επίσης ότι τα UCE, 

που αφαιρέθηκαν, είχε δειχθεί προηγουμένως ότι δρουν ως ενισχυτές και εντοπίζονται 

κοντά σε γονίδια που παρουσιάζουν αλλαγές στην έκφραση όταν απενεργοποιούνται 

(Ahituv et al. 2007). Αυτές οι δύο μελέτες έγειραν το ερώτημα της λειτουργικής σημασίας 

των CNE. Είναι πολύ πιθανό, βέβαια, οι απαλοιφές CNE ενδεχομένως να οδηγούν σε 

φαινοτύπους που δεν μπορούν να ανιχνευθούν με βάση τις εκάστοτε περιβαλλοντικές / 

εργαστηριακές συνθήκες. Αυτό έχει δειχθεί σε πρόσφατες μελέτες στη Drosophila, όπου 

ένας φαινότυπος που σχετίζεται με την απαλοιφή ενός CNE γίνεται εμφανής μόνο κάτω 

από συνθήκες εσωτερικού ή εξωτερικού stress (Frankel et al. 2010; Perry et al. 2010). 

Επιπλέον, μπορεί να υποστηριχθεί ότι οι φαινότυποι που προκύπτουν μπορεί να είναι πολύ 

ήπιοι ώστε να ανιχνεύονται από τους ανθρώπους, αλλά αρκετά έντονοι ώστε να 

αφαιρούνται από τη φυσική επιλογή. Μόνο πολύ πρόσφατα, οι Nolte και συνεργάτες 

έδειξαν ότι η αφαίρεση του ενισχυτή Μ280 οδηγεί σε σημαντικά μικρότερα, σε μέγεθος, 

ποντίκια. Η περιοχή, όπου βρίσκεται ο Μ280, περιλαμβάνει μια υπερσυντηρημένη 

αλληλουχία που είναι πανομοιότυπη μεταξύ ανθρώπου, ποντικού και αρουραίου, συνεπώς 

αυτή είναι η πρώτη αναφορά φαινότυπου που προκύπτει από αφαίρεση ενός 

υπερσυντηρημένου στοιχείου (Nolte et al. 2014).  

 Με απώτερο σκοπό να σχολιαστούν όλα τα λειτουργικά στοιχεία του ανθρώπινου 

γονιδιώματος, το πρόγραμμα ENCODE χρησιμοποίησε έναν αριθμό διαφορετικών 
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πειραματικών τεχνικών, όπως ανοσοκατακρήμνιση χρωματίνης και αλληλούχηση (ChIP – 

Seq), υπερευαισθησία σε DNAάση, RNA – seq και πειράματα μεθυλίωσης DNA, ώστε να 

χαρτογραφηθούν ενεργές ρυθμιστικές περιοχές σε διαφορετικές κυτταρικές σειρές  (The 

ENCODE Project Consortium 2004). Τα δεδομένα αυτά δείχνουν ότι σχεδόν οι μισές 

συντηρημένες περιοχές του γονιδιώματος θηλαστικών δε φέρουν βιοχημική ενεργότητα 

(Ward & Kellis 2012). Παρόλα αυτά, οι πειραματικές τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν στο 

ENCODE δεν είναι σε θέση να απομονώσουν τις αλληλεπιδράσεις DNA – πρωτεΐνών που 

συμβαίνουν σε ένα μικρό αριθμό κυττάρων και σε ένα στενό παράθυρο χρόνου κατά την 

ανάπτυξη του εμβρύου. Γι’ αυτό το λόγο, εάν τα CNE δρουν μόνο κατά τη διάρκεια 

συγκεκριμένων σταδίων κατά την εμβρυική ανάπτυξη και σε μικρό αριθμό ιστών, δε θα 

αποκαλυφθεί η λειτουργία τους χρησιμοποιώντας δεδομένα που προκύπτουν από το 

ENCODE. Οι πιθανές λειτουργίες κάποιων CNE (ξεχωριστών ή σε ομάδες), μέσω των 

αλληλεπιδράσεών τους με συγκεκριμένα γονίδια μέσα στον πυρήνα και με τη βοήθεια της 

αναδίπλωσης της χρωματίνης, έλαβαν πρόσφατα πειραματική επιβεβαίωση με την εργασία 

των Viturawong και συνεργάτες (Viturawong et al. 2013). Χρησιμοποιώντας υψηλής 

ανάλυσης φασματομετρία μάζας σε συνδυασμό με άλλες τεχνικές, οι συγγραφείς της 

συγκεκριμένης μελέτης έδειξαν, σε μια συλλογή 193 υπερσυντηρημένων αλληλουχιών, ότι 

αυτά δρουν ως cis ρυθμιστικές αλληλουχίες, μέσω συγκεκριμένης διαμόρφωσης που 

λαμβάνει η χρωματίνη σε εκείνες τις περιοχές, όπου αλληλεπιδρούν. Περαιτέρω πειράματα 

τέτοιου είδους είναι αναγκαία ώστε να διελευκανθεί ο ρόλος του πλήθους των 

αλληλεπιδράσεων CNE με διάφορες περιοχές του γονιδιώματος. 

 Τελικά όμως, γιατί είναι τόσο δύσκολος ο ακριβής χαρακτηρισμός των CNE; Όπως 

αναφέραμε πιο πριν, εκτός ελαχίστων εξαιρέσεων, οι υπάρχουσες πειραματικές τεχνικές 

ευρείας κλίμακας δεν είναι κατάλληλες για τη μελέτη της λειτουργίας των CNE, σε 

διαφορετικά βιολογικά πλαίσια, καθώς επίσης και σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια. 

Πειραματικές προσεγγίσεις, όπως η απαλοιφή διαφόρων CNE και οι κατευθυνόμενη 

μεταλλαξιγένεση αλληλουχίας, αποδεικνύονται χρονοβόρες και πραγματοποιούνται 

συνήθως κάτω από πολύ αυστηρές συνθήκες, κατά τις οποίες δεν μπορεί να αποκαλυφθεί η 

ενδεχόμενη πολυπλοκότητα των στοιχείων αυτών (και των αλληλεπιδράσεων στις οποίες 

μεσολαβούν). Από υπολογιστική σκοπιά, η μελέτη των CNE καθίσταται δύσκολη και 

γεμάτη προκλήσεις διότι, αντίθετα με τις κωδικοποιούσες αλληλουχίες όπου έχουμε έναν 

καθολικό (ή σχεδόν καθολικό) γενετικό κώδικα, η γλώσσα και το συντακτικό που είναι 

κωδικοποιημένα στα CNE παραμένουν ένα αίνιγμα. Έχουν γίνει προσπάθειες για 

λειτουργικό σχολιασμό μεγάλης κλίμακας CNE (Bejerano, Haussler, et al. 2004; Pedersen 
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et al. 2006), αλλά δεν έδωσαν πολλές πληροφορίες, ενώ ο λειτουργικός σχολιασμός των 

CNE αποτελεί μία από τις πιο σημαντικές προκλήσεις που αντιμετωπίζει το πεδίο της 

ανάλυσης αλληλουχιών και της Βιοπληροφορικής γενικότερα.     

  

2.5 Τα CNE ακολουθούν κατανομές τύπου νόμου δύναμης σε μια ποικιλία 

γονιδιωμάτων ως αποτέλεσμα της δυναμικής του γονιδιώματος 

Στις ακόλουθες παραγράφους περιγράφουμε μια προσπάθεια μελέτης της κατανομής των 

αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE, διαφόρων κατηγοριών και εξελικτικής προέλευσης. 

Ιδιαίτερη μνεία γίνεται στις έννοιες των νόμων δύναμης και της μορφοκλασματικότητας, 

ενώ με βάση τις παρατηρούμενες κατανομές προτείνεται στο τέλος ένα μοντέλο το οποίο 

προσπαθεί να ερμηνεύσει τις παρατηρούμενες κατανομές και συμφωνεί με την εξελικτική 

δυναμική των CNE στο ανθρώπινο και σε άλλα γονιδιώματα. 

 

Εισαγωγή 

Συσχετίσεις μακράς εμβέλειας έχουν αναφερθεί για τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του μη 

κωδικοποιούντος τμήματος του γονιδιώματος, αμέσως μετά τη διαθεσιμότητα ολόκληρων 

γονιδιωμάτων (Li & Kaneko 1992; Peng et al. 1992; Voss 1992). Στο παρελθόν μελέτησε η 

ομάδα μας τα χαρακτηριστικά μακράς εμβέλειας διαφόρων στοιχείων του γονιδιώματος, 

όπως είναι οι αλληλουχίες που κωδικοποιούν πρωτεΐνες (Sellis & Almirantis 2009; 

Athanasopoulou et al. 2010) και τα μεταθετά στοιχεία (Sellis et al. 2007; Klimopoulos et al. 

2012; Athanasopoulou et al. 2014) μέσω της μελέτης της κατανομής των αποστάσεων 

μεταξύ εξωνίων και επαναλαμβανόμενων στοιχείων αντίστοιχα. Στις περισσότερες 

περιπτώσεις διαπιστώθηκαν κατανομές τύπου νόμου δύναμης, μορφοκλασματικότητα και 

αυτο-ομοιότητα, που εκτείνονται σε αρκετές τάξεις μεγέθους. Εφαρμόζουμε και εδώ την 

ίδια μεθοδολογία (που αναπτύσσεται και πιο κάτω) για την ανάλυση των αποστάσεων 

μεταξύ διαδοχικών CNE. Γι’ αυτόν το σκοπό, χρησιμοποιούμε δημοσιευμένα σύνολα 

δεδομένων CNE, τα οποία χαρακτηρίζονται από διαφορετικούς βαθμούς εξελικτικής 

συντήρησης και έχουν ταυτοποιηθεί σε μια πληθώρα οργανισμών, από τα ασπόνδυλα έως 

στα σπονδυλωτά. Ανιχνεύουμε κατανομές τύπου νόμου δύναμης μεταξύ των αποστάσεων 

των CNE στην πλειονότητα των περιπτώσεων που μελετήθηκαν (Polychronopoulos, Sellis, 

et al. 2014). Μία προγενέστερη μελέτη από τους Salerno και συνεργάτες (Salerno et al. 

2006) ανέφερε την ύπαρξη κατανομής νόμου δύναμης στο μήκος «τέλειας συντηρημένης» 

αλληλουχίας από στοίχιση γονιδιωμάτων ανθρώπου – ποντικού. Η μελέτη, που 
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προτείνουμε, εστιάζει στις αποστάσεις μεταξύ διαδοχικών CNE σε ποικιλία γονιδιωμάτων 

και επιπλέον παρουσιάζουμε ένα εξελικτικό μοντέλο που επιβεβαιώνει τις παρατηρούμενες 

χρωμοσωμικές κατανομές. 

 Δεδομένης της ανίχνευσης, όπως αναφέραμε λίγο πιο πάνω, συσχετίσεων μακράς 

εμβέλειας στις μη συντηρημένες αλληλουχίες του γονιδιώματος ευκαρυωτικών, 

χρησιμοποιήθηκαν απλά μοντέλα μοριακής δυναμικής με την προοπτική να προσπαθήσουν 

να εξηγήσουν τα παρατηρούμενα πρότυπα. Ένα απλό σύστημα επέκτασης / τροποποίησης 

έχει δειχθεί πως δημιουργεί συσχετίσεις μακράς εμβέλειας μέσω της εναλλαγής 

διπλασιασμού συμβόλων και γεγονότων απαλοιφής συμβόλων (Li 1991). Πιο πρόσφατα 

ευρήματα πάνω στην ολίσθηση κλώνων (strand slippage), κατά τη διάρκεια της 

αντιγραφής, σε συνδυασμό με σημειακές μεταλλάξεις, έριξαν φως στις ομονουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες και στην εξέλιξη των μικροδορυφορικών αλληλουχιών, ενώ ενδεχομένως 

αποτελούν μια ρεαλιστική απεικόνιση του πιο πάνω μοντέλου στη δυναμική του 

γονιδιώματος (δείτε (Athanasopoulou et al. 2010) όπου περιλαμβάνεται μια μικρή 

συζήτηση για εξελικτικά σενάρια που μπορούν να δώσουν συσχετίσεις μακράς εμβέλειας). 

To μοντέλο, που ενσωματώνει τις ιδέες πάνω στις οποίες θεωρούμε ότι βασίζεται η 

κατανομή των CNE, προτάθηκε αρχικά από τους Sellis και συνεργάτες (Sellis & 

Almirantis 2009) για την κατανομή των αποστάσεων μεταξύ των εξωνίων και εμείς 

επεκτείναμε την εφαρμογή του σε γονιδιωματικές αλληλουχίες που βρίσκονται υπό 

επιλεκτική πίεση γενικότερα (εξώνια και CNE). Αυτό το εξελικτικό σενάριο βασίζεται, με 

τη σειρά του, σε ένα απλούστερο μοντέλο που προσπαθεί να εξηγήσει τις κατανομές 

μεγεθών τύπου νόμου δύναμης που εμφανίζονται στην ανάπτυξη μέσω συσσωματωμάτων 

των σωματιδίων σε φυσικοχημικά συστήματα (Takayasu et al. 1991). Ο μηχανισμός, όπως 

εφαρμόζεται στο γονιδίωμα στην περίπτωσή μας, περιλαμβάνει κυρίως τμηματικό 

διπλασιασμό (συμπεριλαμβανομένων γεγονότων διπλασιασμού ολόκληρου του 

γονιδιώματος) και απώλεια των περισσότερων από τα διπλασιασμένα CNE, μαζί με μια 

απώλεια, μέτριου βαθμού, μη διπλασιασμένων CNE σε ορισμένες περιπτώσεις. 

 

Υλικά και Μέθοδοι 

Σύνολα δεδομένων 

Αναλύουμε τη χρωμοσωμική κατανομή διαφόρων κατηγοριών CNE (ορισμένες εκ των 

οποίων αναφέρονται στον Πίνακα 1 πιο πάνω). Περιλαμβάνουμε στις αναλύσεις μας μια 
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φυλογενετικά ευρεία συλλογή δεδομένων, από τον άνθρωπο μέχρι τον elephant shark και 

από τα σπονδυλωτά έως τα ασπόνδυλα: 

i. 13736 CNE, που είναι χαρτογραφημένα πάνω στο ανθρώπινο γονιδίωμα (hg18) 

και είναι πανομοιότυπα για πάνω από 100 νουκλεοτίδια σε τουλάχιστον 3 από 

τα 5 πλακουντοφόρα θηλαστικά (Stephen et al. 2008). Ολόκληρο το σύνολο 

ονομάζεται EU100+. Συγκεκριμένα υποσύνολα λαμβάνονται υπόψη για τις 

ανάγκες των υπολογιστικών μας πειραμάτων ως ακολούθως (τα δεδομένα αυτά 

παραχωρήθηκαν ευγενικά από τον J.S. Mattick): (ia) 8332 στοιχεία από το 

EU100+ που δεν υπάρχουν στο ψάρι (fugu). Αυτά τα CNE εμφανίστηκαν κατά 

την εξέλιξη των τετράποδων (είναι παρόντα στον βάτραχο, στο κοτόπουλο και 

/ ή στα θηλαστικά) και ονομάζονται EU-FR. (ib) 5404 στοιχεία από το EU100+ 

που έχουν ορθόλογα στο ψάρι («αρχαία» στοιχεία) και ονομάζονται FR. (ic) 

1665 στοιχεία που είναι παρόντα στον βάτραχο, αλλά όχι στο ψάρι 

(εξειδίκευση τετράποδων) και ονομάζονται XT-FR. (id) 980 στοιχεία που είναι 

παρόντα στο κοτόπουλο αλλά όχι στον βάτραχο ή στο fugu (εξειδίκευση 

αμνιωτικών) και ονομάζονται GG-XT-FR. (ie) 600 στοιχεία που δεν είναι 

παρόντα στο κοτόπουλο ή στο βάτραχο ή στο fugu (εξειδίκευση θηλαστικών) 

και ονομάζονται EU-GG-XT-FR. 

ii. 82335 CNE θηλαστικών (συντηρημένα  στα θηλαστικά αλλά όχι στο 

κοτόπουλο ή στο ψάρι) και 16575 CNE αμνιωτικών (συντηρημένα στα 

θηλαστικά και στο κοτόπουλο αλλά όχι στο ψάρι) τα οποία είναι 

χαρτογραφημένα πάνω στο ανθρώπινο γονιδίωμα (hg17) (Kim & Pritchard 

2007). 

iii. 4386 UCNE (Υπερσυντηρημένα Μη Κωδικοποιούντα Στοιχεία, Ultraconserved 

Noncoding Elements, μεγαλύτερα από 200 νουκλεοτίδια), που είναι 

χαρτογραφημένα στο ανθρώπινο γονιδίωμα (hg19) και επιδεικνύουν ομοιότητα 

σε επίπεδο αλληλουχίας, που είναι μεγαλύτερη ή ίση με 95%, μεταξύ ολικών 

στοιχίσεων γονιδιωμάτων ανθρώπου και κοτόπουλου (Dimitrieva & Bucher 

2013). 

iv. 3124 συντηρημένες μη κωδικοποιούσες αλληλουχίες μεταξύ ανθρώπου – fugu, 

που είναι χαρτογραφημένες στο ανθρώπινο γονιδίωμα (hg17) και 

παρουσιάζουν ομοιότητα σε ποσοστό 70% μεταξύ των γονιδιωμάτων των δύο 

αυτών οργανισμών (Pennacchio et al. 2006). 
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v. 2833 CNE, που είναι συντηρημένα μεταξύ ανθρώπου – zebrafish (D. rerio), 

είναι χαρτογραφημένα πάνω στο ανθρώπινο γονιδίωμα (hg17) και επιδεικνύουν 

ομοιότητα μεγαλύτερη από 70%, για πάνω από 80 νουκλεοτίδια, στα 

συγκεκριμένα γονιδιώματα (Shin et al. 2005). 

vi. 4782 CNE που είναι συντηρημένα μεταξύ ανθρώπου – elephant shark (C. 

milii), είναι χαρτογραφημένα πάνω στο ανθρώπινο γονιδίωμα (hg17) και 

επιδεικνύουν ομοιότητα μεταξύ των δύο γονιδιωμάτων, που κυμαίνεται μεταξύ 

71% και 98% (Venkatesh et al. 2006). 

vii. 4519 PCNE (Phylogenetically CNEs), που είναι χαρτογραφημένα στο 

γονιδίωμα του zebrafish (Ensembl 42) και είναι συντηρημένα σε amphioxus
3
, 

zebrafish, ποντίκι και fugu (Hufton et al. 2009). 

viii. 23651 CNE εντόμων, που εμφανίζουν 100% ομοιότητα, σε επίπεδο 

αλληλουχίας, μεταξύ D. melanogaster / D. pseudoobscura για περισσότερα από 

50 νουκλεοτίδια και είναι χαρτογραφημένα πάνω στο γονιδίωμα της 

D.melanogaster (dm1) (Glazov et al. 2005). 

ix. 2082 CNE νηματώδων, που παρουσιάζουν μια μέση ομοιότητα 96% σε επίπεδο 

αλληλουχίας μεταξύ των γονιδιωμάτων των C. elegans / C. briggsae και είναι 

χαρτογραφημένα στο γονιδίωμα του C. elegans (WS140) (Vavouri et al. 2007). 

x. 2614 μη κωδικοποιούσες αλληλουχίες, που χαρακτηριστικό τους είναι η 

εντυπωσιακή συντήρηση μεταξύ των γονιδιωμάτων του ανθρώπου, του 

ποντικού και του αρουραίου και είναι χαρτογραφημένα στο ανθρώπινο 

γονιδίωμα (hg17). Ένα υποσύνολο από αυτά τα στοιχεία έχει επιβεβαιωθεί 

πειραματικά ότι δρουν ως ενισχυτές κατά την ανάπτυξη (Visel et al. 2008). 

Στις περισσότερες περιπτώσεις χρησιμοποιούμε τη σουίτα εργαλείων BEDTools για τις 

υπολογιστικές αναλύσεις και το χειρισμό αρχείων τύπου BED
4
 (Quinlan & Hall 2010).   

 

Μασκάρισμα γονιδίων και κωδικοποιουσών αλληλουχιών 

                                                           
3
 amphioxus (ή lancelet, lancet: νυστέρι): τάξη θαλάσσιων χορδωτών, τα οποία αποτελούν 

αντικείμενο έρευνας στη ζωολογία, διότι η μελέτη του γονιδιώματός τους παρέχει πληροφορίες για 

την εξέλιξη των σπονδυλωτών, την προσαρμογή τους στην ξηρά, καθώς και τον τρόπο με τον 

οποίο τα σπονδυλωτά χρησιμοποίησαν «παλαιά» γονίδια για νέες λειτουργίες. 

4
 Τα αρχεία BED (Browser Extensible Data) είναι αρχεία συντεταγμένων διαφόρων στοιχείων 

γονιδιωμάτων. Δηλαδή αρχεία τριών στηλών του τύπου: chr αρχή τέλος. 
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Προχωράμε σε ένα πλήρες μασκάρισμα των περιοχών του ανθρώπινου γονιδιώματος (hg17 

και hg18) που χαρακτηρίζονται ως γονιδιακές. Επιπλέον μασκάρουμε περιβάλλουσες 

αλληλουχίες γύρω από κάθε γονίδιο: 5 kb στο 5’ άκρο και 2 kb στο 3’ άκρο, ώστε να 

αποκλείσουμε cis – ρυθμιστικά στοιχεία, των οποίων ο εντοπισμός ενδεχομένως 

καθορίζεται από την χωροταξική οργάνωση του εκάστοτε γονιδίου υπό ρύθμιση. Η περιοχή 

που βρίσκεται ανοδικά από τις περιοχές έναρξης της μεταγραφής (Transcription Start Sites, 

TSS) είναι ιδιαιτέρως εμπλουτισμένη σε τέτοιες ρυθμιστικές αλληλουχίες. Εκτεταμένες 

μάσκες των 10 kb και 100 kb χρησιμοποιούνται επίσης κατά έναν παρόμοιο τρόπο (δείτε 

«Αποτελέσματα»), ενώ σε όλες τις περιπτώσεις κάνουμε χρήση των BEDTools και δικών 

μας scripts. Στην περίπτωση της D. melanogaster, όταν αναφερόμαστε σε μασκαρισμένα 

CNE εντόμων, εννοούμε στοιχεία που δεν επικαλύπτονται με εξώνια και περιοχές 

ματίσματος και τα λαμβάνουμε από το πρόσθετο υλικό της μελέτης των Glazov και 

συνεργάτες (Glazov et al. 2005). Δεν προχωρούμε σε μασκάρισμα άλλων στοιχείων του 

γονιδιώματος, όπως είναι τα μεταθετά στοιχεία (Transposable Elements - TE), για τα οποία 

υπάρχουν ενδείξεις ότι ακολουθούν και αυτά κατανομές τύπου νόμους δύναμης, διότι δεν 

υπάρχουν ενδείξεις λειτουργικής αλληλεπίδρασης ή συστηματικού συνεντοπισμού μεταξύ 

CNE και ΤΕ. Μόνο ένα μικρό ποσοστό από TE έχει αναφερθεί πως έχoυν εξελιχθεί σε 

CNE, ωστόσο είναι πολύ λίγα ώστε να επηρεάσουν και να επαναδιαμορφώσουν την όλη 

κατανομή των CNE (Xie et al. 2006). 

 

Κατανομές μεγεθών αποστάσεων 

Ας υποθέσουμε ότι έχουμε μια μεγάλη συλλογή n αντικειμένων (στην περίπτωσή μας οι 

αποστάσεις, στο εξής spacers, μεταξύ των CNE) και ότι καθένα χαρακτηρίζεται από το 

μήκος του S. Σε τυπικές, τυχαίες τέτοιες συλλογές (όπως διαδοχές κορώνας σε ένα πείραμα 

ρίψης νομίσματος) μπορούμε να προσεγγίσουμε την κατανομή των μεγεθών με μια 

εκθετική κατανομή. Έστω ότι p(S) είναι η πιθανότητα ένας spacer να έχει μήκος μεταξύ  S-

s/2 και S+s/2 (οπου s είναι το μέγεθος του πλάτους του διαστήματος) και N*(S) ο αριθμός 

των spacers: 

 

Όταν εμφανίζεται ομαδοποίηση ανεξάρτητη κλίμακας (scale – free clustering), συσχετίσεις 

μακράς εμβέλειας εκτείνονται σε διάφορες κλίμακες μηκών (ιδανικά, για όλο το 
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εξεταζόμενο μήκος της γονιδιωματικής αλληλουχίας στην περίπτωσή μας) και οι 

κατανομές μεγέθους των spacers ακολουθούν νόμο δύναμης, ο οποίος αντιστοιχεί σε ένα 

γραμμικό γράφημα σε διπλή λογαριθμική κλίμακα: 

 

Σε αυτή τη διατριβή χρησιμοποιούμε την αθροιστική κατανομή μεγέθους και πιο 

συγκεκριμένα τη συμπληρωματική αθροιστική κατανομή μεγέθους (Clauset et al. 2009) 

που ορίζεται ως εξής: 

όπου p(r) είναι η κατανομή μεγέθους των αρχικών spacer (αποστάσεων). Η αθροιστική 

κατανομή έχει γενικά καλύτερες στατιστικές ιδιότητες, καθώς σχηματίζει ομαλότερες 

ουρές, που επηρεάζονται λιγότερο από στατιστικές διακυμάνσεις. Επιπλέον, εξ’ ορισμού, 

είναι ανεξάρτητη από την επιλογή του διαστήματος: σε μια αθροιστική καμπύλη, η τιμή 

του P(S) για μήκος S δε σχετίζεται με το υποσύνολο των spacer, των οποίων το μήκος 

πέφτει στο ίδιο διάστημα (bin), όπως στην αρχική κατανομή, αλλά αντιστοιχεί στον αριθμό 

των spacer που είναι μεγαλύτεροι από S. Για άρθρα ανασκόπησης πάνω στις κατανομές 

μεγεθών που ακολουθούν νόμους δύναμης και τις ιδιότητές τους, δείτε (Clauset et al. 2009; 

Adamic & Huberman 2002; Li 2002; Stumpf & Porter 2012; Newman 2005). 

 Η αθροιστική μορφή της κατανομής μεγέθους τύπου νόμου δύναμης είναι επίσης 

ένας νόμος δύναμης, που χαρακτηρίζεται από έναν εκθέτη (κλίση) ίσο με αυτόν της 

αρχικής κατανομής αυξημένο κατά 1: εάν 
μ

rp(r)
 1

, τότε: 

 

 

όπου Ν(S) είναι ο αριθμός των spacer που είναι μεγαλύτεροι ή ίσοι με S. Όλα τα 

διαγράμματα κατανομών που παρουσιάζονται εδώ αποτυπώνουν συμπληρωματικές 
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αθροιστικές κατανομές μεγεθών αποστάσεων (spacer) μεταξύ διαδοχικών CNE. Οι 

λογάριθμοι των μηκών αυτών των spacer (S) απεικονίζονται στον οριζόντιο άξονα, ενώ οι 

λογάριθμοι του αριθμού N(S) όλων των spacer μεγαλύτερων ή ίσων με S απεικονίζονται 

στον κατακόρυφο άξονα. 

 Η κλίση για έναν τυπικό νόμο δύναμης δεν υπερβαίνει την τιμή του μ = 2, ενώ το μ 

< 2 είναι μια συνθήκη που οδηγεί σε μια μη συγκλίνουσα τυπική απόκλιση. Στις 

γραμμικότητες τύπου νόμου δύναμης, που αναφέρονται πιο κάτω, η τιμή του μ είναι πάντα 

μικρότερη από 2. Οι κατανομές τύπου νόμου δύναμης που παρατηρούνται στη φύση έχουν 

πάντα ένα ανώτατο και ένα κατώτατο κατώφλι (inner and outer cutoff), το οποίο καθορίζει 

τη γραμμική περιοχή σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, όπου εκτείνεται η αυτο-ομοιότητα και 

μορφοκλασματικότητα (fractality). Η έκταση της γραμμικής περιοχής (Ε) αντικατοπτρίζει 

τις τάξεις μεγέθους, όπου εκτείνεται η μορφοκλασματικότητα. Η γραμμικότητα 

καθορίζεται με γραμμική παλινδρόμηση και η σχετιζόμενη τιμή του r
2 

είναι σε όλες τις 

περιπτώσεις μεγαλύτερη από 0.97 και σε ποσοστό, μεγαλύτερο από 90% των περιπτώσεων, 

υψηλότερη από 0.98. 

 Όλες οι εικόνες που παρουσιάζονται πιο κάτω περιλαμβάνουν, εκτός από τις 

κατανομές μεγεθών των αποστάσεων των CNE στα διάφορα γονιδιώματα, ένα σύνολο 

δέκα αναπληρωματικών κατανομών μεγεθών στοιχείων, που έχουμε προσομοιώσει 

(συνεχόμενες γραμμές), έτσι ώστε τα στοιχεία, που αναπαριστούν τα CNE, να 

τοποθετούνται τυχαία σε μια αλληλουχία. Ο αριθμός των τυχαία τοποθετημένων στοιχείων 

και το μήκος της αλληλουχίας που προσομοιώνονται είναι ίσα με το πλήθος των CNE και 

το μέγεθος του εξεταζόμενου χρωμοσώματος αντίστοιχα, κάθε φορά. Η ενσωμάτωση 

αυτών των τυχαίων (αναπληρωματικών) συνόλων δεδομένων στις εικόνες μάς επιτρέπει 

μια οπτικοποίηση της διαφοράς μεταξύ των παρατηρούμενων γονιδιωματικών κατανομών 

και εκείνων που αναμένονται στα πλαίσια της τυχαιότητας. Σημειώνουμε επίσης ότι, όπου 

εφαρμόζεται η μεθοδολογία του μασκαρίσματος των γονιδίων, κατασκευάζονται 

αντίστοιχα αναπληρωματικά σύνολα δεδομένων, που αποκλείουν την τυχαία τοποθέτηση 

στοιχείων, στο χώρο εκείνο, όπου εφαρμόζεται η μάσκα. 

 

Προσομοιώσεις χρησιμοποιώντας το μοντέλο γονιδιωματικών διπλασιασμών και 

απαλοιφών CNE 

Οι παρατηρούμενες γονιδιωματικές κατανομές αναπαράγονται μέσω προσομοιώσεων, 

χρησιμοποιώντας μια ευρεία σειρά παραμέτρων. Στην τελευταία εικόνα (Εικόνα 5) αυτού 

του κεφαλαίου δείχνουμε χαρακτηριστικές περιπτώσεις. Αρχικά, 1000 στοιχεία (που 
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αντιπροσωπεύουν CNE) εισάγονται τυχαία σε μια αλληλουχία μήκους 2 Μb. Στο τμήμα 

(α) της τελευταίας εικόνας φαίνονται στιγμιότυπα του αναδυόμενου προτύπου νόμου 

δύναμης, όπως αυτό εξελίσσεται στο χρόνο. Κάθε 50 γεγονότα τμηματικού διπλασιασμού 

υπολογίζονται συμπληρωματικές αθροιστικές κατανομές μεγεθών αποστάσεων (spacer) 

μεταξύ διαδοχικών CNE. Κάθε γεγονός τμηματικού διπλασιασμού (Segmental Duplication, 

SD) περιλαμβάνει μια περιοχή με μήκος που λαμβάνεται από μια ομοιόμορφη κατανομή, 

με μέγιστο το 5% του εκάστοτε μήκους κάθε φορά της αλληλουχίας που προσομοιώνεται. 

Σε όλες αυτές τις προσομοιώσεις, μετά από κάθε γεγονός SD, ένα πλήθος CNE ίσο με 90% 

του αριθμού των διπλασιασμένων CNE απαλοίφεται (αυτό υποδηλώνεται ως fr = 0.9). Στο 

τμήμα (β) της τελευταίας εικόνας παρουσιάζονται τρεις καμπύλες κατανομών, που έχουν 

παραχθεί μετά από αριθμητικές προσομοιώσεις και όπου το κλάσμα fr παίρνει τις τιμές 0.8, 

0.9 και 1. Στο τμήμα (γ) της ίδιας εικόνας παρουσιάζονται ξανά τρεις καμπύλες 

κατανομών. Σε αυτές τις προσομοιώσεις, το κλάσμα fr παραμένει σταθερό και ίσο με 0.9, 

ενώ σε δύο εξ’ αυτών επιτρέπονται περαιτέρω απαλοιφές, μία και δύο μετά από κάθε 

γεγονός τμηματικού διπλασιασμού (SD) αντίστοιχα. 

 

Αποτελέσματα 

Εμφάνιση κατανομών τύπου νόμου δύναμης στις αποστάσεις μεταξύ των CNE 

To κύριο εύρημα της μελέτης που περιγράφουμε σε αυτό το κεφάλαιο είναι η εκτεταμένη 

εμφάνιση κατανομών τύπου νόμου δύναμης στις αποστάσεις μεταξύ διαδοχικών CNE. 

Στην ανάλυσή μας περιλαμβάνουμε σύνολα δεδομένων CNE από διαφορετικές ταξινομικές 

ομάδες και συγκρίνουμε πληθυσμούς CNE που φαίνεται να έχουν αποκτήσει κάποια 

λειτουργία σε διαφορετικά εξελικτικά στάδια. Τα CNE, που μελετούμε, είναι επίσης 

χαρτογραφημένα σε διαφορετικά γονιδιώματα (άνθρωπος, D. melanogaster, C. elegans, D. 

rerio). 

 Στην Εικόνα 1 παρουσιάζουμε τις κατανομές μεγεθών των αποστάσεων μεταξύ 

διαδοχικών CNE σε διαγράμματα διπλής λογαριθμικής κλίμακας. Αναφέρουμε, επίσης, τη 

γραμμική περιοχή Ε της εκάστοτε κατανομής και την κλίση μ. Στον Πίνακα 2 συνοψίζουμε 

τα αποτελέσματα για κάθε οργανισμό και αναφέρουμε τη μέση τιμή για τη γραμμική 

περιοχή Ε σε διπλή λογαριθμική κλίμακα για όλα τα χρωμοσώματα (avg E) και για τα 

πέντε χρωμοσώματα με τη μεγαλύτερη παρατηρούμενη έκταση Ε (avg E-5). Η έκταση Ε 

αντικατοπτρίζει τις τάξεις μεγέθους, όπου εκτείνεται η κατανομή τύπου νόμου δύναμης. Σε 

αυτό το κεφάλαιο και, πιο συγκεκριμένα στα αποτελέσματα που βλέπετε, χρησιμοποιούμε 



 
24 

την ποσότητα Ε, ώστε να μετρήσουμε την ύπαρξη μιας αυτο-ομοιότητας στη γεωμετρία 

των χρωμοσωμάτων και για να εκτιμήσουμε τη συμφωνία των παρατηρούμενων 

γονιδιωματικών κατανομών με το εξελικτικό μοντέλο που προτείνουμε (δείτε 

«Συζήτηση»). 

 Τα πρότυπα τύπου νόμου δύναμης δεν ανιχνεύονται μόνο σε στοιχίσεις μεταξύ 

στενά σχετιζόμενων γονιδιωμάτων, αλλά είναι διαδεδομένα παντού. Τα στοιχεία, που 

ταυτοποιήθηκαν από ολικές στοιχίσεις γονιδιωμάτων θηλαστικών και αμνιωτικών, ήταν 

από τα πρώτα συντηρημένα μη κωδικοποιούντα στοιχεία, που απαντώνται σε αριθμούς 

ικανούς ώστε να μας επιτρέψουν στατιστική ανάλυση της χρωμοσωμικής κατανομής τους. 

Το πλήρες σύνολο περιλαμβάνει 16575 αμνιωτικά CNE και 82335 CNE θηλαστικών (Kim 

& Pritchard 2007). Παρατηρούμε πρότυπα τύπου νόμου δύναμης επίσης σε συλλογές CNE 

που προέρχονται από στοιχίσεις που περιλαμβάνουν θηλαστικά μαζί με τελεόστεους, των 

οποίων ο κοινός πρόγονος αποσχίστηκε ±450 MYA και χονδριχθύες (elephant shark) που 

απέκλιναν ±530 MYA (Kumar & Hedges 1998). Η κατανομή μεγέθους των αποστάσεων 

μεταξύ των CΝΕ στα γονιδιώματα ασπόνδυλων, όπως η D. melanogaster και o C. elegans, 

ακολουθεί επίσης παρόμοιο πρότυπο. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι τα CNE 

σπονδυλωτών και ασπόνδυλων μοιράζονται κάποια κοινά χαρακτηριστικά αλληλουχίας 

αλλά δεν είναι πανομοιότυπα (Vavouri et al. 2007), συνεπώς φαίνεται, σε συνδυασμό με τα 

αποτελέσματά μας, ότι οι κατανομές τους είναι πιθανόν να διαμορφώνονται από κοινούς 

μηχανισμούς. 

 

Εικόνα 1: Ενδεικτικά παραδείγματα κατανομών αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE, ανά 

χρωμόσωμα, στο ανθρώπινο γονιδίωμα (a-e) και στο γονιδίωμα της D. melanogaster (f). 

Παρατηρούμε εκτενή γραμμικότητα σε διπλή λογαριθμική κλίμακα. Περισσότερες 

πληροφορίες στο κείμενο. 
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Πίνακας 2: Τάση σχηματισμού νόμων δύναμης για διάφορα σύνολα δεδομένων CNE, όπως 

ποσοτικοποιείται από την έκταση Ε. Για περισσότερες πληροφορίες, δείτε κείμενο. 
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 Οι κατανομές τύπου νόμου δύναμης χαρακτηρίζονται από την υπερεκπροσώπηση 

μεγάλων spacer. Γι’ αυτό το λόγο, θα περίμενε κανείς, ότι εκτεταμένες γραμμικότητες 

ευνοούνται σε μικρότερα σύνολα δεδομένων. Αποδεικνύουμε ότι αυτό δεν ισχύει. 

Βασισμένοι στα δεδομένα μας, συμπεραίνουμε ότι, οι κατανομές μεγέθους των 

αποστάσεων μεταξύ των CNE είναι εγγενείς του συστήματος που μελετούμε και δεν 

εξαρτώνται από τους πληθυσμούς των στοιχείων. Αυτό φαίνεται από το γεγονός ότι όταν 

μειώνουμε τους αριθμούς των CNE θηλαστικών (± 80000), μέσω τυχαίας δειγματοληψίας, 

σε παρόμοιους αριθμούς με αυτούς των αμνιωτικών (± 16000), τα οποία χαρακτηρίζονται 

από πιο εκτεταμένες γραμμικότητες, η έκταση της γραμμικότητας δεν αυξάνεται. 

Απεναντίας, η γραμμικότητα, σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, εξαφανίζεται ως συνέπεια 

της αλλαγής του υπό μελέτη γονιδιωματικού τοπίου (δείτε Εικόνα 2, Τμήμα Α). 

Παρομοίως, η γραμμικότητα εξαφανίζεται όταν μελετούμε πληθυσμούς αμνιωτικών CNE 

και CNE θηλαστικών που έχουν συγχωνευθεί, δηλαδή ανακατευτεί μεταξύ τους χωρίς 

φυσικά να αλλάξουμε τη χωροταξική δομή και το μέγεθος των στοιχείων (δείτε Εικόνα 2, 

Τμήμα Β). Επομένως, ισχυριζόμαστε οτι τα αποτελέσματά μας είναι χαρακτηριστικά και 

αντικατοπτρίζουν τη δυναμική κάθε κλάσης CNE που μελετάται και δεν εξαρτώνται από 

τους πληθυσμούς των στοιχείων, δεδομένου βέβαια ότι το πλήθος των CNE είναι επαρκές 

για στατιστική ανάλυση.     
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Εικόνα 2: Ενδεικτικά παραδείγματα κατανομών αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE για τα 

πέντε πρώτα χρωμοσώματα στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Α) τυχαία επιλεγμένων (randomly 

selected) CNE θηλαστικών ίδιου αριθμού με τα CNE αμνιωτικών και Β) CNE αμνιωτικών και 

θηλαστικών που έχουν ανακατευτεί (merged), απαρτίζοντας έναν ενιαίο πληθυσμό. 

Α. 

 

 

Β. 
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Οι παρατηρούμενες κατανομές των αποστάσεων των CNE δεν αποτελούν συνέπεια του 

εντοπισμού των γονιδίων στο ίδιο χρωμόσωμα  

Κατανομές τύπου νόμου δύναμης παρατηρούνται και στη χρωμοσωμική κατανομή των 

κωδικοποιουσών περιοχών (Sellis & Almirantis 2009). Όπως είναι γνωστό από τη 

βιβλιογραφία και αναφέραμε πιο πάνω, τα CNE σχετίζονται χωρικά με γονίδια που 

κωδικοποιούν μεταγραφικούς παράγοντες και ρυθμιστές της ανάπτυξης (επίσης γνωστά ως 

trans – dev γονίδια) (Sandelin et al. 2004; Sanges et al. 2013; Woolfe & Elgar 2008). Με 

σκοπό να αποκλείσουμε την πιθανότητα οι παρατηρούμενες χρωμοσωμικές κατανομές να 

είναι αποτέλεσμα των προτύπων τύπου νόμου δύναμης, που ακολουθούνται από τις 

κατανομές των αποστάσεων μεταξύ γονιδίων, εφαρμόζουμε μασκάρισμα όλων των 

γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες καθώς και εκτεταμένων περιοχών εκατέρωθεν κάθε 
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γονιδίου, όπου συνήθως εντοπίζονται οι περισσότερες ρυθμιστικές αλληλουχίες. Με τον 

όρο μασκάρισμα εννοούμε τον αποκλεισμό όλων των στοιχείων που βρίσκονται μέσα σε 

γονίδια και στις περιβάλλουσες περιοχές και όχι αφαίρεση των ίδιων των γονιδίων, καθώς 

το τελευταίο θα άλλαζε την κατανομή μεγέθους των αποστάσεων μεταξύ των CNE. 

Διαπιστώνουμε ότι η γραμμικότητα, στα διαγράμματα διπλής λογαριθμικής κλίμακας, όχι 

μόνο διατηρείται, αλλά στις περισσότερες περιπτώσεις βελτιώνεται, όπως φαίνεται από την 

αύξηση της έκτασης της γραμμικής περιοχής. Αυτό δείχνει ότι, ακόμα και αν 

αποκλείσουμε από τη μελέτη μας τα CNE, τα οποία εντοπίζονται κοντά σε γονίδια (και 

επομένως ακολουθούν την κατανομή τους), η χρωμοσωμική κατανομή των CNE, που 

απομένουν, παρουσιάζει και πάλι πρότυπα τύπου νόμου δύναμης. Ο βασικός μας στόχος, 

εδώ, είναι να δείξουμε ότι η δυναμική, που δημιουργεί το πρότυπο τύπου νόμου δύναμης, 

δεν είναι μια απλή απόρροια της κατανομής των γονιδίων, παρόλο που οι δύο κατανομές 

είναι αναμενόμενο να επηρεάζουν η μία την άλλη, ένα γεγονός το οποίο δεν λαμβάνουμε 

υπόψη στο απλό μοντέλο μας εδώ. Παραδείγματα τέτοιων διαγραμμάτων δίνονται στην 

Εικόνα 3, ενώ στον Πίνακα 2 δίνονται, για μια σύγκριση, τα αποτελέσματα, που αφορούν 

τα χρωμοσώματα, όπου έχουν μασκαριστεί τα γονίδια, ανά οργανισμό. 

 Διαλέγουμε να εφαρμόσουμε τη μεθοδολογία του μασκαρίσματος στο ανθρώπινο 

γονιδίωμα και για τα πιο πολυπληθή σύνολα δεδομένων CNE (Kim & Pritchard 2007; 

Stephen et al. 2008), καθώς και για τα πιο «αρχαία» στοιχεία που είναι συντηρημένα 

μεταξύ ανθρώπου και zebrafish (Shin et al. 2005) ή ανθρώπου και elephant shark 

(Venkatesh et al. 2006), δείτε σύνολα δεδομένων iia,b, i, v και vi αντίστοιχα. Σε όλες τις 

περιπτώσεις, που μελετούμε, παρατηρούμε κατανομές τύπου νόμου δύναμης μεταξύ των 

αποστάσεων των CNE που εκτείνονται σε αρκετές τάξεις μεγέθους (δείτε Πίνακα 2). Μια 

παρόμοια μεθοδολογία εφαρμόζεται και στο γονιδίωμα της D. melanogaster, δείτε σύνολο 

δεδομένων viii. Ο σκοπός της μεθοδολογίας μασκαρίσματος, που εφαρμόζουμε, δεν είναι 

να αποκλείσει τα CNE, που δρουν ως απομακρυσμένα ρυθμιστικά στοιχεία, μέσω π.χ. του 

μηχανισμού της αναδίπλωσης της χρωματίνης (Viturawong et al. 2013). Κάτι τέτοιο θα 

ήταν πολύ δύσκολο, διότι οι αλληλεπιδράσεις των CNE με τα γονίδια στόχους τους 

παραμένουν ασαφείς, ενώ όταν μιλάμε για λειτουργικές αλληλεπιδράσεις τα πράγματα 

γίνονται ακόμα πιο δύσκολα, καθώς δεν υπάρχουν, όπως αναφέραμε και στην αρχή της 

διατριβής, πειραματικές διατάξεις που να μας επιτρέπουν τέτοια μελέτη. Επομένως, 

επιλέγουμε να παρουσιάσουμε μια μετριοπαθή (5 kb ανοδικά του 5’ άκρου και 2 kb 

καθοδικά του 3’ άκρου) μέθοδο μασκαρίσματος, έτσι ώστε να αποκλείσουμε μόνο 

στοιχεία, τα οποία δρουν ως ρυθμιστές της μεταγραφής, λόγω εγγύτητας σε υποκινητές και 
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που ενδεχομένως σχετίζονται χωρικά με γειτονικά γονίδια. Για να επιβεβαιώσουμε τον 

ισχυρισμό μας, ωστόσο, εφαρμόζουμε μεθοδολογία μασκαρίσματος, θεωρώντας 

εκτεταμένες παρεμβάλλουσες αλληλουχίες (10 kb και 100 kb, σε ξεχωριστά πειράματα) 

στο σύνολο δεδομένων EU100+ (ευθηρίων, δείτε  και Πίνακα 2) για έξι χρωμοσώματα (τα 

πέντε μεγαλύτερα και το χρωμόσωμα 10, το οποίο είναι εμπλουτισμένο σε CNE). 

Παρατηρούμε ότι η γραμμικότητα σε διπλή λογαριθμική κλίμακα είναι ακόμα εμφανής 

στις κατανομές των αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE και επιπλέον εκτείνεται σε 

αρκετές τάξεις μεγέθους. Ακόμη και στην περίπτωση του μασκαρίσματος στα 100 kb, οι 

γραμμικότητες παραμένουν, παρά το γεγονός ότι απομένουν λίγα CNE μετά το 

μασκάρισμα σε τόσο μεγάλη κλίμακα (δείτε Εικόνα 4). 

 

Εικόνα 3: Ενδεικτικά παραδείγματα κατανομών αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE, ανά 

χρωμόσωμα, στο ανθρώπινο γονιδίωμα (a-e) και στο γονιδίωμα της D. melanogaster (f), μετά 

τον αποκλεισμό στοιχείων CNE, που ανιχνεύονται σε περιοχές γονιδίων (εσωνικές ή 

εξωγονιδιακές), καθώς και σε περιβάλλουσες των γονιδίων περιοχές. Η έκταση των 

παρατηρούμενων νόμων δύναμης όχι μόνο διατηρείται, αλλά αυξάνει, όπως προκύπτει από την 

αύξηση γραμμικότητας σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, πρβλ.  Εικόνα 1. Για την κατασκευή των 

δέκα τυχαίων κατανομών μεγεθών στοιχείων, σε αυτήν την περίπτωση, αποκλείεται και η 

θεωρηθείσα «περιοχή αποκλεισμού» κάθε φορά, κατά την τυχαία κατανομή στοιχείων σε τεχνητά 

χρωμοσώματα, μεγέθους ίδιου με το πραγματικό. 

 



 
31 

 
 
Εικόνα 4: Ενδεικτικά παραδείγματα κατανομών αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE, για τα 

έξι χρωμοσώματα στο ανθρώπινο γονιδίωμα (πέντε μεγαλύτερα και χρωμόσωμα 10), στο 

σύνολο δεδομένων EU100+, μετά τον αποκλεισμό στοιχείων CNE, που ανιχνεύονται σε 

περιοχές γονιδίων (εσωνικές ή εξωγονιδιακές), καθώς και σε περιβάλλουσες των γονιδίων 

περιοχές. Α) αποκλεισμός στοιχείων CNE που βρίσκονται μέσα σε γονίδια καθώς και 10 kb 

εκατέρωθεν από κάθε γονίδιο και Β) αποκλεισμός στοιχείων CNE που βρίσκονται μέσα σε γονίδια 

καθώς και 100 kb εκατέρωθεν από κάθε γονίδιο. 

Α. 
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Β. 
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Συζήτηση 

Ένα προτεινόμενο εξελικτικό μοντέλο που αναπαράγει τις παρατηρούμενες κατανομές 

τύπου νόμου δύναμης και βασίζεται σε διπλασιασμούς (τμηματικούς ή ολόκληρου του 

γονιδιώματος) και σε απώλεια CNE 

Γεγονότα τμηματικού διπλασιασμού συνέβησαν διαρκώς κατά την εξελικτική ιστορία 

σχεδόν όλων των ευκαρυωτικών οργανισμών (De Grassi et al. 2008; Kehrer-Sawatzki & 

Cooper 2008; Kirsch et al. 2008; McLysaght et al. 2000). Περίπου ένα 10% του μη 

επαναλαμβανόμενου ανθρώπινου γονιδιώματος αποτελείται από αναγνωρίσιμα (δηλαδή 

σχετικά πρόσφατα) γεγονότα τμηματικών διπλασιασμών (Bailey et al. 2002). Υπολογίζεται 

ότι ένα 50% όλων των γονιδίων, σε ένα γονιδίωμα, αναμένεται πως διπλασιάζεται, 

δίνοντας «απογόνους» μία φορά τουλάχιστον, σε κλίμακες χρόνου από 35 έως 350 

εκατομμύρια χρόνια (Lynch 2000). Επιπλέον, οι περισσότεροι οργανισμοί ταξινομικών 

ομάδων έχουν υποστεί παλαιοπολυπλοειδισμό κατά τη διάρκεια της εξέλιξής τους, δηλαδή 

διπλασιασμό ολόκληρου του γονιδιώματός τους και μετέπειτα ταυτόχρονη μείωση σε 

διπλοειδισμό (Gibson & Spring 2000; Sémon & Wolfe 2007). Τμηματικοί διπλασιασμοί 

και παλαιοπολυπλοειδισμοί παράγουν αντίγραφα ορισμένων ή όλων των γονιδίων ενός 

οργανισμού, αλλά επίσης και άλλων λειτουργικών ή πιθανά λειτουργικών στοιχείων του 

γονιδιώματος, όπως τα CNE. Όπως συμφωνούν όλοι οι ερευνητές (Lynch 2000; Sémon & 

Wolfe 2007; Kasahara 2007), η μοίρα των περισσότερων διπλασιασμένων γονιδίων είναι 

ότι ένα αντίγραφο αποσιωπάται, χάνοντας την ικανότητα να μεταγραφεί και μετά σταδιακά 

αποσυντίθεται με τη συσσώρευση τυχαίων μεταλλάξεων, ενώ εκτίθεται επίσης στην 

πιθανότητα εκτομής, λόγω των απαλοιφών που καθοδηγούνται από τον ανασυνδυασμό. Η 

μοίρα των διπλασιασμένων CNE αναμένεται να είναι παρόμοια, επομένως ένα 

διπλασιασμένο CNE ενδεχομένως να καθίσταται περιττό και να σταματά να βρίσκεται 

κατώ από επιλεκτική πίεση, με αποτέλεσμα σταδιακά να συσσωρεύει μεταλλάξεις, να 

χάνεται και να μην είναι πλέον αναγνωρίσιμο. Η ύπαρξη μιας άλλης πηγής απώλειας CNE 

υποστηρίζεται από πρόσφατα ευρήματα της συγκριτικής γονιδιωματικής, όπως το γεγονός 

ότι πολλά από τα CNE, που είναι συντηρημένα μεταξύ elephant shark και ανθρώπου, δεν 

αναγνωρίζονται πλέον στο γονιδίωμα του fugu (δείτε αμέσως επόμενη ενότητα για 

περαιτέρω συζήτηση). Σε αυτήν την περίπτωση, όχι μόνο χάνονται τα διπλασιασμένα 

αντίγραφα των CNE, αλλά επιπλέον τα CNE που είναι παρόντα σε έναν προγονικό 

οργανισμό μειώνονται αισθητά.  
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 Η περιστασιακή απώλεια λειτουργίας CNE και η μετέπειτα αποσιώπησή τους, οι 

διπλασιασμοί του γονιδιώματος και οι επαναλαμβανόμενοι τμηματικοί διπλασιασμοί, μαζί 

με άλλες εκφάνσεις της δυναμικής του γονιδιώματος (π.χ. εισδοχές μεταθετών στοιχείων 

και άλλων ειδών παρασιτικών αλληλουχιών) μπορούν να συνδυαστούν σε ένα εξελικτικό 

μοντέλο, του οποίου η ικανότητα να παράγει χρωμοσωμικές κατανομές τύπου νόμου 

δύναμης μπορεί να ελεγχθεί με τη βοήθεια υπολογιστικών προσομοιώσεων. 

Ενσωματώνουμε λοιπόν όλες αυτές τις παραμέτρους σε ένα μοντέλο, το οποίο ονομάζουμε 

«μοντέλο διπλασιασμών του γονιδιώματος – απώλειας CNE». Τα γεγονότα που 

συμβαίνουν στο γονιδίωμα και περιλαμβάνονται στο μοντέλο μας είναι: 

i. Τμηματικοί διπλασιασμοί εκτεταμένων περιοχών των χρωμοσωμάτων. Αυτό το 

βήμα ενδεχομένως περιλαμβάνει, ως περιοριστικό παράγοντα, διπλασιασμούς 

ολόκληρου του γονιδιώματος, παρόλο που δεν λαμβάνονται υπόψη στα 

παραδείγματα που δείχνονται εδώ. 

ii. Τυχαίες απαλοιφές ενός αριθμού CNE, ο οποίος είναι χαμηλότερος ή ίσος με 

τον αριθμό εκείνων που διπλασιάζονται. 

iii. Περιστασιακά, επιπλέον απαλοιφές μη διπλασιασμένων CNE. 

iv. Εισδοχές αλληλουχιών, που αυξάνουν το συνολικό μήκος της χρωμοσωμικής 

αλληλουχίας. Αυτές μπορεί να είναι μεταθετά στοιχεία, ρετροϊοί, επεκτάσεις 

μικροδορυφόρων, κ.ά. 

v. Απαλοιφές τμημάτων αλληλουχίας, που βρίσκονται, συνήθως, υπό ασθενή ή 

καθόλου επιλεκτική πίεση. 

Το προτεινόμενο εξελικτικό μοντέλο αναπαράγει τις κατανομές τύπου νόμου δύναμης των 

μεγεθών των αποστάσεων μεταξύ των CNE, δείτε Εικόνα 5. Αυτή η ιδιότητα 

αποδεικνύεται αριθμητικά ότι ευσταθεί απέναντι στις ποσοτικές τροποποιήσεις όλων των 

τύπων των εμπλεκόμενων μοριακών γεγονότων. Μόνο τα γεγονότα τύπου i και ii είναι 

αναγκαία για την εμφάνιση του προτύπου νόμου δύναμης. Αυτή η δυναμική είναι πολύ 

κοντινή στη σύλληψή της με αυτή που έχει περιγραφεί νωρίτερα για την εξήγηση 

ανάλογων προτύπων κατανομής που ακολουθούνται από τα γονίδια, που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες (Sellis & Almirantis 2009). Σε ένα εντελώς διαφορετικό πλαίσιο μελέτης άλλων 

στοιχείων του γονιδιώματος, δηλαδή όταν εξετάζονται μη συντηρημένες αλληλουχίες, 

όπως επαναμβανόμενες αλληλουχίες ή μικροδορυφόροι, απαιτούνται τα γεγονότα τύπου iii 

και iv, αντί για τα i και ii (Sellis et al. 2007; Klimopoulos et al. 2012). Τα γεγονότα, τύπου 

iv και v, έχει δειχθεί αριθμητικά, σε προσομοιώσεις υπολογιστών, ότι δεν απαιτούνται για 

την ανάδυση των προτύπων τύπου νόμου δύναμης. Η ενσωμάτωση των γεγονότων του 
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τύπου iv δοκιμάζει την ακεραιότητα του μοντέλου, καθώς ο πολλαπλασιασμός των 

επαναλαμβανόμενων στοιχείων αποτελεί, για πολλούς οργανισμούς, σημαντικό μέρος και 

κινητήρια δύναμη επέκτασης του γονιδιώματός τους. Γεγονότα του τύπου v 

αντιπροσωπεύουν, είτε διαγραφή περιοχών αλληλουχίας, συνήθως εξ’ αιτίας άνισου 

επιχιασμού, είτε σταδιακή συρρίκνωση από γεγονότα εισαγωγής / διαγραφής (indel 

events), τα οποία ευνοούν τη μείωση του συνολικού μήκους της αλληλουχίας του 

χρωμοσώματος. Αυτοί οι τύποι γεγονότων αποδεικνύονται μεγάλης σημασίας στα 

γονιδιώματα που έχουν καταστεί εξαιρετικά συμπαγή (π.χ. κατά την εξέλιξη της 

Drosophila melanogaster ή στην περίπτωση του Takifugu rubripes). Παραδείγματα 

προσομοιώσεων, χρησιμοποιώντας όλους αυτούς τους τύπους δυναμικής του 

γονιδιώματος, δίνονται στην πρόσφατη μελέτη των Sellis και συνεργάτες (Sellis & 

Almirantis 2009). 

 Τα προαναφερθέντα εξελικτικά σενάρια βασίζονται σε ένα αναλυτικά επιλύσιμο 

μοντέλο, που προτάθηκε από τους Takayasu και συνεργάτες (Takayasu et al. 1991), για την 

εμφάνιση των κατανομών μεγεθών τύπου νόμου δύναμης κατά την αύξηση, μέσω 

συσσωμάτωσης, σφαιριδίων σε φυσικοχημικά συστήματα. Σημειώνουμε ότι το μοντέλο, 

που παρουσιάζουμε εδώ και το οποίο περιγράφει τη δυναμική στο γονιδίωμα των CNE, δεν 

είναι αναλυτικά επιλύσιμο και επομένως δεν υπάρχουν σταθεροί εκθέτες (κλίσεις για το 

γραμμικό τμήμα σε διπλή λογαριθμική κλίμακα). Αυτό επιβεβαιώνεται από όλες τις 

υπολογιστικές μας προσομοιώσεις και βρίσκεται σε συμφωνία με την ποικιλία τιμών της 

κλίσης μ, που συναντώνται στη μελέτη των κατανομών των CNE του γονιδιώματος. 

Επομένως, τα αποτελέσματά μας αποκλίνουν από τον τυπικό / φορμαλιστικό ορισμό του 

νόμου δύναμης, αφενός επειδή η γραμμικότητα σε διπλή λογαριθμική κλίμακα λαμβάνει, 

στην περίπτωσή μας, ένα κατώτατο και ένα ανώτατο κατώφλι (στην πραγματικότητα, αυτό 

είναι ένα χαρακτηριστικό που είναι κοινό σε όλες τις περιπτώσεις νόμων δύναμης, που 

απαντώνται στη φύση) και αφετέρου κυρίως επειδή απουσιάζει ένας σταθερός / καθολικός 

εκθέτης (κλίση). Αυτός είναι και ο κύριος λόγος που ονομάζουμε τα πρότυπα που 

παρατηρούμε «τύπου νόμου δύναμης», σε όλη την παρούσα διατριβή. Για μια, εις βάθος, 

ανασκόπηση των μαθηματικών απαιτήσεων ώστε να έχουμε νόμους δύναμης, δείτε εδώ 

(Stumpf & Porter 2012). Οι συγκεκριμένοι συγγραφείς προτείνουν ότι αυτές οι απαιτήσεις 

περιλαμβάνουν έναν στατιστικά ισχυρό  νόμο δύναμης (εκτεταμένη γραμμικότητα σε διπλή 

λογαριθμική κλίμακα, με ενδείξεις σύγκλισης προς έναν καθολικό εκθέτη) και μια ισχυρή 

θεωρία από πίσω, που να τον υποστηρίζει. Στην περίπτωσή μας δείχνουμε ξεκάθαρα ότι 

απουσιάζει ένας καθολικός εκθέτης (κλίση) από τις γραμμικότητες σε διπλή λογαριθμική 
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κλίμακα, που παρατηρούμε στα γονιδιωματικά μας δεδομένα και που είναι συχνά αρκετά 

εκτεταμένες. Από την άλλη, αυτή η απουσίας καθολικότητας αποτελεί ένα χαρακτηριστικό 

γνώρισμα, που μοιράζονται τα πρότυπα κατανομής των αποστάσεων μεταξύ των CNE που 

περιγράφουμε εδώ, καθώς και οι προσομοιώσεις του προτεινόμενου εξελικτικού μοντέλου. 

Αυτό το χαρακτηριστικό, μαζί με την κοινή εξάρτηση στις εξελικτικές παραμέτρους που 

μοιράζονται μεταξύ τους οι γονιδιωματικές κατανομές και οι κατανομές του μοντέλου, 

ενισχύουν την υπόθεση ότι τα γεγονότα εξελικτικής δυναμικής που προτείνουμε (και 

περιγράφονται από το μοντέλο) ενδεχομένως αποτελούν την αιτία των παρατηρούμενων 

προτύπων στο γονιδίωμα.  

 Κάτω από ένα εύρος συνδυασμών παραμέτρων, το μοντέλο μας είναι σε θέση να 

αναπαράγει τις παροδικές κατανομές τύπου νόμου δύναμης που παρατηρούμε στα 

γονιδιωματικά δεδομένα. Στις προσομοιώσεις της Εικόνας 5a & b, περιλαμβάνονται μόνο 

γεγονότα του τύπου i και ii, δηλαδή τμηματικοί διπλασιασμοί (SD) ακολουθούμενοι από 

απώλειες CNE. Στην Εικόνα 5a παρακολουθείται ένα χρωμόσωμα υπό προσομοίωση, 

λαμβάνοντας διαδοχικά στιγμιότυπα κάθε 50 SD, ξεκινώντας από μια αρχικά (στη στιγμή 

0) τυχαία κατανομή στοιχείων, που αντιπροσωπεύουν τα CNE του γονιδιώματος. 

Βλέπουμε ότι σταδιακά αρχίζει να εμφανίζεται μια γραμμική περιοχή τύπου νόμου 

δύναμης στις αθροιστικές κατανομές των αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE, σε διπλή 

λογαριθμική κλίμακα, παρόμοια με αυτή που παρατηρείται για τα πραγματικά 

χρωμοσώματα. Αυτό το γράφημα δείχνει επίσης τη θετική εξάρτηση της παρατηρούμενης 

έκτασης της γραμμικότητας, σε σχέση με τον αριθμό των SD που έχουν συμβεί. Στην 

Εικόνα 5b απεικονίζεται η θετική εξάρτηση της έκτασης της γραμμικότητας σε σχέση με 

τον αριθμό των CNE που έχουν απαλοιφθεί (έχουν χαθεί μετά από κάθε γεγονός 

τμηματικού διπλασιασμού). Εδώ ο αριθμός των CNE, που έχουν απαλοιφθεί, εκφράζεται 

ως ένα κλάσμα (fraction, fr) εκείνων που έχουν διπλασιαστεί εξ’ αιτίας των γεγονότων 

τμηματικού διπλασιασμού. Τέλος, στην Εικόνα 5c, προσομοιώνονται επιπρόσθετες 

απαλοιφές μη διπλασιασμένων CNE (γεγονότα του τύπου iii) και δείχνεται η θετική 

εξάρτηση της έκτασης της γραμμικότητας, σε σχέση με τον αριθμό των μη 

διπλασιασμένων CNE που έχουν χαθεί. Όπως συζητούμε με περισσότερη λεπτομέρεια πιο 

κάτω, αυτό το εύρημα είναι συμβατό με τις εκτεταμένες γραμμικότητες που παρατηρούνται 

στις κατανομές των CNE τελεόστεων, όπου έχουν αναφερθεί σημαντικές απώλειες 

προγονικών («αρχαίων») CNE. Τέτοια προγονικά CNE δε βρίσκονται στο γονιδίωμα των 

τελεόστεων, ενώ διατηρούνται στη γενιά των τετράποδων. 
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Εικόνα 5: Προσομοιώσεις χρησιμοποιώντας το μοντέλο γονιδιωματικών διπλασιασμών και 

απώλειας CNE. Απεικονίζεται η εξάρτηση της έκτασης της γραμμικότητας, σε log-log κλίμακα, 

για τις αποστάσεις μεταξύ διαδοχικών CNE υπό προσομοίωση και για διαφορετικές παραμέτρους 

από: (a) Τον αριθμό των τμηματικών διπλασιασμών (Segmental Duplications, SD), (b) Το ποσοστό 

των διπλασιασμένων CNE (fr) που απαλοίφονται μετά από κάθε γεγονός SD, (c) Τον αριθμό των 

επιπρόσθετων απαλοιφών, μη διπλασιασμένων, CNE. Στο (a) είμαστε σε θέση να 

παρακολουθήσουμε την εξέλιξη του αναδυόμενου προτύπου τύπου νόμου δύναμης, καθώς οι 

τέσσερις καμπύλες ανταποκρίνονται σε διαδοχικά στιγμιότυπα, που πάρθηκαν από το ίδιο 

αριθμητικό πείραμα. Η καμπύλη που αποτυπώνεται με τετράγωνα είναι κοινή και στα τρία 

διαγράμματα και αντιπροσωπεύει μια προσομοίωση που περιλαμβάνει 150 SD, όπου το 90% 

(fr=0.9) του αριθμού των διπλασιασμένων CNE χάνονται. Τα γραμμικά τμήματα υπολογίζονται με 

γραμμική παλινδρόμηση και σε όλες τις περιπτώσεις r
2
 > 0.98       
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Εξελικτική προέλευση και προεκτάσεις των χρωμοσωμικών κατανομών των CNE 

Στο τμήμα «Αποτελέσματα», πιο πριν, είδαμε ότι το πρότυπο κατανομής τύπου νόμου 

δύναμης εφαρμόζεται για τα CNE, UCE και άλλες υψηλά συντηρημένες αλληλουχίες, 

δίχως να αποτελεί απλή απόρροια της χωρικής κατανομής των γονιδίων (δείτε Εικόνα 3 και 

Πίνακα 2). Η πλήρης μελέτη των χρωμοσωμάτων, που έχουν υποστεί μασκάρισμα των 

γονιδίων τους, πραγματοποιήθηκε στο ανθρώπινο γονιδίωμα για τα πιο πολυπληθή σύνολα 

δεδομένων CNE, όπως επίσης και για τα πιο «αρχαία» στοιχεία. Σε πέντε από τις έξι 

περιπτώσεις που εξετάστηκαν (δείτε Πίνακα 2, σύνολα δεδομένων: i, iia, iib, vi, viii), η 

μελέτη της μέσης έκτασης της γραμμικότητας για όλα τα χρωμοσώματα (avg E) και για τα 

πέντε χρωμοσώματα με την πιο εκτεταμένη γραμμικότητα (avg E-5) αποκαλύπτει ότι η 

έκταση της γραμμικής περιοχής σε διπλή λογαριθμική κλίμακα ακολουθεί μια αυξητική 

τάση (ή τουλάχιστον διατηρείται), αφού εφαρμοστεί η μεθοδολογία αποκλεισμού CNE που 

βρίσκονται κοντά ή μέσα σε γονίδια (για λεπτομέρειες, δείτε πιο πάνω στις «Μεθόδους»). 

Στη μία περίπτωση που απομένει (σύνολο δεδομένων v, άνθρωπος / zebrafish), καλά 

σχηματισμένες κατανομές τύπου νόμου δύναμης διατηρούνται, ακόμα και μετά το 

μασκάρισμα, με συνεπακόλουθη μείωση, όμως, του μήκους της γραμμικότητας. Η 

διατήρηση της γραμμικότητας σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, μετά τον αποκλεισμό 

στοιχείων, δείχνει την ανεξαρτησία των δύο προτύπων. Το γεγονός ότι, στις περισσότερες 

περιπτώσεις, η μέση έκταση γραμμικότητας όχι μόνο διατηρείται, αλλά αυξάνεται, 

ισχυροποιεί αυτό το συμπέρασμα. Η συχνή αυτή βελτίωση των χαρακτηριστικών του 

νόμου δύναμης, όταν εφαρμόζεται το μασκάρισμα, ενδεχομένως αποτυπώνει το ότι, όταν 

μελετάται ολόκληρος ο χρωμοσωμικός πληθυσμός των CNE, τα παρατηρούμενα 

χαρακτηριστικά κατανομής αντανακλούν μια υπέρθεση δύο διακριτών κατανομών. Και οι 

δύο περιλαμβάνουν γεγονότα μοριακής δυναμικής που ανήκουν στους ίδιους τύπους, αλλά 

με διαφορετικούς ρυθμούς που ανταποκρίνονται στις διακριτές εξελικτικές 

διαφοροποιήσεις των CNE, που δεν είναι συσχετισμένα με γονίδια και των γονιδίων (με τα 

οποία τα CNE που είναι κοντά σε γονίδια είναι χωρικά συνδεδεμένα). Αυτή η υπέρθεση 

των κατανομών με διαφορετικά χαρακτηριστικά (την κλίση και την κλίμακα μήκους 

παρεμβαλλουσών αλληλουχιών) αναμένεται να ελαττώσει την παρατηρούμενη 

γραμμικότητα εξ’ αιτίας ενός μετασχηματισμού τμήματος των υπερτιθέμενων γραμμικών 

log – log κατανομών σε ένα καμπυλωτό σχήμα. Ένα άλλο στοιχείο, που υποστηρίζει την 

απόκλιση μεταξύ των δύο προτύπων κατανομών, που ακολουθούνται από τα γονίδια και τα 

CNE, προέρχεται από την παρατήρηση, που έχει αναφερθεί από αρκετές ερευνητικές 
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ομάδες, ότι τα UCE και τα CNE είναι άφθονα στις γονιδιακές ερήμους (Kim & Pritchard 

2007; Stephen et al. 2008). 

 Σε μια μελέτη του βαθμού συντήρησης των αποστάσεων μεταξύ των UCE στα 

σπονδυλωτά (Sun et al. 2006), πραγματική συντήρηση των αποστάσεων ευρίσκεται μόνο 

μεταξύ στοιχείων κοντινών αποστάσεων, ένα εύρος αποστάσεων που δύσκολα συνεισφέρει 

στις γραμμικότητες διπλης λογαριθμικής κλίμακας που αναφέρονται εδώ. Η απουσία 

σημαντικής διατήρησης αποστάσεων μεταξύ συντηρημένων στοιχείων είναι συμβατή και 

ενισχύει τον ισχυρισμό μας ότι ένα μοντέλο συσσωματώσεων (όπως αυτό που περιγράφηκε 

πιο πάνω) είναι κατάλληλο για την ερμηνεία της διαδεδομένης εμφάνισης γραμμικοτήτων 

τύπου νόμου δύναμης σε κατανομές αποστάσεων μεταξύ διαδοχικών CNE. 

 O Mattick και οι συνεργάτες του, σε ένα άρθρο πάνω στις υπερσυντηρημένες 

αλληλουχίες (UCE) στα γονιδιώματα των τετράποδων, παρατήρησαν μια εντυπωσιακή 

διαφορά στους πληθυσμούς των UCE μεταξύ των γονιδιωμάτων των τετράποδων, τα οποία 

είναι πλούσια σε UCE, και των γονιδιωμάτων των ψαριών, όπου βρέθηκαν σημαντικά 

χαμηλότεροι αριθμοί UCE (Stephen et al. 2008). Πρότειναν, ως την πιο φειδωλή εξήγηση, 

ότι στη γενιά των τετράποδων συνέβη μια μαζική προσαρμογή λειτουργικών στοιχείων, η 

οποία είναι πιθανό να ήταν απαραίτητη για την πιο πολύπλοκη μορφολογία των 

τετράποδων και την προσαρμογή / επιβίωση στις ποικίλες περιβαλλοντικές προκλήσεις που 

αντιμετώπιζαν εκείνοι οι οργανισμοί. Από την άλλη, οι ίδιοι συγγραφείς ανέφεραν ότι αυτό 

το εύρημα ενδεχομένως να εξηγείται από το λιγότερο πιθανό σενάριο μαζικής απώλειας 

τέτοιων στοιχείων στο γονιδίωμα των τελεόστεων ιχθύων. Η μετέπειτα αλληλούχηση του 

πρώτου γονιδιώματος χονδριχθύος (elephant shark) οδήγησε στην επιβεβαίωση του 

τελευταίου σεναρίου. Συγκεκριμένα, οι Lee και συνεργάτες βρήκαν ότι ο πρόγονος των 

γναθόστομων σπονδυλωτών είχε έναν σημαντικό αριθμό CNE, τα οποία έχουν απαλοιφθεί 

(έχει αλλάξει η αλληλουχία τους με αποτέλεσμα να μην είναι πλέον αναγνωρίσιμα) σε 

μεγάλο βαθμό στους τελεόστεους, ενώ έχουν διατηρηθεί στα τετράποδα (Lee et al. 2011). 

Aυτό το εύρημα ταιριάζει καλά με την παρατήρησή μας ότι οι τρεις μεγαλύτερες εκτάσεις 

γραμμικότητας, όπως φαίνεται από τον Πίνακα 2 (σύνολα δεδομένων iv, v, vii), 

παρατηρούνται σε περιπτώσεις στοιχίσεων που συμπεριλαμβάνουν γονιδιώματα 

τελεόστεων ισχύων. Επιπροσθέτως, οι Wang και συνεργάτες συσχέτισαν ευθέως τις 

εκτεταμένες απαλοιφές CNE στους τελεόστεους ιχθύες με τον διπλασιασμό ολόκληρου του 

γονιδιώματος που είχε συμβεί στη γενεαλογία των ακτινοπτερύγιων (Wang et al. 2009). 

Σημειώστε τη σημασία των διπλασιασμών (ολόκληρου του γονιδιώματος αλλά και των 

τμηματικών) για το προτεινόμενο μοντέλο μας. Ο ρόλος τους είναι διπλός, καθώς 
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καθιστούν εφικτή την μετέπειτα απαλοιφή των διπλασιασμένων CNE λόγω πλεονασμού 

και, ταυτοχρόνως, παρέχουν την αναγκαία επέκταση αλληλουχίας για το σχηματισμό 

ευμεγέθων spacer μεταξύ των CNE. 

 Σε μια πρόσφατη εργασία των Dimitrieva και συνεργάτες (Dimitrieva & Bucher 

2012) παρουσιάστηκαν στοιχεία που συνηγορούν υπέρ μιας εκτεταμένης ομαδοποίησης 

των UCNE (στοιχεία με μεγαλύτερη από 95% ομοιότητα μεταξύ ανθρώπου / κοτόπουλου 

για πάνω από 200 νουκλεοτίδια) στα γονιδιώματα διαφόρων σπονδυλωτών, σε ομάδες που 

σχετίζονται με τη ρύθμιση ενός γονιδίου κάθε φορά (γονίδιο – στόχος). Όταν 

πραγματοποιήθηκε απώλεια διπλασιασμένων UCNE στην εξέλιξη, η διατήρηση 

υπερσυντηρημένων αλληλουχιών αναφέρθηκε πως κάθε άλλο παρά τυχαία ήταν. Πιο 

συγκεκριμένα πρότειναν ότι ισχύει ένα πρότυπο διατήρησης στοιχείων που το ονόμασαν «ο 

νικητής τα παίρνει όλα» (“winner takes all”), δηλαδή ένα γονίδιο – στόχος διατηρεί πολλά 

UCNE ενώ το άλλο, παράλογο, γονίδιο χάνει όλα τα UCNE πιο συχνά από ότι θα 

αναμενόταν στα πλαίσια καθαρής τύχης. Βρέθηκε, επιπλέον, μια υπερεκπροσώπηση 

γονιδίων ψαριού που επιβίωσαν και τα οποία έχουν χάσει όλα τα προγονικά τους CNE. 

Αυτό το εύρημα είναι σε συμφωνία με την παρατήρησή μας για εκτεταμένη γραμμικότητα 

τύπου νόμου δύναμης που παρατηρείται στα πρότυπα κατανομής στοιχείων που έχουν 

προκύψει από στοιχίσεις με γονιδιώματα τελεόστεων ιχθύων. Οι σχετικά συχνές απαλοιφές 

ολόκληρων ομάδων UCNE ενισχύουν την εμφάνιση μεγάλων σε μήκος αποστάσεων 

(spacer) μεταξύ των UCNE, οι οποίες συνεισφέρουν στις μακριές ουρές και επομένως στο 

σχηματισμό εκτεταμένης γραμμικότητας σε διπλή λογαριθμική κλίμακα, για τις εκάστοτε 

κατανομές αποστάσεων (Newman 2005). H λειτουργική αυτή ομαδοποίηση των UCNE με 

βάση τα γονίδια – στόχους, που περιγράφηκε από την ομάδα του Philipp Bucher, φαίνεται 

πως αντιπροσωπεύει μια διακριτή συνιστώσα στη χωρική κατανομή των UCNE. H 

συγκεκριμένη ομαδοποίηση εκτείνεται σε κλίμακες μεγέθους της τάξης της γειτνίασης με 

ένα γονίδιο – στόχο. Τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται εδώ έχουν να κάνουν με μια 

πιο εκτεταμένη κλίμακα μεγέθους, την κατανομή των CNE σε επίπεδο χρωμοσώματος, που 

έχει ως αποτέλεσμα μια πληθώρα επικρατειών πλούσιων σε CNE και φτωχών σε CNE, 

λόγω της δυναμικής συσσωματώσεων που περιγράφηκε πιο πριν. Αυτές οι επικράτειες 

ακολουθούν ένα πρότυπο τύπου μορφοκλασματικού σφαιριδίου (‘fractal globule’), όπως 

γίνεται εμφανές μέσω των κατανομών τύπου νόμου δύναμης που παρατηρούνται στις 

αποστάσεις μεταξύ των CNE. H γνώση που έχουμε, ωστόσο, για τους ρόλους των CNE και 

τις ποσοτικές αλληλεπιδράσεις τους με γονίδια παραμένει αρκετά περιορισμένη.  
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 Η σύγκριση της έκτασης της γραμμικότητας τύπου νόμου δύναμης μεταξύ συνόλων 

δεδομένων CNE Αμνιωτικών και Θηλαστικών (Kim & Pritchard 2007) βρίσκεται σε 

συμφωνία με το προτεινόμενο μοντέλο (Πίνακας 2, σύνολα δεδομένων iia, iib). Βλέπουμε 

ότι η παλαιότερη, στον εξελικτικό χρόνο, συλλογή δεδομένων Αμνιωτικών CNE 

σχηματίζει τις πιο εκτεταμένες γραμμικές περιοχές, όπως προβλέπεται από τις υποθέσεις 

του μοντέλου συσσωμάτωσης – απαλοιφών, όπου, όσο πιο πολύ εκτίθεται το σύστημα (σε 

εξελικτικό χρόνο) στη δυναμική εισδοχών και απαλοιφής αλληλουχιών CNE, τόσο πιο 

εκτεταμένη αναμένεται να είναι η γραμμικότητα σε διπλή λογαριθμική κλίμακα. Η ίδια 

τάση είναι εμφανής και σε τέσσερα σύνολα δεδομένων που έχουν παρθεί από μια άλλη 

μελέτη (Stephen et al. 2008). Αυτά τα σύνολα δεδομένων (Πίνακας 2, ib – ie) συνίστανται 

από στοιχεία που έχουν προσαρμοστεί σε διαδοχικές εξελικτικές περιόδους κατά την 

ειδογένεση των τετράποδων, των αμνιωτικών και των θηλαστικών. Παρατηρούμε ότι οι 

μέσες εκτάσεις γραμμικότητας για τα πέντε καλύτερα (“5 best”) χρωμοσώματα 

ακολουθούν αυστηρά την αναμενόμενη αυξητική τάση (από το πιο πρόσφατο στο 

παλιότερο), ενώ το ίδιο ισχύει όταν εξετάζουμε τις μέσες εκτάσεις για πλήρη σύνολα 

χρωμοσωμάτων, με μόνο μία εξαίρεση (μεταξύ ic και ib). 

 Σε ότι αφορά όχι τις αποστάσεις μεταξύ λειτουργικών γονιδιωματικών εντοπισμών, 

αλλά τα μεγέθη των εντοπισμών αυτά καθεαυτά, πρέπει να αναφέρουμε ξανά εδώ ότι έχει 

παρατηρηθεί μια κατανομή νόμου δύναμης «τέλεια συντηρημένων» αλληλουχιών μεταξύ 

των γονιδιωμάτων ανθρώπου και ποντικού (Salerno et al. 2006). Ένα σχετιζόμενο εύρημα 

είναι ότι οι κατανομές μεγεθών «συντηρημένων ομάδων» μεταξύ των γονιδιωμάτων της 

Drosophilia melanogaster και Drosophila virilis ταιριάζουν καλά σε μια 

λογαριθμοκανονική (lognormal) κατανομή (Clark 2001). Σημειώνουμε εδώ ότι αυτή η 

κατανομή παρουσιάζει επίσης γραμμικές περιοχές σε log – log κλίμακα (Newman 2005). 

Μια κατανομή τύπου νόμου δύναμης έχει αναφερθεί επίσης για τις 3’ μη μεταφραζόμενες 

περιοχές (Martignetti & Caselle 2007). Αυτά τα ευρήματα, όσον αφορά τα μεγέθη των 

τμημάτων της γονιδιωματικής αλληλουχίας, πρέπει να είναι το αποτέλεσμα της δράσης 

μηχανισμών εντελώς διαφορετικών από το εξελικτικό σενάριο που προτείνουμε εδώ, 

καθώς εκτείνονται σε πολύ μικρές κλίμακες μεγεθών (δεκάδες έως εκατοντάδες 

νουκλεοτιδίων), ενώ οποιαδήποτε τυχαία διαδικασία συσσωμάτωσης είναι ακατάλληλη για 

το σχηματισμό λειτουργικών στοιχείων αλληλουχίας. Η αύξηση μεγέθους μέσω 

συσσωματώσεων είναι περισσότερο κατάλληλη για τη διαμόρφωση μεγάλων περιοχών του 

γονιδιώματος (π.χ. αλληλουχίες που παρεμβάλλονται μεταξύ γονιδίων) με μικρές 

απαιτήσεις συντήρησης (Sellis & Almirantis 2009; Takayasu et al. 1991). Παρόλα αυτά, η 
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σύμπραξη αυτών των γραμμικοτήτων στη μορφή των νόμων δύναμης, για αρκετές τάξεις 

μεγέθους και για διάφορα λειτουργικά (ή πιθανόν λειτουργικά) στοιχεία του γονιδιώματος 

ή για τις αποστάσεις μεταξύ αυτών, είναι πιθανό να σχετίζεται με τη δομή 

μορφοκλασματικού σφαιριδίου (fractal globule), που έχει αναφερθεί για το ανθρώπινο 

γονιδίωμα, όταν αυτό βρίσκεται στη μορφή στενά πακεταρισμένης χρωματίνης 

(Lieberman-Aiden et al. 2009). Αυτή η δομή χαρακτηρίζεται από εκτεταμένες κατανομές 

μεγεθών τύπου νόμου δύναμης στις αποστάσεις μεταξύ των σημείων του χρωμοσωμικού 

νήματος, τα οποία έρχονται σε αμοιβαία επαφή λόγω της τρισδιάστατης αναδίπλωσης της 

χρωματίνης.  
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3. Κατάταξη αλληλουχιών του γονιδιώματος 

που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό 

με μεθόδους μηχανικής μάθησης 

 3.1 Κατάταξη CNE και εξωνίων με τη χρήση διανυσμάτων 

χαρακτηριστικών αλληλουχίας και ταξινομητών λογικών κανόνων  

 

Εισαγωγή 

Η ομοιότητα αλληλουχιών θεωρείται γενικά ως μια ένδειξη ομοιότητας σε επίπεδο 

λειτουργίας. Οι περισσότερες από τις υπάρχουσες μεθόδους ανάλυσης αλληλουχιών 

βασίζονται σε στοιχίσεις και πιο συγκεκριμένα στοιχίσεις περιοχών αλληλουχιών σε 

διάφορες κλίμακες μήκους, από γονίδια μέχρι ολόκληρα γονιδιώματα. Κάθε στοίχιση 

αξιολογείται με βάση ένα σκορ που εξαρτάται από τον αριθμό των ίδιων και 

επαναλαμβανόμενων χαρακτήρων στις αλληλουχίες. Οι βέλτιστοι μέθοδοι στοίχισης 

αλληλουχιών βασίζονται σε τεχνικές δυναμικού προγραμματισμού, εκ των οποίων οι 

πιο γνωστές είναι των Needleman και Wunsch (Needleman & Wunsch 1970) και των 

Smith και Waterman (Smith & Waterman 1981). Οι συγκεκριμένοι αλγόριθμοι είναι 

απαιτητικοί από υπολογιστικής σκοπιάς και η πολυπλοκότητά τους αυξάνει εκθετικά με 

το μήκος των αλληλουχιών. Έχουν προταθεί ευριστικές λύσεις που λύνουν το 

πρόβλημα της στοίχισης αλληλουχιών, όπως το BLAST (Altschul 1997) και το FASTA 

(Pearson 1990). Άλλοι αλγόριθμοι, όπως ο ClustalW (Thompson et al. 2002), o Muscle 

(Edgar 2004), o Mafft (Katoh 2002) και ο Motalign (Mokaddeml & Elloumi 2013) 

έχουν προταθεί για τη στοίχιση πολλαπλών αλληλουχιών με μεγαλύτερη 

αποτελεσματικότητα. 

 Από τις πρώτες δεκαετίες συστηματικής αλληλούχησης περιοχών του 

γονιδιώματος που κωδικοποιούν πρωτεΐνες και μη κωδικοποιουσών περιοχών 

παρατηρήθηκε ότι, ενώ οι στοιχίσεις κωδικοποιουσών περιοχών μεταξύ οργανισμών 

και μέσα στο ίδιο γονιδίωμα παρέχουν πολλές πληροφορίες, δεν έχουν (ή έχουν 

περιορισμένη) εφαρμογή στο μη κωδικοποιούν τμήμα του γονιδιώματος. Αυτό 

συμβαίνει επειδή το τελευταίο, κατά το μεγαλύτερο μέρος του, δεν είναι συντηρημένο 

κατά την εξέλιξη. Παρόλα αυτά, οι μέθοδοι στοίχισης ενδέχεται να είναι χρήσιμοι όταν 

εφαρμόζονται σε μικρές μη κωδικοποιούσες αλληλουχίες DNA. Σε μεγαλύτερες 

χρωμοσωμικές περιοχές είναι περιορισμένη η χρησιμότητά τους, διότι σε μεγάλες 
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περιοχές η νουκλεοτιδική σύνθεση δεν είναι συντηρημένη μεταξύ οργανισμών, οι 

οποίοι είναι σχετικά απομακρυσμένοι εξελικτικά. Η στοίχιση αλληλουχιών 

αποδεικνύεται ιδιαίτερα χρήσιμη κατά τη μελέτη των μεταθετών στοιχείων, τα οποία 

ανιχνεύονται σε πολλαπλά αντίγραφα στους περισσότερους οργανισμούς και 

χαρακτηρίζονται από ποικίλους βαθμούς ομολογίας μεταξύ τους, ανάλογα με την 

ηλικία τους στο γονιδίωμα. Στοιχίσεις, άλλωστε, ολικών γονιδιωμάτων μεταξύ δύο ή 

περισσότερων ειδών οδήγησε στην ανακάλυψη των διαφόρων κατηγοριών CNE. 

 Οι μέθοδοι που δε βασίζονται στη στοίχιση είναι χρήσιμες όταν θέλουμε να 

εξάγουμε χαρακτηριστικά σύστασης διαφόρων αλληλουχιών. Εφαρμόζονται και σε 

συγκρίσεις ολόκληρων γονιδιωμάτων μεταξύ οργανισμών αλλά και στην, εντός του 

ίδιου γονιδιώματος, ανίχνευση τμημάτων που επιδεικνύουν ιδιαιτερότητες στη σύστασή 

τους, οι οποίες συχνά σχετίζονται με τη λειτουργικότητά τους. Ένα κλασικό 

παράδειγμα μεθοδολογίας ανάλυσης του γονιδιώματος, που δε χρησιμοποιεί στοιχίσεις, 

βασίζεται στη μελέτη των αποστάσεων μεταξύ των γονιδιωματικών υπογραφών των 

αλληλουχιών, παρουσιάζεται στις «Μεθόδους» πιο κάτω και χρησιμοποιείται για 

σύγκριση με τις μεθόδους ανάλυσης του γονιδιώματος που εισάγουμε εδώ. Βασισμένοι 

σε μεθοδολογίες που δε χρησιμοποιούν στοίχιση είναι και διάφοροι αλγόριθμοι για τον 

εντοπισμό νησίδων CpG (“CpG islands”), οι οποίες είναι μικρές αλληλουχίες του 

γονιδιώματος με καμία αμοιβαία ομοιότητα αλλά με διάφορα, διακριτά, 

χαρακτηριστικά σύστασης. Tα τμήματα που κωδικοποιούν πρωτεΐνες είναι δυνατόν να 

καθορισθούν με μεθοδολογίες που βασίζονται σε στοιχίσεις, αλλά και με αυτές που δε 

βασίζονται, όπως η χρήση του γενετικού κώδικα και οι ιδιαιτερότητες του μηχανισμού 

παραγωγής πρωτεϊνών (πρόσδεση mRNA – ριβοσώματος, πλεονασμοί tRNA, κ.ά.), 

γνωρίσματα που αποδίδουν στο τμήμα του γονιδιώματος που κωδικοποιεί πρωτεΐνες 

χαρακτηριστικές ιδιαιτερότητες σύστασης. Γενικά θα μπρούσαμε να πούμε ότι οι 

μέθοδοι που βασίζονται σε στοιχίσεις και αυτές που δε βασίζονται είναι 

συμπληρωματικές μεταξύ τους και ότι συγκεκριμένες συνιστώσες του γονιδιώματος θα 

μπορούσαν να μελετηθούν με κατάλληλους συνδυασμούς των δύο. 

 Οι μέθοδοι, που δε βασίζονται σε στοιχίσεις, αποδεικνύονται ιδιαίτερα 

επιτυχημένες κατά τη φυλογένεση και την ανάλυση αλληλουχιών (Vinga & Almeida 

2003). Όσον αφορά αυτές τις μεθόδους, η ομοιότητα δύο αλληλουχιών εκτιμάται με 

βάση αποκλειστικά το λεξικό των υποακολουθιών που εμφανίζονται μέσα στις 

αλληλουχίες υπό μελέτη, μη λαμβάνοντας υπόψη τη σχετική τους θέση. Μια 

υποσχόμενη μέθοδος, που δε χρησιμοποιεί στοιχίσεις, βασίζεται στην αναπαράσταση 
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μιας αλληλουχίας μέσω διανύσματος χαρακτηριστικών, όπου μια αλληλουχία 

κωδικοποιείται σε ένα διάνυσμα που περιέχει τις εμφανίσεις (ή συχνότητες εμφάνισης) 

των υποακολουθιών που την απαρτίζουν (κ – μερή, k – mers) (Kudenko & Hirsh 1998; 

Kuksa & Pavlovic 2009; Xing et al. 2010). Ένα κ – μερές (k – mer) ορίζεται ως μια 

υποακολουθία της αρχικής αλληλουχίας, μήκους κ (k) χαρακτήρων. Στην ανάλυση 

συχνοτήτων κ – μερών εξάγεται κάθε δυνατό κ – μερές από το νουκλεοτιδικό αλφάβητο 

{A, C, G, T}, απαριθμούνται οι εμφανίσεις του στην αρχική αλληλουχία και 

υπολογίζεται η συχνότητά του. Υπολογίζεται, στη συνέχεια, ένα διάνυσμα που περιέχει 

τη σχετική συχνότητα κάθε κ – μερούς, για κάθε αλληλουχία στο σύνολο δεδομένων 

που εξετάζεται.  

 Τα CNE απαντώνται συνήθως σε ένα αντίγραφο στο γονιδίωμα (Bejerano, 

Pheasant, et al. 2004; McLean & Bejerano 2008; Stephen et al. 2008) και έχουν 

προταθεί ως δείκτες σε μελέτες μοριακής φυλογένεσης (McCormack et al. 2012). Στη 

συνέχεια προτείνουμε μια προσέγγιση, που δε βασίζεται στο πληροφοριακό 

περιεχόμενο μιας στοίχισης μεταξύ διαφορετικών περιοχών DNA, από διαφορετικά 

γονιδιώματα, και την εφαρμόζουμε στην ταξινόμηση λειτουργικών (ή πιθανόν 

λειτουργικών) αλληλουχιών, που προέρχονται από διαφορετικά γονιδιώματα 

σπονδυλωτών και ασπόνδυλων. Προχωράμε επίσης σε συγκρίσεις ώστε να ελέγξουμε 

τη δυναμική της μεθοδολογίας μας, συγκρίνοντας την απόδοσή της στην ταξινόμηση 

μικρών γονιδιωματικών αλληλουχιών διαφορετικών λειτουργικοτήτων και εξελικτικού 

βάθους, όχι μόνο μεταξύ ειδών, αλλά και μέσα στον ίδιο οργανισμό. Γι’ αυτό το σκοπό 

χρησιμοποιούμε μια ευρεία συλλογή CNE σπονδυλωτών που είναι δημοσιευμένα στη 

βιβλιογραφία, καθώς και νέα σύνολα δεδομένων CNE ανθρώπου και ασπόνδυλων, που 

ταυτοποιούμε σε αυτή τη μελέτη (Polychronopoulos, Weitschek, et al. 2014).  

 

Μέθοδοι 

Δημοσιευμένα σύνολα δεδομένων 

Σε αυτή τη μελέτη θεωρούμε διάφορα δημοσιευμένα σύνολα δεδομένων αλληλουχιών, 

που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό και έχουν εξαχθεί από τα γονιδιώματα του 

ανθρώπου (Homo sapiens), της μύγας (Drosophila melanogaster) και του σκώληκα 

(Caenorhabditis elegans). Επιλέγουμε, τυχαία, 1000 αλληλουχίες από κάθε υπερσύνολο 

για μετέπειτα αναλύσεις, δεδομένης της ετερογένειας, όσον αφορά τους αριθμούς, των 

συνόλων δεδομένων. Μόνο οι αλληλουχίες του σκώληκα μελετώνται στο σύνολό τους, 
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καθώς αυτό το σύνολο περιέχει μόνο 1869 στοιχεία. Οι εξωνικές αλληλουχίες του 

ανθρώπου, του σκώληκα και της μύγας λαμβάνονται από το UCSC (University of 

California at Santa Cruz) (Kent et al. 2002). Εκτός από εξωνικές αλληλουχίες, διάφορες 

άλλες κλάσεις μη εξωνικών αλληλουχιών, υπό επιλεκτική πίεση, χρησιμοποιούνται και 

πιο συγκεκριμένα (δείτε επίσης dmb.iasi.cnr.it/cnes.php): 

(a)  Υπερσυντηρημένες Μη Κωδικοποιούσες Αλληλουχίες (UltraConserved 

Noncoding Elements, UCNE): Αυτές είναι ανθρώπινες αλληλουχίες που δεν 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες (εκδοχή γονιδιώματος: hg19) και οι οποίες 

επιδεικνύουν ≥ 95% ομοιότητα για πάνω από 200 νουκλεοτίδια μεταξύ των 

γονιδιωμάτων του ανθρώπου και του κοτόπουλου (Dimitrieva & Bucher 2013). 

(b)  EU100 μη εξωνικές αλληλουχίες CNE (EU100nx CNE): Αυτές είναι 

ανθρώπινες αλληλουχίες (εκδοχή γονιδιώματος: hg18) που είναι 

πανομοιότυπες για πάνω από 100 νουκλεοτίδια σε τουλάχιστον 3 από 5 

πλακουντοφόρα θηλαστικά (άνθρωπος, ποντίκι, αρουραίος, σκύλος και 

αγελάδα) (Stephen et al. 2008). Ολόκληρο το σύνολο ονομάζεται EU100+, 

όπως αναφέραμε και στο προηγούμενο κεφάλαιο, και επειδή αφαιρούμε 

στοιχεία που επικαλύπτονται με εξώνια τις ονομάζουμε EU100nx CNE. 

(c)  CNE αμνιωτικών και θηλαστικών: Αυτές είναι αλληλουχίες που 

ταυτοποιήθηκαν από τους Kim και Pritchard (Kim & Pritchard 2007) και οι μεν 

θηλαστικών είναι αλληλουχίες που είναι συντηρημένες στα θηλαστικά αλλά δε 

βρίσκονται στο κοτόπουλο ή στο ψάρι, ενώ εκείνες των αμνιωτικών είναι 

συντηρημένες στα θηλαστικά και στο κοτόπουλο, αλλά δε βρίσκονται στο 

ψάρι. Το LiftOver χρησιμοποιείται για τη μετατροπή των συντεταγμένων στην 

πιο πρόσφατη εκδοχή του ανθρώπινου γονιδιώματος (από hg17 σε hg19). 

 

Ταυτοποίηση νέων συνόλων δεδομένων CNE σε σπονδυλωτά, έντομα και σκώληκες 

 Για τις ανάγκες της μελέτης μας προχωρούμε στην ταυτοποίηση συνόλων 

συντηρημένων στοιχείων στα σπονδυλωτά, στα έντομα και στους σκώληκες 

χρησιμοποιώντας ομοιόμορφα κριτήρια, όσον αφορά τα κατώφλια ελάχιστης 

ομοιότητας που εφαρμόζονται μεταξύ των συγκρινόμενων αλληλουχιών καθώς και το 

θεωρούμενο ελάχιστο μήκος. Διαλέγουμε να συγκρίνουμε ολόκληρα γονιδιώματα D. 

melanogaster / D. virilis και C. elegans / C. japonica, διότι τα είδη που απαρτίζουν 

αυτά τα ζευγάρια είναι αρκετά απομακρυσμένα (εξελικτικά) μεταξύ τους, ώστε να 
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επιτρέπουν έναν ξεκάθαρο διαχωρισμό μεταξύ λειτουργικά συντηρημένων και 

ουδέτερα εξελισσόμενων γονιδιωματικών αλληλουχιών, ενώ επιλέγονται έτσι ώστε οι 

εξελικτικές αποστάσεις μέσα σε κάθε ζεύγος να είναι κοντινές (Retelska et al. 2007). 

Ολικές στοιχίσεις γονιδιωμάτων μεταξύ D. melanogaster (dm3) / D. virilis (droVir3) 

και C. elegans (ce10) / C. japonica (caeJap4) ανακτώνται από το UCSC Genome 

Browser (Kent et al. 2002). Ως συντηρημένα στοιχεία θεωρούνται περιοχές 

αλληλουχίας, όπου το ποσοστό ομοιότητας σε επίπεδο αλληλουχίας είναι διαρκώς ≥ 

90% και το μήκος μεγαλύτερο από 60 νουκλεοτίδια. Η ομοιότητα σε επίπεδο 

αλληλουχίας υπολογίζεται κατά έναν ασύμμετρο τρόπο, λαμβάνοντας ως αναφορά τα 

γονιδιώματα της D. melanogaster και του C. elegans και μετρώντας τον αριθμό των 

συντηρημένων νουκλεοτιδίων στα είδη – στόχους με ένα κυλιόμενο παράθυρο 61 

νουκλεοτιδίων. Ο αριθμός, που λαμβάνεται για κάθε παράθυρο, χρησιμοποιείται για 

την απόδοση μιας τιμής ποσοστού ομοιότητας στο νουκλεοτίδιο που βρίσκεται στη 

μέση του παραθύρου, όπως περιγράφεται από τους Retelska και συνεργάτες (Retelska 

et al. 2007). Σε σύνολο, ταυτοποιήθηκαν 45345 αλληλουχίες ως συντηρημένες μεταξύ 

D. melanogaster και D. virilis στο γονιδίωμα αναφοράς dm3 και 1869 αλληλουχίες 

μεταξύ C. elegans και C. japonica στο γονιδίωμα αναφοράς ce10. Βασισμένοι στους 

σχολιασμούς γονιδίων του Ensembl για τα γονιδιώματα της D. melanogaster και C. 

elegans, κάθε μία από τις συντηρημένες αλληλουχίες κατηγοριοποιείται ως 

κωδικοποιούσα κάποια πρωτεΐνη ή μη κωδικοποιούσα (εσωνική, σχετιζόμενη με UTR 

ή μεταξύ γονιδίων αλληλουχία). 

 Προχωρούμε επίσης στην ταυτοποίηση CNE σπονδυλωτών, βασισμένοι σε 

συγκρίσεις μεταξύ ανθρώπου και κοτόπουλου, που επιδεικνύουν ποικίλους βαθμούς 

ομοιότητας ( με ένα σταθερό βήμα 5%, ήτοι 75 – 80%, 80 - 85%, 85 – 90%, 90 – 95%). 

Με σκοπό να πάρουμε CNE που έχουν ομοιότητα μεταξύ π.χ. 75% και 80%, εξάγουμε 

πρώτα ένα σύνολο CNE που επιδεικνύουν ομοιότητα 75% (χρησιμοποιώντας την ίδια 

μεθοδολογία όπως περιγράφτηκε πιο πάνω) και από αυτό το σύνολο αφαιρούμε CNE 

που επιδεικνύουν ομοιότητα 80%. Από τις αλληλουχίες που απομένουν, κρατούμε μόνο 

εκείνες που είναι μεγαλύτερες από 199 νουκλεοτίδια. Επαναλαμβάνουμε την ίδια 

διαδικασία για τα άλλα σύνολα δεδομένων CNE, κατά τον ίδιο τρόπο. 

 

Εξαγωγή αναπληρωματικών αλληλουχιών 
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Αλληλουχίες τύπου FASTA λαμβάνονται από αρχεία τύπου BED, χρησιμοποιώντας το 

πακέτο fastaFromBed των BEDTools (Quinlan & Hall 2010). Επικαλυπτόμενα τμήματα 

μεταξύ διαφορετικών συνόλων δεδομένων υπολογίζονται με τη χρήση του πακέτου 

intersectBed από την ίδια σουίτα εργαλείων. Επιπλέον εφαρμόζουμε τα προγράμματα 

που ενσωματώνει το πακέτο EMBOSS ώστε να υπολογίζουμε κάθε φορά το 

περιεχόμενο σε GC των αλληλουχιών (Rice et al. 2000). Δεδομένου ενός CNE ή ενός 

άλλου λειτουργικού στοιχείου κάθε συλλογής υπό μελέτη, ένα ανάλογο κάθε στοιχείου 

εξάγεται από το αντίστοιχο γονιδίωμα. Κάθε τέτοιο στοιχείο (αναπληρωματική 

αλληλουχία) διασφαλίζεται να είναι του ίδιου μήκους και περιεχομένου σε GC (±1%) 

με το αντίστοιχο στοιχείο στην, υπό μελέτη, συλλογή. Τα στατιστικά των συνόλων 

δεδομένων (μέσο μήκος αλληλουχιών και περιεχόμενο σε GC) είναι διαθέσιμα στο 

«Συμπληρωματικό Excel» στη σελίδα dmb.iasi.cnr.it/cnes/php. Λόγω του ότι τα CNE 

σπονδυλωτών και ασπόνδυλων διαφέρουν στα μήκη τους (αυτά που ανήκουν στην 

τελευταία κατηγορία είναι σημαντικά μικρότερα, δείτε (Retelska et al. 2007)), 

διασφαλίζουμε ότι παίρνουμε στοιχεία ίδιων μηκών ως ακολούθως (σε όλες τις 

περιπτώσεις τα σύνολα δεδομένων που συγκρίνονται περιλαμβάνουν το κάθε ένα 1000 

αλληλουχίες): 

(i) υπολογίζουμε κάθε φορά το μήκος ενός στοιχείου από τη «συλλογή μικρών 

αλληλουχιών», (ii) έπειτα παίρνουμε ένα στοιχείο από τη «συλλογή μεγάλων 

αλληλουχιών» και το τροποποιούμε στις άκρες του διατηρώντας μόνο το κεντρικό 

κομμάτι ίσο με το μήκος της εκάστοτε «μικρής αλληλουχίας», (iii) επαναλαμβάνουμε 

τη διαδικασία διεξοδικά (1000 φορές σε όλες τις περιπτώσεις μας). Επομένως 

καταλήγουμε σε ένα νέο σύνολο δεδομένων για τις «μεγάλες αλληλουχίες» (συλλογή 

αλληλουχιών σε μορφή αρχείου BED), των οποίων τα μέλη έχουν μήκη ίσα με τα μέλη 

της «συλλογής μικρών αλληλουχιών».  

           

Η μέθοδος ταξινόμησης αλληλουχιών χωρίς στοίχιση (Logic Alignment Free, LAF) 

Με σκοπό να δείξουμε ότι μπορούμε να διαχωρίσουμε CNE από άλλες λειτουργικές 

αλληλουχίες αλλά και από αναπληρωματικές αλληλουχίες, με κριτήριο μόνο τις 

ενδογενείς ιδιότητες αλληλουχίας τους, εφαρμόζουμε μια μέθοδο χωρίς στοιχίσεις που 

βασίζεται σε: 

 μια αναπαράσταση αλληλουχιών με διανύσματα χαρακτηριστικών και 
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 ταξινόμηση με τεχνικές εποπτευόμενης μηχανικής μάθησης που 

βασίζονται σε λογικούς κανόνες. 

και την ονομάζουμε LAF (Logic Alignment Free). 

To διάνυσμα χαρακτηριστικών είναι μια καθιερωμένη τεχνική για την 

αναπαράσταση βιολογικών αλληλουχιών και για την μετέπειτα ταξινόμησή τους. Η 

μεθοδολογία περιγράφεται από τους Kudenko και Hirsch (Kudenko & Hirsh 1998), 

Vinga και Almeida (Vinga & Almeida 2003) και Xing και συνεργάτες (Xing et al. 

2010), όπου εισάγεται η έννοια της αναπαράστασης αλληλουχίας μέσω διανυσμάτων 

χαρακτηριστικών και συνδυάζεται με εποπτευόμενες μεθόδους μηχανικής μάθησης, 

όπως Μηχανές Υποστήριξης Διανυσμάτων (Support Vector Machines - SVM), με 

σκοπό την ταξινόμηση δειγμάτων σε είδη. Μια άλλη πρόσφατη εργασία είναι αυτή των 

Kuksa και Pavlovic (Kuksa & Pavlovic 2009), οι οποίοι εφάρμοσαν αναπαραστάσεις 

διανυσμάτων χαρακτηριστικών για την ταξινόμηση ειδών (DNA Barcode
5
). 

Η αναπαράσταση μέσω διανύσματος χαρακτηριστικών μιας αλληλουχίας S 

βασίζεται στον υπολογισμό των εμφανίσεων υποακολουθιών δεδομένου μήκους κ στην 

αρχική αλληλουχία, εφαρμόζοντας ένα κυλιόμενο παράθυρο στην S. Αυτές οι 

υποακολουθίες ονομάζονται κ – μερή (k – mers). Το πλήθος των κ – μερών μιας 

αλληλουχίας αντιπροσωπεύεται από ένα διάνυσμα χαρακτηριστικών, όπου κάθε 

συνιστώσα του διανύσματος σχετίζεται με τις εμφανίσεις ενός δεδομένου κ – μερούς. 

Οι Vinga και Almeida δίνουν τον εξής ορισμό (Vinga & Almeida 2003): Έστω 

S μια αλληλουχία n χαρακτήρων για ένα αλφάβητο Α, π.χ. Α = {Α, C, G και Τ}, και 

έστω κ ϵ I , κ <  n, κ > 0. Εάν το Κ είναι μια γενική υποακολουθία της S μεγέθους κ, το 

Κ καλείται κ – μερές. Έστω το σύνολο V = {κ-μερές1, κ-μερές2, ..., κ-μερέςr} ότι 

αντιπροσωπεύει όλα τα πιθανά κ-μερή στο Α και ότι το V έχει μέγεθος t = |A|κ. Τα κ – 

μερή υπολογίζονται μετρώντας τις εμφανίσεις όλων των υποακολουθιών στην S με ένα 

κυλιόμενο παράθυρο μεγέθους κ για όλη την S, ξεκινώντας από τη θέση 1 και 

τελειώνοντας στη θέση ν-κ+1. Ένα διάνυσμα συχνοτήτων C περιέχει, για κάθε κ – 

μερές, τις εμφανίσεις (ή αριθμούς) του C = {cκ-μερές1, ck-μερές2, …, ck-μερέςt}. Στη συνέχεια 

                                                           
5
 Το 2003, ο Paul Hebert, ερευνητής στο Πανεπιστήμιο του Guelph στο Οντάριο πρότεινε το 

«DNA barcoding» ως μία μέθοδο για την ταυτοποίηση των ειδών. Το Barcoding χρησιμοποιεί 

μια μικρή γενετική ακολουθία 648 νουκλεοτιδίων που βρίσκεται στο γονίδιο της κυτοχρωμικής c 

οξειδάσης 1 (“CO1”), ενώ ονομάστηκε έτσι, λόγω της διάκρισης που πραγματοποιεί με τρόπο 

ίδιο με τις μαύρες γραμμές (barcodes) των υπερμάρκετ. Δύο αντικείμενα μπορεί να φαίνονται 

ίδια στο μη εκπαιδευμένο μάτι, ωστόσο και στις δύο περιπτώσεις, τα barcodes είναι διακριτά. 
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υπολογίζονται οι συχνότητες, σύμφωνα με τις εμφανίσεις, και αποθηκεύονται σε ένα 

διάνυσμα F = {fκ-μερές1, fκ-μερές2, ..., fκ-μερέςt}, ενώ για ένα γενικό κ – μερές, έστω j, η 

συχνότητά του ορίζεται ως fj = cκ-μερέςj / (ν-κ+1). Για παράδειγμα, θεωρώντας το 

αλφάβητο του DNA {A, C, G, T}, 2 – μερή, και την αλληλουχία ACGACT, το 

διάνυσμα χαρακτηριστικών C είναι: 

AA AC AG AT CA CC CG CT GA GC GG GT TA TC TG TT 
0 2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

 

Και το διάνυσμα συχνοτήτων F είναι: 

 
AA AC AG AT CA CC CG CT GA GC GG GT TA TC TG TT 
0 2/5 0 0 0 0 1/5 1/5 1/5 0 0 0 0 0 0 0 

      

Οι αλληλουχίες αντιπροσωπεύονται κατά τέτοιο τρόπο σε ένα χώρο 

συντεταγμένων, ώστε να είναι μαθηματικά ανιχνεύσιμες με γραμμική άλγεβρα και 

στατιστική, δηλαδή, π.χ. θεωρώντας την αναπαράσταση διανυσμάτων για τις 

αλληλουχίες είναι εφικτό να υπολογίσουμε διαφορετικές μετρικές αποστάσεων μεταξύ 

δύο αλληλουχιών ή να δώσουμε το αντιπροσωπευτικό διάνυσμα ως είσοδο σε έναν 

αλγόριθμο εποπτευόμενης μηχανικής μάθησης, δηλαδή σε έναν ταξινομητή (classifier). 

H προσέγγιση εποπτευόμενης μηχανικής μάθησης καλείται επίσης ταξινόμηση 

(classification). Κάθε συλλογή των αλληλουχιών, που αναλύονται, πρέπει να περιέχει 

μια εκ των προτέρων γνωστή ετικέτα κλάσης, δηλαδή κάθε αλληλουχία σχετίζεται με 

μια δεδομένη κλάση, π.χ. Σπονδυλωτά - Ασπόνδυλα ή Αμνιωτικά - Θηλαστικά. Κάθε 

τέτοια συλλογή καλείται σύνολο δεδομένων εκπαίδευσης (training dataset). Βασισμένη 

στο σύνολο εκπαίδευσης, η μέθοδος εξάγει ένα μοντέλο ταξινόμησης (classification 

model), για παράδειγμα, κανόνες «εάν – τότε» (“if-then”), για το διαχωρισμό των 

διαφορετικών αλληλουχιών που υπάρχουν στο σύνολο δεδομένων. Το μοντέλο αυτό, 

στη συνέχεια, μπορεί να εφαρμοστεί (και να εκτιμηθεί) πάνω σε ένα σύνολο δεδομένων 

δοκιμασίας (test dataset), το οποίο αποτελείται από άγνωστες αλληλουχίες ή 

αλληλουχίες που ανήκουν σε μια γνωστή κλάση, έτσι ώστε να πάρουμε αποδόσεις 

ταξινόμησης. H μέθοδος, που υιοθετούμε, συνδυάζει την αναπαράσταση μέσω 

διανυσμάτων χαρακτηριστικών μαζί με μεθόδους εποπτευόμενης μηχανικής μάθησης, 

που βασίζονται σε λογικούς κανόνες (Lehr et al. 2011; Weitschek et al. 2014). 

Οι ταξινομητές που βασίζονται σε λογικούς κανόνες (rule based classifiers) 

έχουν προταθεί, στο παρελθόν, ως μια τεχνική για την ανάλυση βιολογικών 

αλληλουχιών και πιο συγκεκριμένα για την κατάταξη οργανισμών (χρησιμοποιώντας 
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αλληλουχίες DNA Barcode) και για την ταυτοποίηση ειδών (Bertolazzi et al. 2009; 

Weitschek et al. 2012). Σε αυτές τις εργασίες, οι αλληλουχίες του γονιδιώματος 

αναλύονται με μια προσέγγιση που λάμβανε υπόψη τη θέση: κάθε νουκλεοτίδιο 

μελετάται ξεχωριστά, αναφέροντας μόνο στη θέση του. Επομένως ήταν αναγκαία μια 

στοίχιση των αλληλουχιών ή μιας επικαλυπτόμενης γονιδιακή περιοχής. 

Πραγματοποιήθηκε μια ανάλυση των χαρακτηριστικών νουκλεοτιδίων, που είναι 

παρόντα σε μια δεδομένη θέση για κάθε κλάση, οδηγώντας σε λογικούς κανόνες του 

τύπου, π.χ., εάν θέση90 = Α τότε η αλληλουχία ανήκει στην κλάση Χ. Η στοίχιση ήταν 

απαραίτητη, διότι μια ανάλυση θέσης είναι εφικτή μόνο όταν οι αλληλουχίες 

προέρχονται από τις ίδιες περιοχές γονιδίων και στοιχίζονται ως προς μια θέση 

αναφοράς. 

Η έξοδος ενός ταξινομητή, που βασίζεται σε λογικούς κανόνες, είναι μια 

συλλογή κανόνων “if-then”, εκχωρώντας μια αλληλουχία σε μια συγκεκριμένη κλάση 

(είδος), π.χ., εάν θέση30 = Α και θέση40 = C τότε η αλληλουχία ανήκει στον οργανισμό 

squalus edmundsi. To κύριο πλεονέκτημα της ταξινόμησης με βάση λογικούς κανόνες 

είναι η επιπρόσθετη γνώση που παρέχεται από τα συμπαγή μοντέλα – κανόνες (κανόνες 

“if then”). Στην παρούσα εργασία, οι ακόλουθοι αλγόριθμοι χρησιμοποιούνται, ώστε να 

πραγματοποιήσουμε ανάλυση ταξινόμησης, με βάση λογικούς κανόνες, των 

αναπαραστάσεων μέσω διανυσμάτων χαρακτηριστικών, αλληλουχιών που βρίσκονται 

υπό επιλεκτικό περιορισμό (CNE ή εξώνια): RIPPER (Cohen & Singer 1999), RIDOR 

(Gaines & Compton 1995) και PART (Frank & Witten 1998). 

O RIPPER είναι ένας αλγόριθμος ταξινόμησης που χρησιμοποιεί μια άμεση 

μέθοδο για εξαγωγή κανόνων: συνάγει τους κανόνες με την άμεση επεξεργασία των 

δεδομένων. Ο RIPPER συνίσταται από τα ακόλουθα υπολογιστικά βήματα: 

1) επέκταση κανόνων (rule growth) 

2) απλοποίηση / «ψαλίδισμα» κανόνων (rule pruning) 

3) βελτιστοποίηση μοντέλου (model optimization) 

4) επιλογή μοντέλου (model selection). 

Στο πρώτο βήμα υπολογίζονται οι κανόνες με ένα γρήγορο τρόπο μέσω της 

επεξεργασίας των χαρακτηριστικών των δεδομένων. Οι κανόνες, στη συνέχεια, 

απλοποιούνται στο δεύτερο βήμα, σύμφωνα με τα στατιστικά μέτρα στο σύνολο 

εκπαίδευσης. Στο τελευταίο βήμα επιλέγονται οι κανόνες με την υψηλότερη επίδοση 

και εκείνοι που απομένουν απορρίπτονται από το μοντέλο ταξινόμησης. 
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   O αλγόριθμος ταξινόμησης RIDOR εξάγει επίσης απευθείας τους κανόνες από 

τα δεδομένα. Υπολογίζει πρώτα ένα γενικό κανόνα που καλύπτει την περισσότερο 

εκπροσωπημένη κλάση (π.χ., “όλες οι αλληλουχίες είναι σπονδυλωτών”) και έπειτα 

κανόνες, που αντιπροσωπεύουν εξαιρέσεις (exception rules) και οι οποίοι καλύπτουν 

τις άλλες κλάσεις (π.χ., “εκτός εάν η συχνότητα(ACG) > 250 και η συχνότητα(AGT) < 

200”, αυτές οι αλληλουχίες είναι ασπόνδυλων). 

 Απ’ την άλλη, ο PART αποτελεί μια έμμεση μέθοδο εξαγωγής κανόνων. 

Επεξεργάζεται τα δεδομένα, χρησιμοποιώντας τον ταξινομητή C4.5, που βασίζεται σε 

δένδρα (Quinlan 1993), δίνοντας ένα απλουστευμένο δέντρο απόφασης (decision tree) 

για κάθε επανάληψη. Τελικά, ο αλγόριθμος επιλέγει το καλύτερο δέντρο ταξινόμησης 

και χρησιμοποιεί τα φύλλα ως λογικούς κανόνες. 

Σύμφωνα με τις πιο πάνω μεθόδους, η προσέγγιση LAF, που υιοθετούμε σε 

αυτήν την διατριβή, επιτελεί για κάθε αλληλουχία s σε ένα σύνολο δεδομένων, η οποία 

σχετίζεται (ανήκει) σε μια κλάση (π.χ. σπονδυλωτά, ασπόνδυλα, κ.ο.κ), τα ακόλουθα 

υπολογιστικά βήματα (δείτε και Εικόνα 6): 

1. Υπολογίζεται η αντίστροφη συμπληρωματική κάθε αλληλουχίας s. 

2. Οι αλληλουχίες s και οι αντίστροφες συμπληρωματικές τους sr 

συνδυάζονται, με συνένωση, σε μια αλληλουχία S. 

3. Στην αλληλουχία S, υπολογίζονται οι μετρήσεις των κ – μερών (για κ 

= 3, 4, 5) και παίρνουμε το διάνυσμα αναπαράστασης C = {ck-mer1, ck-

mer2, …, ck-mert}. Tο πλήθος των κ – μερών εξάγεται με το λογισμικό 

Jellyfish (Marçais & Kingsford 2011). To κ έχει επιλεγεί να λαμβάνει 

τιμές μεταξύ 3 και 5, με βάση τις αναφορές των (Teeling et al. 2004; 

Brendel et al. 1986). Οι ερευνητές αυτών των μελετών δηλώνουν ότι οι 

τιμές κ σε αυτό το εύρος ενδεχομένως να είναι οι βέλτιστες, όσον 

αφορά την ανάλυση αλληλουχιών, καθώς παρέχουν μια ιδανική 

ισορροπία μεταξύ του μήκους των υποακολουθιών και του αριθμού 

τους, όταν οι αλληλουχίες εκφράζονται με τη μορφή του αλφάβητου 

τεσσάρων γραμμάτων του DNA. 

4. Υπολογίζονται οι συχνότητες για κάθε κ – μερές: fj = cκ-μερέςj / (ν-κ+1). 

 

Εικόνα 6: Διάγραμμα ροής της μεθόδου LAF. Για περισσότερες πληροφορίες, δείτε στο 

κείμενο  
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5. Λαμβάνεται ένα διάνυσμα συχνοτήτων χαρακτηριστικών για κάθε 

αλληλουχία: F = {fκ-μερές1, fκ-μερές2, ..., fκ-μερέςt}. 

6. Τα διανύσματα χαρακτηριστικών συνδυάζονται σε μια μήτρα 

δεδομένων (data matrix), όπου κάθε γραμμή αντιπροσωπεύει μια 

αλληλουχία και κάθε στήλη τη συχνότητα κ – μερούς. Μια 

επικεφαλίδα δηλώνει το όνομα των αλληλουχιών και την κλάση όπου 

ανήκουν. Ένα παράδειγμα της μήτρας δεδομένων δίνεται στον 

ακόλουθο πίνακα (Πίνακας 3). 

 

Πίνακας 3: Παράδειγμα μήτρας δεδομένων για τη μέθοδο LAF. Η μήτρα δεδομένων 

αποτελείται από δύο στήλες επικεφαλίδων, η πρώτη με τα αναγνωριστικά (identifiers) των 

αλληλουχιών και η δεύτερη με τις ετικέτες κλάσεων. Οι ακόλουθες σειρές περιέχουν τις τιμές 

συχνοτήτων για τα κ – μερή στις αλληλουχίες. 

 Seq 1 Seq 2 …. Seq N-1 Seq N 

 Vertebrate Vertebrate …. Invertebrate Invertebrate 

AAA 0.46 0.26 … 0.24 0.54 

AAC 0.12 0.16 … 0.23 0.24 

AAG 0.12 0.23 … 0.23 0.23 

…. … … … …. … 

 

7. Τα αριθμητικά σύνολα δεδομένων διακριτοποιούνται, δηλαδή οι 

συχνότητες μετατρέπονται από αριθμητικές σε κατηγορικές, σύμφωνα 

με τη μέθοδο MDL των Fayyad και Irani (Fayyad & Irani 1993). H 



 

 
55 

διαδικασία διακριτοποίησης βελτιώνει την απόδοση των αλγορίθμων 

μηχανικής μάθησης, που βασίζονται σε λογικούς κανόνες. 

8. Η μήτρα δεδομένων δίνεται, ως είσοδος, σε τρεις αλγορίθμους 

(εποπτευόμενης) μηχανικής μάθησης, που βασίζονται σε λογικούς 

κανόνες: RIPPER, RIDOR και PART. 

9. Οι αλγόριθμοι ταξινόμησης εκτελούνται ύστερα με την τεχνική της 

διασταυρωμένης επικύρωσης (cross validation). Συνοπτικά, τα 

δεδομένα χωρίζονται σε ν ίσα μέρη και τα πειράματα 

επαναλαμβάνονται n φορές. Σε κάθε επανάληψη χρησιμοποιείται ένα 

διαφορετικό μέρος των δεδομένων για την αξιολόγηση του 

συστήματος, ενώ τα υπόλοιπα ν μέρη χρησιμοποιούνται ως δεδομένα 

εκπαίδευσης. Τα τελικά αποτελέσματα είναι ο μέσος όρος των 

αποτελεσμάτων από τις ν επαναλήψεις. Με τη μέθοδο αυτή 

χρησιμοποιούνται τελικά όλα τα δεδομένα τόσο για εκπαίδευση όσο 

και για αξιολόγηση, ενώ δεν υπάρχει περίπτωση το σύστημα να 

αξιολογηθεί σε δεδομένα, τα οποία έχουν χρησιμοποιηθεί ταυτόχρονα 

για την εκπαίδευσή του. Μια συνηθισμένη τιμή που παίρνει το ν είναι 

10 και αυτή είναι που υιοθετούμε (10 – fold cross validation).   

10. Στη συνέχεια εξάγονται τα μοντέλα ταξινόμησης, π.χ. «εάν 

συχνότητα(AAAC) < 0.195 τότε ο οργανισμός είναι σπονδυλωτός» 

ενώ «εάν συχνότητα(AAAC) > 0.195 τότε ο οργανισμός είναι 

ασπόνδυλος». 

11. Τα μοντέλα ταξινόμησης αξιολογούνται, μετέπειτα, με βάση τα 

ποσοστά επιτυχούς ταξινόμησης. 

Σε όλα τα υπολογιστικά πειράματα χρησιμοποιείται η σουίτα εργαλείων WEKA, καθώς 

και οι εκδοχές των αλγορίθμων ταξινόμησης, που βασίζονται σε λογικούς κανόνες, που 

είναι ενσωματωμένες σε αυτό το σύνολο προγραμμάτων (Hall et al. 2009). 

 

Η μέθοδος των γονιδιωματικών υπογραφών (Genomic Signatures, GS) 

Εφαρμόζουμε και μια άλλη, διαφορετική μεθοδολογία για την κατάταξη βιολογικών 

ακολουθιών μικρού μήκος, με σκοπό τη σύγκριση με τα αποτελέσματα που 

λαμβάνουμε με τη μέθοδο που προτείνουμε εδώ (LAF). Μια κλασική μέθοδος για την 

ποσοτικοποίηση των προτιμήσεων γειτόνων σε μια αλληλουχία DNA ενός οργανισμού 

βασίζεται στον υπολογισμό του διανύσματος των λόγων πιθανοτήτων για τα 
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δινουκλεοτίδια (Karlin 1998). Ο λόγος πιθανότητας για κάθε δινουκλεοτίδιο είναι η 

ποσότητα 

 

 

 

όπου fij και fi,  fj δηλώνουν τις συχνότητες εμφάνισης, στις αλληλουχίες υπό μελέτη, 

ενός δινουκλεοτιδίου και των συστατικών του νουκλεοτιδίων αντίστοιχα. Επομένως οι 

δείκτες i και j αντιπροσωπεύουν κάθε ζεύγος A, G, C και Τ. Αυτή είναι η αναλογία της 

«παρατηρούμενης» συχνότητας δινουκλεοτιδίου προς την «αναμενόμενη», χωρίς 

προτίμηση γείτονα και έτσι εκφράζει τις πραγματικές προτιμήσεις γειτόνων του 

δεδομένου ζεύγους νουκλεοτιδίων. Προτού υπολογιστούν οι λόγοι πιθανοτήτων για μια 

δεδομένη αλληλουχία, αυτή (η αλληλουχία) ενώνεται με την αντίστροφη 

συμπληρωματική της. Συνεπώς, οι σχετικές αναλογίες είναι μόνο δέκα, δηλαδή 

τέσσερις για τα ομοίως συμπληρωματικά δινουκλεοτίδια και έξι για τα αμοιβαίως 

συμπληρωματικά ζεύγη. O Karlin και οι συνεργάτες του βρήκαν ότι αυτές οι ποσότητες 

διαφοροποιούνται μεταξύ διαφορετικών γονιδιωμάτων, σύμφωνα, προσεγγιστικά, με 

την εξελικτική τους απόσταση (Karlin & Mrázek 1997). Επομένως απέδωσαν στο 

διάνυσμα αυτών των δέκα «προτιμήσεων πρώτων γειτόνων» τον όρο Γονιδιωματική 

Υπογραφή (Genomic Signature, GS). Στα αποτελέσματα, που ακολουθούν, 

εφαρμόζουμε ταξινόμηση μέσω γονιδιωματικών υπογραφών, για άμεση σύγκριση με 

την ταξινόμηση μέσω της μεθόδου LAF, η οποία δε βασίζεται σε στοιχίσεις 

αλληλουχιών και περιγράφηκε στην προηγούμενη ενότητα. Θεωρούμε επίσης τους 

RIPPER, PART και RIDOR, ως ταξινομητές για όλα τα πειράματα, και 

πραγματοποιούμε τη διαδικασία της διακριτοποίησης, όπως την περιγράψαμε πριν για 

τη LAF, ομοίως και σε όλες αυτές τις συγκρίσεις. Όλα τα αρχεία (σε μορφή BED) που 

χρησιμοποιούμε βρίσκονται στο «Πρόσθετο Υλικό» (Supplementary Material) στη 

διεύθυνση dmb.iasi.cnr.it/cnes.php. 

 

Αποτελέσματα και συζήτηση 

Σε αυτήν την ενότητα παρουσιάζουμε μια συστηματική ανάλυση ταξινόμησης μικρών 

αλληλουχιών του γονιδιώματος, που επιδεικνύουν διαφορετικές λειτουργικότητες και 
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βρίσκονται στο ανθρώπινο και σε άλλα γονιδιώματα, χρησιμοποιώντας μια προσέγγιση 

εποπτευόμενης μηχανικής μάθησης (LAF). Για κάθε πείραμα ταξινόμησης υιοθετούμε 

τη μεθοδολογία της αναπαράστασης βιολογικών αλληλουχιών με διανύσματα 

χαρακτηριστικών και μετέπειτα ταξινόμησή τους με τη χρήση λογικών κανόνων, όπως 

περιγράφηκε στις προηγούμενες ενότητες. Κάθε πείραμα ταξινόμησης 

πραγματοποιείται χρησιμοποιώντας αναπαραστάσεις διανυσμάτων χαρακτηριστικών με 

κ – μερή μήκους 3, 4 και 5, τα οποία δίνονται ως είσοδοι σε τρεις διαφορετικούς 

αλγορίθμους που βασίζονται σε λογικούς κανόνες (RIPPER, RIDOR, PART), 

υιοθετώντας την τεχνική της 10πλής διασταυρωμένης επικύρωσης (10 – fold cross 

validation). Όλη η λίστα των αποτελεσμάτων ακρίβειας (accuracy) ταξινόμησης μαζί με 

όλες τις παραμέτρους συνοψίζονται στo «Συμπληρωματικό Excel» που είναι διαθέσιμο 

στο dmb.iasi.cnr.it/cnes.php. Παραλείπουμε τα ποσοστά των ψευδώς θετικών και 

ψευδώς αρνητικών, διότι τα σφάλφατα είναι ομοιογενώς κατανεμημένα στις 

διαφορετικές κλάσεις στα σύνολα δεδομένων. Αναφέρουμε εδώ και συζητάμε τα 

αποτελέσματά μας, βασισμένοι στο καλύτερο αποτέλεσμα (υψηλότερο ποσοστό 

επιτυχούς ταξινόμησης) μεταξύ κάθε διαφορετικού αλγορίθμου, που βασίζεται σε 

λογικούς κανόνες και εφαρμόζεται σε διανύσματα χαρακτηριστικών που προκύπτουν 

από χρήση κ – μερών μεγέθους 3, 4 και 5. Ο λόγος, που επιλέγουμε το συνολικά 

καλύτερο αποτέλεσμα γι’ αυτό το σκοπό, είναι ότι θεωρούμε πως αντανακλά πιο άμεσα 

τη δυναμική της μεθόδου ταξινόμησης που βασίζεται σε κ – μερή και επομένως 

σχετίζεται, ενδεχομένως, με αρκετά βιολογικά χαρακτηριστικά και αποκαλύπτει 

λειτουργικές (ή πιθανά λειτουργικές) ιδιαιτερότητες των αλληλουχιών υπό μελέτη. Στο 

«Συμπληρωματικό Excel», οι ενδιαφερόμενοι αναγνώστες μπορούν να βρουν τους 

μέσους όρους των ποσοστών επιτυχούς ταξινόμησης, όπως υπολογίστηκαν βάση των 

26 πειραμάτων, που πραγματοποιήθηκαν. Βασισμένοι στα αποτελέσματά μας 

προτείνουμε τιμή του κ = 3 και τον PART αλγόριθμο, ως ένα βέλτιστο συνδυασμό 

τιμής του κ και αλγορίθμου ταξινόμησης αντίστοιχα, για ένα ab initio πείραμα 

ταξινόμησης (δείτε «Συμπληρωματικό Excel»). Για όλα τα πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν, εφαρμόσαμε ξεχωριστά τη μέθοδο των γονιδιωματικών 

υπογραφών (GS), ως μια εναλλακτική της μεθόδου LAF, που προτείνουμε εδώ. Οι GS, 

δίνοντας χαρακτηριστικές «υπογραφές σύστασης» για διαφορετικά γονιδιώματα, 

αντιπροσωπεύουν μια κλασική μέθοδο, με βάση την οποία θέλαμε να συγκρίνουμε τη 

LAF. Και στην περίπτωση των GS, λαμβάνεται υπόψη το καλύτερο, συνολικά, 

αποτέλεσμα, όσον αφορά τον αλγόριθμο που χρησιμοποιείται. 
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 Οι ακόλουθες αναλύσεις ταξινόμησης παρουσιάζονται, προκειμένου να 

εκτιμήσουμε την πιθανή χρησιμότητα της LAF, στο διαχωρισμό μεταξύ ποικίλων 

γονιδιωματικών στοιχείων, που βρίσκονται στο ίδιο ή σε διαφορετικά γονιδιώματα 

μετάζωων. Οι κανόνες ταξινόμησης, που εξάγονται με τη μέθοδο LAF, όπως αυτή 

περιγράφεται πιο πάνω στις «Μεθόδους», είναι διαθέσιμοι στην τοποθεσία 

dmb.iasi.cnr.it/cnes.php. O ενδιαφερόμενος αναγνώστης παραπέμπεται εκεί, όπου 

δίνονται τα χαρακτηριστικά κ – μερή για κάθε πείραμα ανά ζεύγη και κλάση των 

συνόλων δεδομένων που μελετώνται. 

 

Συγκρίσεις αλληλουχιών υποβάθρου μεταξύ ειδών 

Σε αυτές τις συγκρίσεις μεταξύ αλληλουχιών υποβάθρου ανθρώπου, σκώληκα και 

εντόμου, χρησιμοποιούμε, ως αντιπροσωπευτικά δείγματα των διαφορετικών 

γονιδιωμάτων, αναπληρωματικά σύνολα δεδομένων (surrogate sets), που λαμβάνονται 

από το εκάστοτε γονιδίωμα, έχοντας ως σημείο αναφοράς, είτε τα εξώνια, είτε τα CNE. 

Στις συγκρίσεις ανά ζεύγη, όπου περιλαμβάνεται ο H. sapiens, παίρνουμε πάντα τα 

καλύτερα ποσοστά ταξινόμησης, χρησιμοποιώντας και τις δύο μεθόδους (LAF και GS, 

δείτε Πίνακα 4). Αυτό το εύρημα μπορεί να κατανοηθεί, στα πλαίσια της υψηλής 

διαφοράς στις προτιμήσεις γειτόνων, κυρίως στα CpG και TpA, μεταξύ H. sapiens και 

ασπόνδυλων, ενώ αυτές οι προτιμήσεις βρίσκονται να είναι αρκετά κοντά σε είδη 

ασπόνδυλων: D. melanogaster (έντομο) και C. elegans (σκώληκας). Η GS συνιστά 

αποκλειστικά μια ποσοτικοποίηση της προτίμησης πρώτων γειτόνων, ενώ στη LAF 

συμπεριλαμβάνονται και διάφορες άλλες συνιστώσες σύστασης αλληλουχίας, όπως η 

σύσταση μονονουκλεοτιδίων και οι προτιμήσεις γειτόνων ανώτερης τάξης (πέρα της 

πρώτης). Σε συμφωνία με την πιο πάνω περιγραφή, στις περιπτώσεις όπου 

περιλαμβάνονται ανθρώπινες αλληλουχίες στη σύγκριση, οι GS αποδίδουν 

συστηματικά καλύτερα από τη LAF, ενώ η τελευταία αποδίδει καλύτερα στις 

εναπομείνουσες δύο περιπτώσεις. 

 Ένα άλλο συμπέρασμα, που προκύπτει από απλή επιθεώρηση του Πίνακα 4, 

είναι ότι στις συγκρίσεις γονιδιωματικών αλληλουχιών υποβάθρου μεταξύ ειδών, τα 

καλύτερα αποτελέσματα παρατηρούνται για τις εξωνικές αναπληρωματικές 

αλληλουχίες (exonic surrogates), σε σύγκριση με τις αναπληρωματικές αλληλουχίες 

CNE (CNE surrogates). Αυτό εξηγείται από το γεγονός ότι τα μέσα μήκη των εξωνίων, 

σε όλες τις περιπτώσεις, υπερβαίνουν τα μέσα μήκη των CNE (και το ίδιο ισχύει για τις 
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αναπληρωματικές τους αλληλουχίες, από «κατασκευής»). Τα υψηλότερα μέσα μήκη 

επιτρέπουν ξεκάθαρα καλύτερη στατιστική και επομένως υψηλότερα ποσοστά 

επιτυχούς ταξινόμησης και για τις δύο μεθόδους (LAF και GS). Σημειώνουμε εδώ ότι, 

όταν πρόκειται για συγκρίσεις μεταξύ CNE διαφορετικών ειδών, τροποποιούμε τις 

αλληλουχίες CNE των σπονδυλωτών, έτσι ώστε να φτάσουν στο μέσο μήκος των CNE 

ασπονδύλων (τα οποία είναι μικρότερα, για λεπτομέρεις δείτε στις «Μεθόδους»). 

 

Πίνακας 4: Σύγκριση γονιδιωματικών αλληλουχιών υποβάθρου από διαφορετικούς 

οργανισμούς. Συγκρίσεις μεταξύ ζευγών συλλογών αλληλουχιών, που αποτελούνται από 1000 

αλληλουχίες υποβάθρου η καθεμιά (όχι CNE, όχι εξωνικές), από 3 διαφορετικά γονιδιώματα. 

Αυτές οι αλληλουχίες λαμβάνονται ως αναπληρωματικές για τα CNE και τα εξώνια, που 

μελετούμε στη συνέχεια. Κάθε τέτοια αλληλουχία έχει το ίδιο μήκος και ποσοστό GC% με ένα 

μέλος από κάθε συλλογή CNE ή εξωνίων. Η υψηλότερη τιμή ακρίβειας ταξινόμησης για τη 

LAF και τη GS, σε κάθε πείραμα ταξινόμησης, δείχνεται με έντονη εκτύπωση. Για 

περισσότερες πληροφορίες πάνω στις χρησιμοποιούμενες μεθόδους, δείτε στο κείμενο και στο 

«Συμπληρωματικό υλικό». 

Experiment 

No 
Description 

Average 

length 

Average 

GC 

LAF, 

accuracy 

GS, 

accuracy 

#1 
surrogate for human exons 

surrogates for worm exons 

167.84 

169.32 

0.40 

0.52 
84.21 86.93 

#14 
surrogates for humanUCNEs 

surrogates for insect UCNEs 

86.09 

86.58 

0.36 

0.39 
81.45 84.30 

#20 
surrogates for human exons 

surrogates for insect exons 

169.82 

169.32 

0.51 

0.52 
84.66 87.89 

#22 
surrogates for worm exons 

surrogates for insect exons 

213.37 

212.86 

0.42 

0.52 
78.60 70.95 

#23 
surrogates for worm UCNEs 

surrogates for hUCNEs 

83.18 

82.93 

0.43 

0.36 
82.10 84.48 

#13 
surrogates for worm UCNEs 

surrogates for insect UCNEs 

83.41 

86.58 

0.43 

0.39 
64.70 63.65 

Average    79.29 79.70 

 

Συγκρίση αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό έναντι των 

αντίστοιχων αναπληρωματικών τους αλληλουχιών 

Τα ακόλουθα πειράματα αναφέρονται σε συγκρίσεις αλληλουχιών που βρίσκονται υπό 

επιλεκτικό περιορισμό (constrained sequences) έναντι των αναπληρωματικών τους 

αλληλουχιών (Πίνακας 5). Σημειώνουμε ότι οι αναπληρωματικές αλληλουχίες 

(surrogates) μοιράζονται με τις αρχικές αλληλουχίες το ίδιο ποσοστό σε GC% και 

μήκος (δείτε «Μεθόδους»). Όπως αποδεικνύεται, οι συγκρίσεις που περιλαμβάνουν 

αλληλουχίες ασπόνδυλων, που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό, δεν 

ταξινομούνται με τόσο μεγάλη επιτυχία όσο οι αντίστοιχες ανθρώπινες, 

χρησιμοποιώντας την LAF. To συγκεκριμένο εύρημα μπορεί να κατανοηθεί στα 

πλαίσια αρκετών ιδιαιτεροτήτων των θερμόαιμων ζώων (και συνήθως όλων των 
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σπονδυλωτών), ιδιαίτερα όσον αφορά το μη λειτουργικό, μη συντηρημένο τμήμα του 

γονιδιώματος υποβάθρου. Αυτές περιλαμβάνουν υψηλό εμπλουτισμό σε 

επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες. Επιπλέον, τα γονιδιώματα των σπονδυλωτών 

παρουσιάζουν ένα τυπικό προφίλ σπάνιων δινουκλεοτιδίων (ειδικά CpG και TpΑ) τα 

οποία αποφεύγονται λιγότερο στις αλληλουχίες που υπόκεινται σε επιλεκτική πίεση 

(εξώνια και CNE). Αυτές οι αλληλουχίες, έχοντας λειτουργικούς ρόλους, δεν 

ακολουθούν αυστηρά τις τάσεις του υπόλοιπου γονιδιώματος όσον αφορά τη σύσταση. 

Τα γονιδιώματα ασπόνδυλων δεν περιέχουν πολλές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 

και επιπλέον οι υποεκπροσωπήσεις συγκεκριμένων δινουκλεοτιδίων δεν είναι τόσο 

συχνές. Στις συγκρίσεις με τη μέθοδο των γονιδιωματικών υπογραφών ακολουθείται η 

ίδια τάση, αλλά το ποσοστό επιτυχούς ταξινόμησης είναι σημαντικά ελαττωμένο, λόγω 

της απλούστερης δομής αυτού του μέτρου σύγκρισης γονιδιωματικών αλληλουχιών. 

Γνωρίζουμε, μάλιστα, από προηγούμενες μελέτες ότι οι γονιδιωματικές υπογραφές δεν 

τα πηγαίνουν καλά σε συγκρίσεις στοιχείων που προέρχονται από το ίδιο γονιδίωμα, 

διότι οι προτιμήσεις γειτόνων παραμένουν σχετικά σταθερές μέσα στο ίδιο γονιδίωμα. 

Γι’αυτόν το λόγο, σε όλες τις συγκρίσεις που παρουσιάζονται στον πίνακα πιο κάτω, η 

LAF αποδεικνύεται καλύτερη.  

Οι τελευταίες έξι σειρές του Πίνακα 5 δείχνουν συγκρίσεις διαφόρων συλλογών 

CNE αλληλουχιών έναντι αναπληρωματικών αλληλουχιών (CNE surrogates). Γενικά 

παρατηρούμε ότι, μεταξύ των αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτική πίεση, οι 

ανθρώπινες αλληλουχίες CNE έναντι των δικών τους αναπληρωματικών αλληλουχιών 

επιδεικνύουν συγκριτικά υψηλότερα ποσοστά επιτυχούς ταξινόμησης, εάν συγκριθούν 

με τις εξωνικές αλληλουχίες έναντι των δικών τους αναπληρωματικών αλληλουχιών. 

Παρόλο που δεν είμαστε σε θέση να ερμηνεύσουμε πλήρως αυτό το εύρημα, είναι 

πιθανό να σχετίζεται με την υπόθεση ότι τα CNE ρυθμίζουν πολύπλοκες αναπτυξιακές 

διαδικασίες όπως είναι ο σχηματισμός του εγκεφάλου (Matsunami & Saitou 2013). Οι 

οδηγίες που ρυθμίζουν αυτές τις διαδικασίες μπορεί να είναι κωδικοποιημένες στις ίδιες 

τις αλληλουχίες. Έχει δειχθεί στη βιβλιογραφία ότι ορισμένες κατηγορίες CNE δρουν 

ως περιοχές πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων και επιπλέον φέρουν διάφορα 

μοτίβα (Xie et al. 2007; Viturawong et al. 2013), τα οποία η ανάλυση κ – μερών είναι 

πιθανόν αρκετά ευαίσθητη ώστε να εντοπίζει και αυτό αντικατοπτρίζεται στα 

υψηλότερα ποσοστά επιτυχούς ταξινόμησης των CNE εναντίον όμοιων με CNE (CNE-

like) αλληλουχιών σε σχέση με τα εξώνια εναντίον των όμοιων με εξώνια (exon-like) 

αλληλουχιών. 



 

 
61 

 

Πίνακας 5: Σύγκριση αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό έναντι των 

αντίστοιχων αναπληρωματικών τους. Συγκρίσεις μεταξύ ζευγών συλλογών αλληλουχιών 

CNE ή εξωνίων έναντι των αντίστοιχων συμπληρωματικών τους, μέσα στο ίδιο γονιδίωμα. Η 

υψηλότερη τιμή ακρίβειας ταξινόμησης για τη LAF και τη GS, σε κάθε πείραμα ταξινόμησης, 

δείχνεται με έντονη εκτύπωση. Εδώ τα CNE του σκώληκα μελετώνται στο σύνολό τους έναντι 

των αναπληρωματικών τους (1869 αλληλουχίες). Για περισσότερες πληροφορίες πάνω στις 

χρησιμοποιούμενες μεθόδους, δείτε στο κείμενο και στο «Συμπληρωματικό υλικό». 

Experiment 

No 
Description 

Average 

length 

Average 

GC 

LAF, 

accuracy 

GS, 

accuracy 

#2 
worm exons 

surrogates  

213.37 

213.37 

0.42 

0.42 
65.63 63.75 

#3 
human exons 

surrogates  

169.82 

169.82 

0.52 

0.52 
73.31 65.81 

#17 
insect exons 

surrogates  

388.82 

381.56 

0.54 

0.54 
63.72 61.95 

#4 
worm UCNEs 

 surrogates 

82.88 

82.88 

0.43 

0.43 
61.00 57.71 

#5a 

human UCNEs 

surrogates 

326.92 

326.92 

0.37 

0.37 
81.15 73.55 

#5b 
human EU100nx CNEs 

surrogates 

155.50 

155.50 

0.38 

0.38 
75.95 65.15 

#5c 
amniotic CNEs 

surrogates 

289.06 

289.06 

0.38 

0.38 
76.25 66.10 

#5d 
mammalian CNEs 

surrogates 

246.49 

246.49 

0.40 

0.40 
73.65 60.00 

#12 

insect UCNEs 

surrogates 

86.58 

86.58 

0.39 

0.39 
67.95 66.95 

Average    70.96 64.55 

 

Συγκρίση αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό μέσα στο ίδιο 

είδος (λειτουργικές αλληλουχίες έναντι λειτουργικών αλληλουχιών διαφορετικού 

τύπου) 

Η περίπτωση των εξωνίων έναντι των UCNE: Προχωρούμε στη μελέτη 

χαρακτηριστικών αλληλουχίας στοιχείων, τα οποία έχουν χαρακτηριστεί ως 

λειτουργικά: εξώνια, τα οποία είναι γνωστό πως βρίσκονται κάτω από επιλεκτική πίεση 

και κωδικοποιούν πολυπεπτιδικές αλυσίδες, καθώς και CNE, τα οποία είναι άγνωστης, 

εν πολλοίς, λειτουργικότητας, η οποία όμως υπονοείται από τον υψηλό βαθμό 

συντήρησης μεταξύ δύο ή περισσότερων οργανισμών. Με μια πρώτη ματιά, οι 

διαφοροποιήσεις στα ποσοστά ταξινόμησης μεταξύ LAF και GS, όπως συνοψίζονται 

στον Πίνακα 6, ενδεχομένως σχετίζονται με την ποσόστωση στο περιεχόμενο σε GC 

μεταξύ των αναλυόμενων κλάσεων. Πράγματι, είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι 

τα CNE είναι γενικά πλούσια σε ΑΤ (Walter et al. 2005), ενώ τα γονίδια που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες είναι σχετικά πλούσια σε GC (δείτε επίσης τιμές μέσου 

περιεχομένου σε GC στην τέταρτη στήλη του Πίνακα 6). Αυτό, ωστόσο, ενδέχεται να 
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μην είναι απόλυτα σωστό, καθώς η επιτυχία ταξινόμησης στην περίπτωση των εξωνίων 

του σκώληκα σε σχέση με τα UCNE του σκώληκα είναι μέτρια (δείτε πείραμα #6, 

68.65%), ενώ η διαφορά στο ποσοστό GC είναι ελάχιστη. Το γεγονός αυτό 

καταδεικνύει, ενδεχομένως, ότι οι λειτουργικές διαφορές των εξωνίων και των CNE 

είναι κωδικοποιημένες στη σύσταση της αλληλουχίας τους. Τέτοιες τροπικότητες 

συνιστούν οι προτιμήσεις στη χρήση κωδικονίων και οι συχνότητες των αμινοξέων σε 

κωδικοποιούσες αλληλουχίες ή η παρουσία διαφόρων υποακολουθιών πρόσδεσης 

πρωτεϊνικών παραγόντων και άλλων συναινετικών (consensus) αλληλουχιών που 

βρίσκονται στα CNE.       

 

Πίνακας 6: Συγκρίσεις διαφορετικών τύπων αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό 

περιορισμό. Συγκρίσεις εντός του ίδιου γονιδιώματος, μεταξύ συλλογών CNE έναντι συλλογών 

εξωνίων, αποτελούμενες από 1000 αλληλουχίες η καθεμιά. Με έντονη εκτύπωση  φαίνεται η 

υψηλότερη τιμή, για κάθε πείραμα ταξινόμησης, για κάθε μέθοδο (LAF: Logic Alignment-Free, 

GS: Genomic Signature). Για περισσότερες πληροφορίες δείτε και στο κείμενο.   

Experiment 

No 
Description 

Average 

length 

Average 

GC 

LAF, 

accuracy 

GS, 

accuracy 

#6 
worm exons  

 worm UCNEs 

82.64 

83.11 

0.42 

0.43 
68.65 61.88 

#7 
human exons 

human UCNEs 

169.82 

169.32 

0.52 

0.37 
82.79 77.66 

#18 
insect exons 

insect UCNEs 

86.09 

86.58 

0.52 

0.39 
82.80 81.90 

Average    78.08 73.81 

 

Η περίπτωση σύγκρισης διαφορετικών κατηγοριών CNE: Εδώ συγκρίνουμε 

διαφορετικές κατηγορίες CNE, που χαρακτηριστικό τους είναι ότι έχουν εξαχθεί με τα 

ίδια κριτήρια αλλά με σταδιακά αυξανόμενο κατώφλι ελάχιστης ομοιότητας κάθε φορά, 

χρησιμοποιώντας ένα βήμα 5 ποσοστιαίων μονάδων (δείτε «Μεθόδους» στο τμήμα 

«Ταυτοποίηση νέων συνόλων δεδομένων CNE σε σπονδυλωτά, έντομα και 

σκώληκες»). Σημειώνεται εδώ ότι η διαφοροποίηση βάσει σύστασης σε GC μεταξύ 

αυτών των συνόλων δεδομένων είναι χαμηλή. Παρατηρούμε καλά ποσοστά επιτυχούς 

ταξινόμησης χρησιμοποιώντας τη μέθοδο LAF, σαφώς καλύτερα από αυτά που δίνουν 

οι GS. Πιο συγκεκριμένα, λαμβάνουμε ιδιαίτερα υψηλές τιμές ακρίβειας όταν στις 

συγκρίσεις περιλαμβάνεται η κλάση των UCNE (υπερσυντηρημένες αλληλουχίες με 

95-100% ομοιότητα μεταξύ ανθρώπου – κοτόπουλου, πειράματα #27, #30, #32, #33, 

#5a). Τα UCNE εικάζεται ότι ενδεχομένως απαρτίζουν μια ξεχωριστή κατηγορία, 

διακριτή από CNE άλλων συνόλων δεδομένων, που περιλαμβάνονται σε συγκρίσεις 

στον Πίνακα 7, και τα οποία έχουν ταυτοποιηθεί χρησιμοποιώντας λιγότερο αυστηρά 

κριτήρια ομοιότητας αλληλουχίας στους ίδιους οργανισμούς (άνθρωπο – κοτόπουλο). 
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Επιπλέον, όταν συγκρίνουμε τα CNE 75-80%, CNE 85-90% και CNE 95-100% με τις 

αναπληρωματικές τους αλληλουχίες στο ανθρώπινο γονιδίωμα, παρατηρούμε μια 

σταδιακή αύξηση στην απόδοση (συγκρίνετε #34 και #35 με το #5a). Συνολικά 

λαμβάνουμε τα υψηλότερα ποσοστά επιτυχούς ταξινόμησης όταν περιλαμβάνονται 

UCNE (Πείραμα #5a). Το πληροφοριακό περιεχόμενο που υπάρχει σε αυτές τις 

αλληλουχίες τις καθιστά ανιχνεύσιμες από την μέθοδό μας (LAF) με υψηλή ακρίβεια. 

Η διαφορετική προσέγγιση των γονιδιωματικών υπογραφών (GS) επίσης δίνει καλά 

αποτελέσματα, γεγονός το οποίο υποδηλώνει πως πράγματι αυτές οι αλληλουχίες 

(UCNE) σχηματίζουν μια ξεχωριστή κατηγορία υπερσυντηρημένων αλληλουχιών και 

υπό το πρίσμα των προτιμήσεων «πρώτων γειτόνων». 

 

Πίνακας 7: Συγκρίσεις διαφορετικών τύπων αλληλουχιών CNE, που έχουν ταυτοποιηθεί 

χρησιμοποιώντας τα ίδια κριτήρια, αλλά με διαφορετικά κατώφλια ελάχιστης ομοιότητας. 

Συγκρίσεις, εντός του ίδιου γονιδιώματος, μεταξύ ζευγών συλλογών ανθρώπινων CNE (από 

1000 CNE η καθεμιά κλάση). Αυτά τα σύνολα δεδομένων συνίστανται από αλληλουχίες που 

έχουν ταυτοποιηθεί μεταξύ στοιχίσεων ανθρώπου / κοτόπουλου με σταδιακά αυξανόμενο 

κατώφλι ελάχιστης ομοιότητας. Με έντονη εκτύπωση  φαίνεται η υψηλότερη τιμή, για κάθε 

πείραμα ταξινόμησης, για κάθε μέθοδο (LAF: Logic Alignment-Free, GS: Genomic Signature). 

Για περισσότερες πληροφορίες δείτε και στο κείμενο.   

Experiment 

No 
Description 

Average 

length 

Average 

GC 

LAF, 

accuracy 

GS, 

accuracy 

#24 
CNEs 75-80% 

CNEs 80-85% 

248.92 

248.39 

0.39 

0.38 
55.45 53.95 

#25 
CNEs 75-80% 

CNEs 85-90% 

248.92 

250.63 

0.39 

0.38 
57.45 50.00 

#26 
CNEs 75-80% 

CNEs 90-95% 

248.92 

268.64 

0.39 

0.37 
60.95 59.05 

#27 
CNEs 75-80% 

CNEs 95-100% 

248.92 

319.70 

0.39 

0.37 
68.50 63.25 

#28 
CNEs 80-85% 

CNEs 85-90% 

248.39 

250.63 

0.38 

0.38 
50.00 50.00 

#29 
CNEs 80-85% 

CNEs 90-95% 

248.39 

268.64 

0.38 

0.37 
58.90 54.30 

#30 
CNEs 80-85% 

CNEs 95-100% 

248.39 

319.70 

0.38 

0.37 
68.60 61.80 

#31 
CNEs 85-90% 

CNEs 90-95% 

250.63 

268.64 

0.38 

0.37 
58.00 50.00 

#32 
CNEs 85-90% 

CNEs 95-100% 

250.63 

319.70 

0.38 

0.37 
65.65 59.30 

#33 
CNEs 90-95% 

CNEs 95-100% 

268.64 

319.70 

0.37 

0.37 
61.55 50.00 

#34 
CNEs 75-80% 

surrogates 

248.92 

248.92 

0.39 

0.39 
76.20 64.10 

#35 
CNEs 85-90% 

surrogates 

250.63 

250.63 

0.38 

0.38 
78.45 65.25 

#5a 
CNEs 95-100% 

surrogates 

326.92 

326.92 

0.37 

0.37 
81.15 73.55 

Average    64.68 58.04 
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Η ταξινόμηση, που βασίζεται στην ανάλυση κ – μερών και σε ταξινομητές λογικών 

κανόνων, αποδεικνύεται αποτελεσματική στο διαχωρισμό αλληλουχιών από το ίδιο 

είδος (ενδοειδικές συγκρίσεις) 

Οι γονιδιωματικές υπογραφές (GS) χρησιμοποιούνται ευρέως στην ταυτοποίηση 

διαφορετικών ειδών (Karlin & Mrázek 1997). Χρησιμοποιώντας μια γραφική 

αναπαράσταση της σύστασης του γονιδιώματος, που ονομάζεται Chaos Game 

Representation (CGR), οι Deschavanne και συνεργάτες ανέφεραν ότι οι υποακολουθίες 

ενός γονιδιώματος επιδεικνύουν τα κύρια χαρακτηριστικά ολόκληρου του 

γονιδιώματος, συγκλίνοντας έτσι στην ιδέα της γονιδιωματικής υπογραφής 

(Deschavanne et al. 1999). Οι συγγραφείς της συγκεκριμένης μελέτης θεώρησαν ότι 

μπορούν να περιγράψουν τα κύρια χαρακτηριστικά της ποικιλομορφίας, που 

παρατηρείται μεταξύ αλληλουχιών μέσω συγκεντρώσεων / ποσοστώσεων βάσεων, 

διαδοχής συμπληρωματικών βάσεων ή πουρινών / πυριμιδινών, καθώς και από τις 

υπερ- ή υποεκπροσωπήσεις λέξεων ποικίλων μηκών, με κύριο σκοπό να μετρήσουν τη 

φυλογενετική εγγύτητα ειδών. Πιο κάτω προχωράμε σε μια κατηγοριοποίηση των 

πειραμάτων μας σε διαειδικά και ενδοειδικά, βασισμένοι στο εάν οι αλληλουχίες που 

μελετούμε προέρχονται από διαφορετικούς ή από τον ίδιο οργανισμό αντίστοιχα. 

Παρουσιάζουμε στον Πίνακα 8 συγκεντρωτικά τα αποτελέσματα και για τα 26 

πειράματα. Φαίνεται ότι η μέθοδος που προτείνουμε (LAF) αποδεικνύεται εξίσου καλή 

με τις γονιδιωματικές υπογραφές (GS), όταν έχουμε να κάνουμε με αλληλουχίες που 

προέρχονται από διαφορετικά είδη (80.20% έναντι 80.19% για τις GS). Όταν όμως 

συγκρίνουμε αλληλουχίες που προέρχονται από τον ίδιο οργανισμό, η LAF τα πηγαίνει 

σημαντικά καλύτερα σε σχέση με τις GS (70.90% έναντι 65.83%). Αυτό το εύρημα 

καταδεικνύει ότι η ανάλυση κ – μερών σχετικά μικρών αλληλουχιών, σε συνδυασμό με 

ταξινομητές που βασίζονται σε λογικούς κανόνες, είναι μια υποσχόμενη μέθοδος, 

καθώς η LAF λαμβάνει υπόψη, επιπλέον των προτιμήσεων πρώτων γειτόνων, την 

ύπαρξη στις υπό μελέτη αλληλουχίες διαφόρων συνδυασμών ολιγονουκλεοτιδίων, όπως 

ομο-πουρίνες και ομο-πυριμιδίνες και παλίνδρομων αλληλουχιών, οι οποίες φαίνεται 

πως υπερεκπροσωπούνται σε συγκεκριμένα σύνολα δεδομένων CNE (μη δημοσιευμένα 

αποτελέσματα από το εργαστήριο του Philipp Bucher). Άλλες τέτοιες χαρακτηριστικές 

«υπογραφές», που έχουν προταθεί στη βιβλιογραφία για τα CNE και που ενδεχομένως 

ανιχνεύονται από τη μέθοδο LAF που προτείνουμε, είναι η παρουσία στα CNE 

διαφόρων επικαλυπτόμενων περιοχών πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων 

(Viturawong et al. 2013). Η ύπαρξη αυτών των περιοχών είναι πιθανόν να διαφοροποιεί 
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συστηματικά τις συγκεκριμένες αλληλουχίες από τις υπόλοιπες μη-συντηρημένες 

αλληλουχίες. 

 

Πίνακας 8: Γενικά στατιστικά στοιχεία που περιγράφουν την αποτελεσματικότητα της 

LAF. LAF (Best): Ο καλύτερος συνδυασμός για κάθε πείραμα, όσον αφορά την τιμή του k και του 

ταξινομητή που χρησιμοποιείται, παρουσιάζεται και λαμβάνεται υπόψη για τον υπολογισμό του 

αριθμητικού μέσου, LAF (average of 9): Αριθμητικός μέσος όλων των διαφορετικών συνδυασμών για 

κάθε πείραμα κ – μερών και ταξινομητών που βασίζονται σε λογικούς κανόνες,  LAF (κ = 3, PART): Με 

βάση όλα τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν, ο συγκεκριμένος, πιο κατάλληλος συνδυασμός τιμής κ 

και αλγορίθμου ταξινόμησης, επιλέγεται για την εξαγωγή συμπερασμάτων σε κάθε πείραμα, GS (without 

discretization): οι γονιδιωματικές υπογραφές όπως έχουν υπολογιστεί ως διάνυσμα συχνοτήτων χωρίς το 

επιπλέον βήμα διακριτοποίησης που κάνουμε στη LAF και περιγράφεται πιο πάνω.    

 

LAF, 

accuracy, Best 

LAF, 

accuracy, 

average of 9 

LAF, 

accuracy, k = 

3, PART 

GS, 

accuracy, 

without 

discretization 

GS, accuracy,  

Best, with 

discretization 

GS, accuracy, 

mean of 3, 

with 

discretization 

Overall 75.19 71.33 74.39 70.86 72.45 71.78 

Inter-

species 
80.20 75.56 79.81 79.62 80.19 79.53 

Intra- 

Species 
70.90 67.69 69.74 63.35 65.83 65.14 

 

Συμπεράσματα 

Παρουσιάζουμε και εφαρμόζουμε μια προσέγγιση, τη LAF (Logic Alignment Free), 

που βασίζεται στην ανάλυση κ – μερών και στην ταξινόμηση με χρήση λογικών 

κανόνων, με σκοπό την αναπαράσταση και τη μετέπειτα κατάταξη βιολογικών 

αλληλουχιών διαφορετικών λειτουργικοτήτων καθώς και διαφορετικής προέλευσης. 

Συγκρίνουμε την προσέγγισή μας vis-à-vis με τη μέθοδο των γονιδιωματικών 

υπογραφών (GS) του Karlin και παρουσιάζουμε ποσοστά ταξινόμησης. Από όσο 

γνωρίζουμε, η μελέτη μας είναι η πρώτη που εφαρμόζει αυτές τις μεθοδολογίες σε 

μικρές βιολογικές αλληλουχίες, καθώς μέχρι τώρα οι GS είχαν χρησιμοποιηθεί μόνο σε 

περιπτώσεις διαχωρισμού περισσότερο εκτεταμένων περιοχών του γονιδιώματος, 

μεγέθους 50 kb ή και περισσότερο (Karlin 1998). Βασισμένοι στα αποτελέσματά μας, 

συμπεραίνουμε ότι η LAF αποδίδει ιδιαιτέρως καλά, όταν μελετούμε αλληλουχίες από 

το ίδιο είδος, ξεπερνώντας την απόδοση των GS, ενώ σε συγκρίσεις μεταξύ ειδών, όπου 

η δυναμική των GS έχει ήδη επιβεβαιωθεί μέσω της σύγκρισης μεγάλων 

γονιδιωματικών περιοχών, οι δύο μέθοδοι αποδίδουν εξίσου καλά. Επομένως, 

προτείνουμε ότι η LAF μπορεί να χρησιμοποιηθεί περαιτέρω σε εφαρμογές που 

ενέχουν ανάλυση αλληλουχίας, όπως η κατηγοριοποίηση διαφορετικών, πιθανών, 
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λειτουργικοτήτων μέσα σε ομάδες αλληλουχιών CNE ή η ταυτοποίηση και ο 

διαχωρισμός διαφορετικών συνιστωσών του μεταγονιδιώματος. 

 

3.2 Ανάλυση και ταξινόμηση αλληλουχιών DNA, που βρίσκονται υπό 

επιλεκτικό περιορισμό, με τη χρήση γράφων (γραφημάτων) Ν – 

γραμμάτων (N – gram Graphs, NGG) και γονιδιωματικών υπογραφών 

(GS)   

 

Αναλύοντας τη σύσταση αλληλουχίας μέσω ενός συνδυασμού περιεχομένου λέξεων 

και πληροφορίας σχετικής θέσης 

Μια αλληλουχία μπορεί να θεωρηθεί ισοδύναμη με ένα κείμενο φυσικής γλώσσας, υπό 

την προϋπόθεση ότι το λεξιλόγιο είναι πολύ περιορισμένο. Παραδοσιακά, μέθοδοι 

επεξεργασίας φυσικής γλώσσας που βασίζονται σε n – γράμματα (n – νουκλεοτίδια 

αντίστοιχα) έχουν εφαρμοσθεί σε βιολογικές αλληλουχίες, στοχεύοντας στη 

βελτιστοποίηση μεθόδων αντιστοίχισης αλληλουχίας (Kim & Shawe-Taylor 1994), στη 

δημιουργία ευρετηρίων (indexing) (Kim et al. 2005), στην ανάλυση πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών (Ganapathiraju et al. 2002), καθώς και στην ανάλυση κωδικοποιουσών 

και μη αλληλουχιών (Mantegna et al. 1995). Tα μοντέλα n – γραμμάτων αλληλουχιών 

δείχνουν πώς μικρές υποακολουθίες μήκους n εμφανίζονται σε όλη την αλληλουχία υπό 

ανάλυση. Άλλες εναλλακτικές μέθοδοι ανάλυσης, όπως τα ΗΜΜ (Hidden Markov 

Models) ή τα CRM (Conditional Random Fields), μοντελοποιούν πιθανοτικά τους 

πιθανούς συνδυασμούς στοιχείων σε μια αλληλουχία. 

 Στις επόμενες παραγράφους, προτείνουμε και περιγράφουμε την εφαρμογή της 

μεθοδολογίας αναπαράστασης των γράφων / γραφημάτων Ν – γραμμάτων (NGG), η 

οποία καταφέρνει να αποτυπώσει τοπικά και καθολικά χαρακτηριστικά των 

αναλυόμενων αλληλουχιών (Giannakopoulos G.  Vouros G. and Stamatopoulos, P. 

2008; Polychronopoulos, Krithara, et al. 2014). Η κύρια ιδέα πίσω από τους γράφους 

είναι ότι η γειτονιά μεταξύ των υποακολουθιών σε μια αλληλουχία περιέχει ένα κρίσιμο 

μέρος της ίδιας της πληροφορίας της αλληλουχίας. Ο γράφος N – γραμμάτων (NGG), 

όπως προκύπτει από κάθε αλληλουχία, είναι αναγκαστικά ένα ιστόγραμμα 

συνεντοπισμών / συνεμφανίσεων συμβόλων (στην περίπτωσή μας, νουκλεοτιδίων). Τα 

σύμβολα θεωρούνται ότι συνεντοπίζονται όταν βρίσκονται σε μια μέγιστη απόσταση 

(παράθυρο, window) μεταξύ τους. Το μέγεθος του παραθύρου, το οποίο αποτελεί μια 
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παράμετρο των NGG, επιτρέπει ευελιξία στην αναπαράσταση των συνεντοπισμών μέσα 

σε μια αλληλουχία. Το γεγονός ότι οι γράφοι Ν – γραμμάτων λαμβάνουν υπόψη 

συνεντοπισμούς προσφέρει μια δυναμική περιγραφής της τοπικότητας, ενώ το γεγονός 

ότι δρουν ως ένα ιστόγραμμα αυτών των συνεντοπισμών παρέχει μια δυναμική 

καθολικής αναπαράστασης του συνόλου της αλληλουχίας. Σημειώνουμε εδώ ότι, στο 

όριο του μεγέθους του παραθύρου (άπειρο μέγεθος παραθύρου), οι NGG χάνουν τη 

δυνατότητα περιγραφής της τοπικότητας.  

 Σε αντίθεση με τα πιθανοτικά μοντέλα (όπως τα HMM), οι NGG είναι 

ντετερμινιστικοί. Επιπλέον, οι NGG δε βασίζονται σε πολυάριθμα παραδείγματα ώστε 

να συνάγουν τις παραμέτρους του μοντέλου. Τρίτον, μεταχειρίζονται ισότιμα, 

φαινόμενα που υποεκπροσωπούνται, κάτι το οποίο μας απαλλάσσει από τις προτιμήσεις 

των πιθανοτικών προσεγγίσεων για συχνά απαντώμενα πρότυπα. Σε αντίθεση με τα 

μοντέλα Ν – γραμμάτων, οι NGG προσφέρουν περισσότερη πληροφορία, βασισμένοι 

στην αναπαράσταση των συνεντοπισμών. Γενικά, μπορούμε να πούμε, ότι παρέχουν 

μια μέση λύση μεταξύ εκφραστικότητας και γενίκευσης. 

 Το πλαίσιο εφαρμογής των NGG διαθέτει επίσης ένα σύνολο σημαντικών 

τελεστών. Αυτοί οι τελεστές μάς επιτρέπουν το συνδυασμό μεμονωμένων γράφων σε 

ένα γράφο πρότυπο / μοντέλο (πιο συγκεκριμένα, ο τελεστής της ενημέρωσης, update 

operator) και τη σύγκριση ζευγών γράφων, με την επιπλέον δυνατότητα 

διαβαθμισμένων μετρήσεων ομοιότητας (τελεστές ομοιότητας). Στο πεδίο της 

ανάλυσης σύστασης αλληλουχίας, η αναπαράσταση και το σύνολο των τελεστών 

παρέχουν ένα ακόμα μέσο ανάλυσης και σύγκρισης αλληλουχιών, με χαρακτηριστικά 

τα οποία απουσιάζουν από ευρέως διαδεδομένα πιθανοτικά μοντέλα, όπως τα HMM.  

 Οι NGG μπορούν να συνδυαστούν με διανυσματική αναπαράσταση 

αλληλουχιών, ώστε να καταστεί δυνατή η εφαρμογή αλγορίθμων μηχανικής μάθησης 

για την ταξινόμηση αλληλουχιών, με την ίδια λογικά όπως περιγράψαμε στην 

προηγούμενη ενότητα αυτού του κεφαλαίου. Στις επόμενες παραγράφους μελετούμε 

συντηρημένες μη κωδικοποιούσες αλληλουχίες και εξώνια με την προσέγγιση των 

γράφων Ν – γραμμάτων και συγκρίνουμε τα αποτελέσματά μας με τις γονιδιωματικές 

υπογραφές (GS) (Karlin 1998). Επιπροσθέτως, μελετούμε σύνολα δεδομένων CNE και 

εξωνίων, μαζί με κατάλληλες αναπληρωματικές αλληλουχίες, και δίνουμε, σε όλες τις 

περιπτώσεις, ποσοστά επιτυχούς ταξινόμησης. 
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Μέθοδοι  

Ανάκτηση συνόλων δεδομένων 

Για τους σκοπούς της μελέτης μας θεωρούμε πληθώρα δημοσιευμένων συνόλων 

δεδομένων αλληλουχιών που βρίσκονται υπό εξελικτικό περιορισμό. Δεδομένου ότι τα 

σύνολα δεδομένων διαφέρουν σε αριθμούς, διαλέξαμε τυχαία 1000 στοιχεία, από 

αρχεία μορφής BED, για περαιτέρω ανάλυση. Μόνο τα CNE του σκώληκα (worm 

CNE) μελετώνται στο σύνολό τους, καθώς αυτό το σύνολο περιέχει μόνο 1869 

στοιχεία, τα οποία δημοσιεύτηκαν πρόσφατα (Polychronopoulos, Weitschek, et al. 

2014). Οι εξωνικές αλληλουχίες των γονιδιωμάτων του ανθρώπου, του σκώληκα και 

των εντόμων (human, worm και insect exons αντίστοιχα) ανακτήθηκαν από το 

αποθετήριο του UCSC, βάσει των σχολιασμών του RefSeq, που αναφέρονται στις 

τελευταίες εκδόσεις των εκάστοτε γονιδιωμάτων (hg19, ce10, dm3 για άνθρωπο, 

σκώληκα και έντομο αντίστοιχα) (Pruitt et al. 2007). Τα σύνολα δεδομένων που 

περιγράφονται πιο κάτω, μαζί με τις αναπληρωματικές τους αλληλουχίες, 

χρησιμοποιούνται σε 26, στο σύνολο, πειράματα ταξινόμησης ανά ζεύγη, τα οποία στο 

κείμενο και στους πίνακες αναφέρονται ως #1, #2, κ.ο.κ. Στο «Συμπληρωματικό 

Excel
6
» υπάρχουν όλες οι πληροφορίες και τα στατιστικά για τους ενδιαφερόμενους 

αναγνώστες. Εκτός από τις εξωνικές αλληλουχίες, χρησιμοποιούνται οι ακόλουθες 

κλάσεις μη κωδικοποιουσών αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό 

(και έχουν αναφερθεί αναλυτικά και πιο πάνω στην αρχή αυτής της διατριβής): 

I. UCNE (UltraConserved Noncoding Elements) (Dimitrieva & Bucher 2013), 

II. EU100 μη εξωνικά CNE (EU100nx CNE) (Stephen et al. 2008), 

III. CNE Αμνιωτικών και Θηλαστικών (Amniotic και Mammalian CNE) (Kim & 

Pritchard 2007), 

IV. CNE σκώληκα και εντόμου (Worm και Insect UCNE) (Polychronopoulos, 

Weitschek, et al. 2014).  

 

                                                           
6
 Μπορείτε να κατεβάσετε το «Συμπληρωματικό Excel» στο σύνδεσμο: 

http://users.iit.demokritos.gr/~ggianna/Publications/alcob2014/  
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Χειρισμός αλληλουχιών και εξαγωγή αναπληρωματικών αλληλουχιών 

Χρησιμοποιείται η σουίτα εργαλείων BEDTools (Quinlan & Hall 2010) για την 

εξαγωγή αλληλουχιών τύπου FASTA από BED αρχεία και για τον υπολογισμό 

επικαλυπτόμενων στοιχείων. Επιπροσθέτως, χρησιμοποιούμε τη σουίτα EMBOSS για 

τον υπολογισμό του GC περιεχομένου των αλληλουχιών (Rice et al. 2000). Για να 

λαμβάνουμε κάθε φορά αλληλουχίες ίδιου μήκους χρησιμοποιούμε scripts, τα οποία 

περιγράφησαν αναλυτικά πιο πριν στην προηγούμενη ενότητα αυτού του κεφαλαίου και 

είναι διαθέσιμα στους αναγνώστες κατόπιν σχετικού αιτήματος.  

 

Από τις αλληλουχίες στο χώρο διανυσμάτων ομοιότητας των γράφων Ν – 

γραμμάτων (NGG) 

Ακολουθούμε μια σειρά από βήματα ώστε να αναπαραστήσουμε τις αλληλουχίες, 

χρησιμοποιώντας τους NGG. Η ιδέα είναι ότι, από γνωστές (σημασμένες) αλληλουχίες, 

δημιουργούμε αντιπροσωπευτικούς NGG για κάθε κλάση αλληλουχιών. Έπειτα, 

περιγράφουμε όλες τις αλληλουχίες, βάσει της ομοιότητάς τους με τους 

αντιπροσωπευτικούς NGG, για κάθε κλάση. Επομένως, η εφαρμογή των NGG 

συνίσταται από τα παρακάτω βήματα: 

 

- Αντιπροσώπευση κάθε αλληλουχίας χρησιμοποιώντας τους NGG. 

- Υπολογισμός του αντιπροσωπευτικού (πρότυπου) γράφου NGG για κάθε κλάση 

εκπαίδευσης που χρησιμοποιείται. 

- Υπολογισμός της ομοιότητας μεταξύ των στιγμιότυπων εκπαίδευσης (training 

instances) και των πρότυπων γράφων. 

- Αναπαράσταση των στιγμιότυπων εκπαίδευσης χρησιμοποιώντας αποκλειστικά 

και μόνο τις ομοιότητές τους, δηλαδή σε ένα χώρο διανυσμάτων ομοιότητας. 

 

Για περισσότερες, αναλυτικές λεπτομέρειες, τύπους και μαθηματικές εξισώσεις που 

περιγράφουν τα βήματα πιο πάνω, δείτε τις ακόλουθες εργασίες (Giannakopoulos G.  

Vouros G. and Stamatopoulos, P. 2008; Polychronopoulos, Krithara, et al. 2014). H 

πρώτη περιγράφει τη μαθηματική και υπολογιστική θεμελίωση των NGG με σκοπό την 

εξαγωγή περιλήψεων, ενώ η δεύτερη την εφαρμογή αυτών στο πεδίο της ανάλυσης του 

γονιδιώματος και της Βιοπληροφορικής. 
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Η μέθοδος των γονιδιωματικών υπογραφών (Genomic Signatures, GS) 

Όπως περιγράφηκε στην προηγούμενη ενότητα αυτού του κεφαλαίου, χρησιμοποιούμε 

και εδώ τη μέθοδο των γονιδιωματικών υπογραφών για τα δινουκλεοτίδια (GS), με 

σκοπό τη σύγκριση των αποτελεσμάτων ταξινόμησης στοιχείων του γονιδιώματος με 

χρήση και των δύο μεθόδων. Στην περίπτωσή μας, χρησιμοποιούμε την προσέγγιση των 

GS για δύο λόγους: α. Οι αλληλουχίες υπό εξέταση είναι όλες μικρού μήκους. Τα 

εξώνια αλλά και τα CNE έχουν μέσο μήκος που δεν ξεπερνά τα 200 νουκλεοτίδια, 

επομένως η χρήση μεγαλύτερης κλίμακας GS (π.χ. τρι- ή τετρανουκλεοτιδίων) θα έδινε 

αβέβαια αποτελέσματα, λόγω της επίδρασης του πεπερασμένου μεγέθους (finite size 

effect), β. Tα εξώνια, μια από τις κύριες κατηγορίες λειτουργικών στοιχείων του 

γονιδιώματος που χρησιμοποιούνται εδώ, είναι γνωστό ότι έχουν προτιμήσεις σε 

ορισμένα τρινουκλεοτίδια (και πολλαπλάσιά τους, όπως έξα- ή εννιαμερή), λόγω της 

εγγενούς δομής του γενετικού κώδικα και εξ’ αιτίας των προτιμήσεων που 

συνεπάγονται από τη διαδικασία της μετάφρασης. Αυτή η ιδιότητα, γνωστή ως 

προτίμηση κωδικονίων (codon bias), είναι πολύ πιο έντονη στα τρινουκλεοτίδια παρά 

στα δινουκλεοτίδια, επομένως επιλέγουμε τα τελευταία ως βάση για την ανάλυσή μας 

με τη μέθοδο των GS. 

 Όταν πραγματοποιούμε τα πειράματα ταξινόμησης στις περιπτώσεις και των 

NGG και των GS, χρησιμοποιούμε το αποτέλεσμα (την έξοδο, output) της ανάλυσης 

(διανύσματα ομοιοτήτων στην περίπτωση των NGG και ποσοστά εμφάνισης 

νουκλεοτιδίων στην περίπτωση των GS) ως διανύσματα εισόδου ώστε να 

εκπαιδεύσουμε ταξινομητές που βασίζονται σε λογικούς κανόνες, όπως π.χ. την 

υλοποίηση JRIP (Hall et al. 2009) του RIPPER (Cohen 1995). Σημειώνουμε ότι τα 

αποτελέσματα που παρατίθενται εδώ, με βάση τον RIPPER, είναι συγκρίσιμα με αυτά 

που παίρνουμε από άλλους ευρέως διαδεδομένους ταξινομητές που δοκιμάζουμε (όπως 

τα Support Vector Machines – SVM, Random Forest). Στις ακόλουθες παραγράφους 

αναφέρουμε τα ευρήματά μας με βάση τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν και με 

τις δύο μεθόδους (NGG και GS). 

 

Αποτελέσματα και συζήτηση  

Εδώ περιγράφουμε μια συστηματική ανάλυση μικρών τμημάτων του γονιδιώματος, τα 

οποία επιδεικνύουν διαφορετικές λειτουργικότητες, και προέρχονται από τα 

γονιδιώματα του ανθρώπου, του σκώληκα και του εντόμου. Για κάθε πείραμα 
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ταξινόμησης υιοθετούμε τις τεχνικές των NGG και των GS, όπως εξηγήσαμε νωρίτερα, 

ώστε να εκτιμήσουμε πώς διαφορετικές τροπικότητες μπορούν να διαχωριστούν βάσει 

της εγγενούς σύστασης αλληλουχίας. 

 Σημειώνουμε ότι η αναπαράσταση μέσω NGG εμπεριέχει τρεις παραμέτρους. Η 

πρώτη είναι η τιμή του m, η οποία καθορίζει το ελάχιστο μήκος των N – γραμμάτων, 

στο οποίο χωρίζεται μια αλληλουχία. Η δεύτερη είναι η τιμή του M, η οποία καθορίζει 

το μέγιστο μήκος των Ν – γραμμάτων, στο οποίο χωρίζεται μια αλληλουχία. Η τρίτη 

είναι η τιμή του D, η οποία αντιπροσωπεύει τη μέγιστη απόσταση μέσα στην οποία 

θεωρούμε τα Ν – γράμματα (Ν – βάσεις) ότι είναι γείτονες. Η διατήρηση m = M = D 

απλουστεύει την ανάλυση ελαχιστοποιώντας τον απαιτούμενο υπολογιστικό χρόνο, ενώ 

δεν τροποποιούνται σημαντικά τα αποτελέσματα στην πλειονότητα των περιπτώσεων 

(Giannakopoulos G.  Vouros G. and Stamatopoulos, P. 2008). 

 Χρησιμοποιούμε έναν εκτιμητή, που είχε περιγραφεί αρχικά στην πρώτη 

εργασία με NGG, ώστε να καθοριστούν οι προαναφερθείσες παράμετροι. Δεδομένου 

ότι οι NGG αρχικά σχεδιάστηκαν για μια διαφορετική, γλωσσολογική ανάλυση 

(εκτίμηση υπολογιστικών συστημάτων εξαγωγής περιλήψεων), μη λαμβάνοντας υπόψη 

την ενδεχόμενη δυναμική πρόβλεψης στα πλαίσια πειραμάτων ταξινόμησης, 

προχωρούμε σε δοκιμασίες βελτιστοποίησης των παραμέτρων βασισμένοι σε διεξοδικά 

πειράματα (για m ∈ [2, 9]), χρησιμοποιώντας την τεχνική της 10πλής διασταυρωμένης 

επικύρωσης (10 – fold cross validation). Η βελτιστοποίηση πραγματοποιείται 

χρησιμοποιώντας 5 διαφορετικά σύνολα δεδομένων. 

 Υπολογίζουμε την επίδοση στα πειράματα ταξινόμησης με το μέτρο F – 

measure. To F – measure, ένα μέτρο το οποίο χρησιμοποιείται συχνά στη μηχανική 

μάθηση σε πειράματα ταξινόμησης, είναι ο γεωμετρικός μέσος της ακρίβειας P 

(Precision: το ποσοστό των αλληλουχιών που έχουν εκχωρηθεί σε μια κλάση και 

ανήκουν πραγματικά σε αυτήν την κλάση) και της ανάκλησης R (Recall: το ποσοστό 

του συνόλου των αλληλουχιών που πράγματι ανήκουν σε μια κλάση και αποδόθηκαν 

σε εκείνη την κλάση) ενός ταξινομητή. Επομένως, 
RP

RP2
1F




 .  Στην Εικόνα 7 

απεικονίζουμε, μέσω του F1, την επίδοση της ταξινόμησης με τη βοήθεια των NGG. 

Κάθε στήλη ανταποκρίνεται σε ένα συνδυασμό τιμών παραμέτρων. Η έντονη οριζόντια 

γραμμή, σε κάθε στήλη, καταδεικνύει τη μέση επίδοση του συγκεκριμένου συνδυασμού 

για το για το σετ των 6 συνόλων δεδομένων. Οι υπόλοιπες γραμμές αντιπροσωπεύουν 

τις ποσοστιαίες τιμές της επίδοσης. Συμπεραίνουμε ότι υπάρχει ένα συστηματικά 
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υψηλό πλατώ επίδοσης, όταν 5 ≤ m ≤ 8, το οποίο δείχνει ότι η μέθοδός μας δε 

βελτιώνεται συστηματικά / σημαντικά, όταν το m ξεπεράσει την τιμή 5. Μια άλλη 

παρατήρηση είναι ότι ο συνδυασμός παραμέτρων 2 – 2 – 2 αποδίδει σημαντικά 

καλύτερα από τον συνδυασμό 3 – 3 – 3 και σχεδόν το ίδιο καλά με τον 4 – 4 – 4. Το 

γεγονός αυτό ενδεχομένως σχετίζεται με τη σημασία των προτιμήσεων πρώτων 

γειτόνων, όπως αντανακλώνται στη μεθοδολογία των NGG.  

 

Εικόνα 7: Θηκογράμματα (Boxplots) της επίδοσης ταξινόμησης των NGG με χρήση 

διαφορετικών παραμέτρων 

 

  

Στους πίνακες, που περιλαμβάνονται στη συνέχεια, θεωρούμε την επίδοση των 

NGG για κάθε βέλτιστο συνδυασμό τιμών παραμέτρων. Για παράδειγμα, στο πείραμα 1 

(Exp #1), Πίνακας 9, η τιμή 83.86 δίνεται για τους NGG, η οποία ανταποκρίνεται στην 

επιλογή συνδυασμού παραμέτρων 7 – 7 – 7. Προτείνουμε (m, M, D) = (5, 5, 5), ως τις 

βέλτιστες ρυθμίσεις παραμέτρων, για την ανάλυση μικρών αλληλουχιών του 

γονιδιώματος, βασισμένοι και στα 26 πειράματα ταξινόμησης που πραγματοποιήθηκαν 

(δείτε «Συμπληρωματικό Excel», καρτέλα “Overal Statistics”). Οι γονιδιωματικές 

υπογραφές (GS) χρησιμοποιούνται ως μια εναλλακτική μέθοδος ταξινόμησης σε 
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αντιπαραβολή με τους NGG. Από όσο γνωρίζουμε, για τόσο μικρές γονιδιωματικές 

αλληλουχίες, λειτουργικής (ή πιθανά λειτουργικής) σημασίας, αυτή είναι η πρώτη 

εργασία που εξετάζει την εφαρμογή και των δύο μεθόδων (NGG, GS).  

 

Συγκρίσεις αλληλουχιών υποβάθρου (background sequences) μεταξύ ειδών  

Για συγκρίσεις μεταξύ αλληλουχιών υποβάθρου του ανθρώπου, του σκώληκα και των 

εντόμων χρησιμοποιούμε αναπληρωματικά σύνολα δεδομένων (surrogate sets, όπως 

περιγράφουμε στις “Μεθόδους”) ως αντιπροσωπευτικά δείγματα των διαφορετικών 

γονιδιωμάτων. Οι συγκρίσεις που περιλαμβάνουν τον H. sapiens δίνουν πάντα τα 

καλύτερα ποσοστά ταξινόμησης, χρησιμοποιώντας και τους γράφους Ν – γραμμάτων 

(NGG) και τις γονιδιωματικές υπογραφές (GS), δείτε Πίνακα 9. Αυτό μπορεί να 

εξηγηθεί στα πλαίσια της υψηλής διαφοράς των προτιμήσεων γειτόνων, κυρίως σε CpG 

και TpA μεταξύ H. sapiens και ασπόνδυλων, ενώ αυτές οι προτιμήσεις βρίσκονται 

αρκετά κοντά μεταξύ ειδών ασπόνδυλων, όπως η D. melanogaster (έντομο) και ο C. 

elegans (σκώληκας). Οι GS είναι αποκλειστικά μια ποσοτικοποίηση των προτιμήσεων 

πρώτων γειτόνων και ως συνέπεια δεν επηρεάζονται από το περιεχόμενο σε GC. 

Αντιθέτως, οι NGG είναι σε θέση να ενσωματώσουν εννοιολογικά διάφορα συστατικά / 

πτυχές της σύστασης αλληλουχίας, όπως είναι η μονονουκλεοτιδική σύσταση και οι 

προτιμήσει γειτόνων ανώτερης τάξης (ένα κριτήριο το οποίο παρέχεται ως μια τιμή 

παραμέτρου στη μεθοδολογία μας μεταβάλλοντας το D). 

 Σε περιπτώσεις όπου περιλαμβάνονται ανθρώπινες αλληλουχίες στις συγκρίσεις, 

οι GS αποδίδουν συστηματικά καλύτερα από τους NGG. Αυτή η διαφορά είναι επίσης 

στατιστικά σημαντική με ένα p – value μικρότερο από 0.10 (paired t – test). Αξίζει να 

σημειωθεί ότι οι δύο περιπτώσεις με τις υψηλότερες διαφορές σε περιεχόμενο GC 

μεταξύ των συνόλων που περιλαμβάνονται σε πειράματα ταξινόμησης είναι: το 

πείραμα #22 (Exp #22), το οποίο είναι το μοναδικό (σε αυτή την ομάδα συγκρίσεων), 

όπου οι NGG αποδίδουν καλύτερα από τις GS και το πείραμα #1 (Exp #1), όπου οι GS 

αποδίδουν καλύτερα από τους NGG, αλλά με τη χαμηλότερη διαφορά στις επιδόσεις. 

Οι περιπτώσεις με την υψηλότερη (σε μεγαλύτερο βαθμό), σχετικά, επικράτηση των 

NGG είναι εκείνες με τις υψηλότερες διαφορές σε ποσοστό GC, όπως αναμένεται λόγω 

της σχετικής ευαισθησίας των δύο μεθόδων σε αυτήν την παράμετρο σύστασης.      

 



 

 
74 

Πίνακας 9: Συγκρίσεις μεταξύ ειδών γονιδιωματικών αλληλουχιών υποβάθρου 

(background) 

 

 

Πειράματα ταξινόμησης αλληλουχιών DNA που βρίσκονται υπό επιλεκτικό 

περιορισμό έναντι των αναπληρωματικών αλληλουχιών υποβάθρου (Ταξινόμηση 

εντός του ίδιου είδους) 

Τα ακόλουθα πειράματα αναφέρονται σε συγκρίσεις αλληλουχιών που βρίσκονται υπό 

επιλεκτικό περιορισμό έναντι των αναπληρωματικών τους (Πίνακας 10). Σημειώνουμε 

εδώ ότι οι αναπληρωματικές αλληλουχίες μοιράζονται το ίδιο ποσοστό GC% και μήκος 

με τις αρχικές αλληλουχίες (δείτε «Μεθόδους»). Όπως προκύπτει από επιθεώρηση του 

Πίνακα 10, οι αλληλουχίες ασπόνδυλων που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό δεν 

ταξινομούνται με τόση μεγάλη επιτυχία όπως οι αντίστοιχες ανθρώπινες 

χρησιμοποιώντας τους NGG (δείτε πειράματα #2 και #17). Μόνο οι UCNE εντόμων 

(insect UCNEs) φαίνεται πως αντιβαίνουν αυτόν τον κανόνα, δείτε πείραμα #12. Το 

συγκεκριμένο εύρημα μπορεί να κατανοηθεί στα πλαίσια διαφόρων ιδιαιτεροτήτων των 

θερμόαιμων ζώων (συνήθως όλων των σπονδυλωτών), ιδιαιτέρως όσον αφορά το μη 

λειτουργικό, μη συντηρημένο ποσοστό του γονιδιώματος. Αυτές περιλαμβάνουν υψηλό 

εμπλουτισμό σε μεταθετά στοιχεία, μικροδορυφόρους, ομοπουρινικά / ομοπυριμιδινικά 

κατάλοιπα και διάφορα άλλα χαρακτηριστικά μοτίβα σύστασης. Τέτοια γονιδιώματα 

παρουσιάζουν επίσης ένα τυπικό προφίλ δινουκλεοτιδίων προς αποφυγή (ειδικά CpG 

και TpA), τα οποία αποφεύγονται σε μικρότερο ποσοστό στις αλληλουχίες που 

βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό (εξώνια, CNE), οι οποίες, έχοντας λειτουργικούς 

ρόλους, δεν ακολουθούν αυστηρά τις μέσες τάσεις σύστασης του γονιδιώματος. 

Σημειώνουμε εδώ ότι τα γονιδιώματα ασπόνδυλων είναι πολύ λιγότερο άφθονα σε 

επαναλαμβανόμενα στοιχεία και δε παρουσιάζουν υποεκπροσώπηση ειδικών 

δινουκλεοτιδίων. Στις συγκρίσεις με τη μέθοδο των GS ακολουθείται η ίδια τάση αλλά 
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οι διαφορές είναι ελάχιστες, λόγω της ευαισθησίας αυτών των ποσοτήτων αποκλειστικά 

στις προτιμήσεις πρώτων γειτόνων. Γνωρίζουμε, από πρότερες μελέτες, ότι οι GS δεν 

αποδίδουν καλά σε συγκρίσεις μέσα στο ίδιο είδος (intra – species comparisons), διότι 

οι προτιμήσεις γειτόνων παραμένουν σχετικά σταθερές μέσα στο ίδιο γονιδίωμα. 

Επομένως, στις περισσότερες περιπτώσεις που παρατίθενται, οι NGG αποδίδουν 

καλύτερα από τις GS (συγκρίνετε τους μέσους όρους, 68.76% έναντι 61.84% στον 

πίνακα που ακολουθεί). Η διαφορά είναι στατιστικά σημαντική (p – value μικρότερο 

από 0.10, paired t – test). 

 

Πίνακας 10: Ταξινόμηση αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό έναντι 

αναπληρωματικών αλληλουχιών υποβάθρου (background surrogates) 

 

 Οι τελευταίες έξι σειρές του Πίνακα 10 δηλώνουν συγκρίσεις αρκετών 

συλλογών CNE αλληλουχιών έναντι των αναπληρωματικών τους (surrogates). Γενικά 

παρατηρούμε ότι, μεταξύ αλληλουχιών που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό, 

ανθρώπινες CNE aλληλουχίες έναντι των αναπληρωματικών τους παρουσιάζουν 

σχετικά υψηλότερα ποσοστά ταξινόμησης, σε σύγκριση με εξωνικές αλληλουχίες 

έναντι των αντίστοιχων αναπληρωματικών τους. Αυτό μπορεί να αποδοθεί στο γεγονός 

ότι τα CNE (και ειδικά τα ανθρώπινα UCNE που λαμβάνουμε υπόψη εδώ) είναι πιο 

συντηρημένα ακόμα και από τα εξώνια. Επιπρόσθετα, είναι γνωστό από τη 

βιβλιογραφία ότι τα CNE δρουν ως θέσεις πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων και 

φέρουν αρκετά μοτίβα, τα οποία η ανάλυση μέσω NGG είναι αρκετά ευαίσθητη να 

ανιχνεύσει. 
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Οι γονιδιωματικές υπογραφές αποδίδουν καλύτερα στην ταξινόμηση τμημάτων του 

γονιδιώματος λειτουργικής σημασίας και διαφορετικής προέλευσης 

Στα πειράματα, που περιλαμβάνονται στον Πίνακα 11, μελετούμε την απόδοση των 

NGG και των GS, όταν εφαρμόζονται σε σύνολα δεδομένων λειτουργικών 

αλληλουχιών (CNE ή εξώνια) διαφορετικών γονιδιωμάτων. Επιβεβαιώνουμε το 

γεγονός ότι οι GS αποδίδουν καλύτερα στην ταξινόμηση στοιχείων διαφορετικών 

γονιδιωμάτων και η απόδοσή τους βελτιώνεται ελάχιστα στον Πίνακα 11, συγκριτικά 

με τον Πίνακα 9. Αυτό σημαίνει ότι δεν αλλοιώνεται το αποτέλεσμα λόγω του 

«συντηρημένου» χαρακτήρα των αλληλουχιών, δηλαδή η προτίμηση πρώτων γειτόνων, 

που χαρακτηρίζουν τα διαφορετικά γονιδιώματα και φιλτράρονται από τις GS, 

διατηρείται ξεκάθαρα στα εξώνια και στα CNE. Ελέγχουμε, ξανά, τη στατιστική 

σημαντικότητα στην επίδοση μεταξύ των μεθόδων NGG και GS (paired t – test) και 

βλέπουμε ότι υπάρχει μια στατιστικά σημαντική διαφορά (p – value  < 0.05). 

 Απ’ την άλλη μεριά, η επίδοση των NGG μειώνεται. To γεγονός αυτό 

ενδεχομένως σχετίζεται με το πoλύπλοκο σύνολο ιδιοτήτων σύστασης που είναι 

χαρακτηριστικές της μεθόδου των NGG: νουκλεοτιδική σύσταση της αλληλουχίας, 

προτιμήσεις πρώτων γειτόνων και, επιπλέον, σχέσεις γειτνίασης διαφόρων επιπέδων / 

τάξεων. Επομένως, σε αυτό το πλαίσιο, οι διαφορές μεταξύ των γονιδιωμάτων που 

οδηγούν σε μια αποτελεσματική ταξινόμηση αλληλουχιών υποβάθρου (background 

sequences) με χρήση των NGG, αλλοιώνονται από την παρουσία κοινών περιορισμών 

σε επίπεδο σύστασης αλληλουχίας, οι οποίοι σχετίζονται με λειτουργία, όπως φαίνεται 

στον Πίνακα 11 (Μ.Ο ή average = 74.47). Ένα τέτοιο παράδειγμα περιορισμού 

σύστασης είναι η παρατηρούμενη υπερεκπροσώπηση αδενίνης και γουανίνης στη 

σύσταση των εξωνίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες (purine loading).       

 

Πίνακας 11: Συγκρίσεις λειτουργικών αλληλουχιών μεταξύ γονιδιωμάτων 
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Συμπεράσματα 

Το πρόβλημα της απόδοσης λειτουργικότητας σε αλληλουχίες, που δεν έχουν 

σχολιαστεί (unannotated sequences), αποτελεί πρόκληση για τη Γονιδιωματική, ειδικά 

όταν πρόκειται για χαρακτηρισμό των πολύπλοκων γονιδιωμάτων των θηλαστικών. Με 

την πραγματοποίηση μιας σειράς συγκρίσεων μεταξύ αντιπροσωπευτικών 

αλληλουχιών, διαφορετικής προέλευσης και λειτουργικότητας, δείχνουμε εδώ τη 

δυναμική των γράφων Ν – γραμμάτων (NGG) στην αποτελεσματική διάκριση μεταξύ 

τμημάτων αλληλουχιών του γονιδιώματος με αναμενόμενη λειτουργία έναντι του 

σωρού (bulk) του γονιδιώματος. Οι NGG είναι σε θέση να ποσοτικοποιήσουν το 

αποτέλεσμα των περιορισμών σε επίπεδο αλληλουχίας, επομένως η εφαρμογή τους 

στην περιγραφή άλλων λειτουργικών αλληλουχιών των γονιδιωμάτων θηλαστικών 

(όπως είναι περιοχές με δομικές ιδιότητες, περιοχές πρόσδεσης στον πυρηνικό φάκελο 

και διάφορα είδη μη κωδικοποιούντων RNA) ενδεχομένως δώσει πολύτιμες 

πληροφορίες πάνω στη διελεύκανση των αλληλεπιδράσεων και της σχέσης μεταξύ 

σύστασης και λειτουργίας. Όταν πρόκειται για συγκρίσεις αλληλουχιών διαφορετικής 

μεταξύ γονιδιωμάτων, οι NGG είναι λιγότερο αποτελεσματικοί, σε σύγκριση με τη 

μέθοδο των GS. Η αποτελεσματικότητα της τελευταίας δείχνεται για πρώτη φορά εδώ 

(σε συνδυασμό με τη μελέτη που δείξαμε στην προηγούμενη ενότητα αυτού του 

κεφαλαίου, δείτε 3.1). Οι GS είχαν χρησιμοποιηθεί, έως σήμερα, για τη μελέτη 

περισσότερο εκτεταμένων περιοχών του γονιδιώματος, μήκους > 50 kb (Karlin 1998). 

Περισσότερη δουλειά απαιτείται για την περαιτέρω αξιοποίηση των αποτελεσμάτων 

που παρουσιάζονται, ενώ ένας συνδυασμός των δύο μεθόδων (GS και NGG) 

ενδεχομένως να οδηγήσει σε υψηλότερα ποσοστά ταξινόμησης.     
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4. Ανάλυση της χρωμοσωμικής κατανομής 

των CNE με χρήση μεθόδων κλιμάκωσης 

εντροπίας (entropic scaling) και 

εγκιβωτισμού (box counting) 
 

Εισαγωγή 

Η μελέτη της χρωμοσωμικής κατανομής των CNE με μεθόδους κλιμάκωσης εντροπίας 

και εγκιβωτισμού έχει ως σκοπό την ανάλυση του βαθμού μορφοκλασματικότητας 

(fractality). Οι συγκεκριμένες μέθοδοι έχουν χρησιμοποιηθεί για τη μελέτη της 

κατανομής άλλων στοιχείων του γονιδιώματος, όπως είναι οι κωδικοποιούσες 

αλληλουχίες (Athanasopoulou et al. 2010) και τα μεταθετά στοιχεία (Athanasopoulou et 

al. 2014), ενώ ενδείκνυνται για τη μελέτη της κατανομής των CNE ειδικότερα, διότι τα 

τελευταία έχει προταθεί μέσω πειραμάτων 3C (Chromosome Conformation Capture) 

ότι αλληλεπιδρούν μεταξύ τους (Akalin et al. 2009; Viturawong et al. 2013; Dimitrieva 

& Bucher 2012) και συνεπώς ενέχονται σε συσχετίσεις μακράς εμβέλειας (long – range 

correlations). Σε αυτό συνηγορεί το γεγονός, επιπλέον, ότι δείξαμε πως οι αποστάσεις 

μεταξύ αυτών των στοιχείων στο ανθρώπινο και σε άλλα γονιδιώματα ακολουθούν 

κατανομή τύπου νόμου δύναμης, ανεξάρτητα από το εάν βρίσκονται κοντά σε γονίδια ή 

όχι. Οι νόμοι δύναμης συνδέονται και αυτοί άμεσα με φαινόμενα 

μορφοκλασματικότητας (fractality) και συσχετίσεις μακράς εμβέλειας γενικότερα 

(Feder 1998; Mandelbrot 1982), ενώ, σύμφωνα με σχετικά πρόσφατα πειραματικά 

αποτελέσματα, βρίσκουν εφαρμογή και στο γονιδίωμα (Lieberman-Aiden et al. 2009). 

 Στη θεωρία της πληροφορίας, η έννοια της εντροπίας αναπτύχθηκε από τον 

Claude Shannon (Shannon 1948), με σκοπό την εκτίμηση της ποσότητας της 

πληροφορίας που μεταφέρεται σε ένα μεταδιδόμενο μήνυμα. Κατά τις τελευταίες 

δεκαετίες έχουν παρατηρηθεί φαινόμενα που δεν εξαρτώνται από κάποια κλίμακα, 

καθώς και φαινόμενα μορφοκλασματικότητας σε χρονοσειρές από μετάδοση σήματος 

στην ηλεκτρονική μηχανική, σεισμούς, οικονομία, κοινωνικές επιστήμες και σε πολλά 

άλλα πεδία. Συχνά τέτοιες μελέτες διεξάγονται χρησιμοποιώντας την καθιερωμένη 

μεθοδολογία του εγκιβωτισμού και σε αρκετές άλλες περιπτώσεις συστημάτων που 
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χαρακτηρίζονται από συσχετίσεις μακράς εμβέλειας χρησιμοποιείται η εντροπία 

Shannon. 

 Πρόσφατα από το εργαστήριό μας μελετήθηκαν οι ιδιότητες κλιμάκωσης 

εντροπίας Shannon (block entropy) της κατανομής των γονιδίων και των μεταθετών 

στοιχείων στα ευκαρυωτικά γονιδιώματα μέσω της αναγωγής της αλληλουχίας DNA σε 

μια αλληλουχία συμβόλων (Athanasopoulou et al. 2010; Athanasopoulou et al. 2014). Η 

σύμβαση που ακολουθήθηκε για τα γονίδια, π.χ., ήταν ότι τα ‘0’, στην αλληλουχία 

συμβόλων, αναπαριστούν νουκλεοτίδια που δεν αντιστοιχούν σε κωδικοποιούσες 

περιοχές (γονίδια) και τα ‘1’, νουκλεοτίδια που ανήκουν σε αλληλουχίες που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες (εξώνια). Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι, μια γραμμική 

κλιμάκωση της εντροπίας (Shannon-like ή block εντροπία) H(n) με το μήκος n της 

λέξης (εφεξής την καλούμε n-λέξη) σε ημι-λογαριθμικά διαγράμματα, αποτελεί 

ξεκάθαρη ένδειξη κλίμακας μακράς εμβέλειας και μορφοκλασματικότητας (Ebeling & 

Nicolis 1991; Ebeling & Nicolis 1992). 

 Πιο κάτω μελετούμε την κατανομή διαφόρων συνόλων δεδομένων CNE με τον 

ακόλουθο τρόπο: Νουκλεοτίδια του χρωμοσώματος αντικαθίστανται από ‘0’, εάν δεν 

ανήκουν στον τύπο CNE που μελετούμε και από ‘1’ εάν ανήκουν. Επομένως, οι 

αλληλοδιαδοχές μικρών νησίδων, που σχηματίζονται από τις μονάδες και διακόπτουν 

το συνεχές των μηδενικών, αντικατοπτρίζουν το πρότυπο της χωρικής χρωμοσωμικής 

διαμόρφωσης για αυτόν το συγκεκριμένο τύπο CNE. Στη συνέχεια προχωρούμε με τη 

συγκεκριμένη αλληλουχία δυαδικών συμβόλων για κάθε χρωμόσωμα ως εξής: (i) Η 

κλιμάκωση της εντροπίας κατά ομάδες H(n) vs. n σε αυτή την αλληλουχία συμβόλων 

μελετάται και ποσοτικοποιείται μέσω της έκτασης της γραμμικότητας σε διαγράμματα 

ημι-λογαριθμικής κλίμακας, και (ii) Μια μέθοδος εγκιβωτισμού εφαρμόζεται και 

υπολογίζεται η διάσταση ομοιότητας μαζί με την έκταση της γραμμικότητας σε διπλή 

λογαριθμική κλίμακα.   

 

Μέθοδος κλιμάκωσης της εντροπίας Shannon (Block entropy scaling) 

Ας υποθέσουμε ότι έχουμε μια αλληλουχία συμβόλων μεγέθους N, με τα σύμβολα να 

προέρχονται από ένα δυαδικό αλφάβητο {0,1} και έστω pn(A1,…, An) η πιθανότητα να 

βρούμε μια ομάδα ή μια n – λέξη (A1,…, An) σε αυτήν την αλληλουχία. Η εντροπία 

Shannon για τις n – λέξεις, ή εντροπία κατά ομάδες (block entropy), ορίζεται ως: 
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H (n)=−∑ p
n
( A

1
,. .. ,A

n
)ln p

n
( A

1
,. .. ,A

n
) (1) 

 

Η ποσότητα H(n) μπορεί να ερμηνευθεί ως ένα μέτρο της μέσης αβεβαιότητας για την 

πρόβλεψη μιας n – λέξης. Στη βιβλιογραφία μπορεί να συναντήσει κάποιος δύο 

τρόπους ανάγνωσης της αλληλουχίας συμβόλων και εξαγωγής της κατανομής της 

πιθανότητας για τις n – λέξεις: ‘gliding’ και ‘lumping’. Στην παρούσα μελέτη οι 

αλληλουχίες συμβόλων διαβάζονται με ‘lumping’. Αυτό σημαίνει ότι, αντί να 

διαβάζονται διεξοδικά όλες οι πιθανές λέξεις μήκους n (gliding), θεωρούνται μόνο οι n 

– λέξεις που λαμβάνονται με ένα σταθερό βήμα ίσο με n. Ισοδύναμα, μπορούμε να 

πούμε ότι αφού διαβαστεί η αρχική n-λέξη μιας αλληλουχίας, η επόμενη n-λέξη που 

μετράμε είναι αυτή που ξεκινά από τη θέση n + 1 και έπειτα μέχρι το τέλος της 

αλληλουχίας. Επομένως, κάθε γράμμα της αλληλουχίας ανήκει μόνο σε μια n – λέξη 

που μετράται. Η μεθοδολογία αυτή υιοθετήθηκε γιατί, ενώ λαμβάνει δειγματοληπτικά 

επαρκώς τη συμβολοσειρά, είναι πολύ πιο γρήγορη από άποψη υπολογιστικού χρόνου 

και δίνει τη δυνατότητα ανίχνευσης μη-μονοτονικής εντροπικής κλιμάκωσης 

(Karamanos & Nicolis 1999; Karamanos 2001).  

Οι ιδιότητες κλιμάκωσης της εντροπίας κατά ομάδες έχουν χρησιμοποιηθεί ως ένα 

μέτρο για την ταξινόμηση των αλληλουχιών συμβόλων. Σημαντικά χαρακτηριστικά 

κλιμάκωσης του H(n) έχουν ερευνηθεί από διάφορους συγγραφείς. Οι Ebeling και 

Nicolis πρότειναν την εξής μορφή για την κλιμάκωση του H(n): 

H (n )=e+gn
μ

0
( ln n)

μ
1 +nh (2) 

 

για αλληλουχίες συμβόλων που προέρχονται από δυναμική μη-γραμμικότητας 

συμπεριλαμβανομένων διαδικασιών επεξεργασίας γλώσσας (Ebeling & Nicolis 1991; 

Ebeling & Nicolis 1992). Πιο συγκεκριμένα, στην περίπτωση του ελκυστή Feigenbaum 

της λογιστικής απεικόνισης (logistic map) και για n=2
k
 (k = 2, 3, 4 …), ο 

Grassberger(Grassberger 1986) έδειξε ότι για την ανάγνωση μιας αλληλουχίας με 

gliding ισχύει: 

 

H (n )=log2(3n/2 ) (3) 
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Σε αυτό το σύστημα συναντάται γραμμικότητα σε ημι-λογαριθμική κλίμακα που 

στην περίπτωση της Εξίσωσης (2) ανταποκρίνεται σε g≠0 , h=0 , μ0=0 ,  

μ1>0 (Nicolis & Gaspard 1994). Ο συγκεκριμένος τύπος κλιμάκωσης εικάζεται ότι 

ισχύει για μια μεγάλη κλάση αλληλουχιών συμβόλων με ιδιότητες fractal. Γι’αυτό η 

γραμμικότητα H(n) – logn σχετίζεται με τη δομή ανεξάρτητη κλίμακας τέτοιων 

αλληλουχιών που συνεπάγεται την ύπαρξη συσχετίσεων μακράς εμβέλειας.  

Για όλα τα γονιδιωματικά σύνολα δεδομένων και τις προσομοιώσεις 

κατασκευάσαμε αναπληρωματικές τυχαίες αλληλουχίες με την ίδια σύσταση 0/1 και οι 

οποίες δεν έχουν, από κατασκευής, καμία εσωτερική δομή. Συγκεκριμένα, κάναμε 

ανασύσταση μιας αλληλουχίας με το ίδιο μήκος όπως η γονιδιωματική διασπείρωντας 

τις βιολογικές λειτουργικές μονάδες (στην περίπτωσή μας τα CNE) σε τυχαίες θέσεις. 

Οι καμπύλες που δείχνουν την κλιμάκωση της εντροπίας (H(n) vs. n) της αρχικής 

αλληλουχίας και της αναπληρωματικής της παρουσιάζονται στο ίδιο διάγραμμα. 

Ποσοτικοποιούμε τη μορφοκλασματικότητα μιας αλληλουχίας μέσω της έκτασης 

της γραμμικότητας Ε σε ημι-λογαριθμική κλίμακα και της ανάλογης κλίσης S. Όταν 

υπάρχει πάνω από ένα γραμμικό τμήμα, συμβολίζουμε με Ε* το άθροισμα των μηκών 

τους. Μια επιπλέον ποσότητα που εισάγουμε εδώ και χρησιμοποιείται ευριστικά ως 

ένας εκτιμητής του βαθμού οργάνωσης μιας αλληλουχίας είναι ο λόγος R της τιμής της 

εντροπίας της αναπληρωματικής αλληλουχίας προς την τιμή της εντροπίας της 

αναλυόμενης (γονιδιωματικής ή από προσομοίωση) αλληλουχίας. Αυτός ο λόγος 

υπολογίζεται πάντοτε για την τιμή του n, όπου η αναπληρωματική αλληλουχία 

παρουσιάζει τη μέγιστη τιμή της εντροπίας της, προτού η επίδραση του πεπερασμένου 

μεγέθους (finite size effect) στρεβλώσει το σχήμα της. Μεγάλες τιμές R υποδηλώνουν 

υψηλό βαθμό τάξης και μορφοκλασματικότητας της αλληλουχίας υπό μελέτη.  

 

Μέθοδος εγκιβωτισμού (box counting) για την εκτίμηση του βαθμού της 

μορφοκλασματικότητας και της fractal διάστασης 

Η μέθοδος εγκιβωτισμού είναι μια κλασική μέθοδος για την εκτίμηση των 

χαρακτηριστικών μορφοκλασματικότητας σε ένα σύνολο δεδομένων (Feder 1998; 

Mandelbrot 1982). Χρησιμοποιούμε μια απλή μονοδιάστατη εκδοχή κατά την οποία 

ολόκληρο το μήκος του χρωμοσώματος καλύπτεται από μονοδιάστατα ‘κυτία’ μήκους 

δ. Ο αριθμός αυτών των κυτίων που επικαλύπτουν (πλήρως ή εν μέρει) τουλάχιστον 

ένα αντίγραφο του CNE θεωρείται ότι αντιπροσωπεύει το μήκος του χρωμοσώματος 
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L(δ) που καλύπτεται από CNE. Όταν υπάρχει μορφοκλασματικότητα, το μετρούμενο 

μήκος δε φαίνεται να φθάνει σε μια καθορισμένη τιμή, όσο το δ μικραίνει. Το 

μετρούμενο μήκος επίσης κλιμακώνεται ως L(δ) ~ δ
D
,
 
με τον εκθέτη D να παριστάνει 

την αρνητική fractal διάσταση Df του αντικειμένου υπό μελέτη. Τα διαγράμματα που 

βλέπουμε στη συνέχεια, τα οποία με ποιο τρόπο το L(δ) κλιμακώνεται ως συνάρτηση 

του δ, παρουσιάζονται σε διπλή λογαριθμική κλίμακα. Μας ενδιαφέρει και η κλίση του 

γραμμικού τμήματος της καμπύλης αλλά και η έκταση της γραμμικότητας. Εδώ η 

μορφοκλασματικότητα θεωρούμε ότι ισχύει εάν η διάσταση Df παίρνει τιμές μικρότερες 

από 0.9 για μια έκταση γραμμικότητας (F) που ξεπερνά τη μία τάξη μεγέθους. Οι τιμές 

στα όρια της γραμμικής περιοχής καθορίζουν τα χαμηλότερα και υψηλοτερα κατώφλια 

μεταξύ των οποίων το μελετούμενο χωρικό πρότυπο παρουσιάζει στατιστικά σημαντική 

αυτο-ομοιότητα. Υπολογίζουμε το L(δ) δέκα φορές, για κάθε τιμή του δ, με μια 

μετατόπιση πλαισίου ίση με 1/40 του συνολικού μήκους της αλληλουχίας και μετά 

παίρνουμε τον μέσο όρο ώστε να πάρουμε αποτελέσματα ανεξάρτητα από την επιλογή 

του σημείου εκκίνησης της μέτρησης. 

Προσέξτε ότι σε μια γονιδιωματική κατανομή CNE παρατηρούνται δύο περιοχές 

γραμμικότητας στην πλειονότητα των περιπτώσεων: μία στην περιοχή μικρού μήκους 

που σχετίζεται με το μέγεθος των CNE υπό μελέτη και μία στην περιοχή μεγάλου 

μήκους. Η τελευταία είναι η μόνη για την οποία η κλίση βρίσκεται να αποκλίνει 

σημαντικά από το -1 (στις περιπτώσεις που δείχνουν μορφοκλασματικότητα). 

 

Μορφοκλασματικότητα σε γονιδιωματικές κατανομές CNE όπως μετράται από 

μια μέθοδο εγκιβωτισμού: Στην Εικόνα 8 παρουσιάζουμε διαγράμματα που 

παριστάνουν δεδομένα CNE που έχουν αναλυθεί με τη μέθοδο εγκιβωτισμού ανά 

χρωμόσωμα. Σε όλα τα διαγράμματα παρατηρούμε δύο (συνήθως) γραμμικά τμήματα, 

στις περιοχές μικρών και μεγάλων τιμών του μεγέθους του κυτίου. Οι κλίσεις για τα 

τμήματα μικρών μεγεθών είναι πάντοτε μεταξύ -0.9 και -1. Στην περιοχή μεγάλου 

μήκους, η έκταση και η κλίση του γραμμικού τμήματος ποικίλουν σημαντικά, και σε 

αυτήν την περιοχή ακριβώς είναι που αναμένουμε μορφοκλασματικότητα. Η έκταση 

της γραμμικότητας (F1, F2, F3) και η fractal (ομοιότητα) διάσταση που μετρώνται από 

τις αντίστοιχες κλίσεις των δύο γραμμικών τμημάτων (D1, D2, D3) φαίνονται στην πιο 

κάτω εικόνα: 
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Εικόνα 8: Διαγράμματα με τη μέθοδο του εγκιβωτισμού (box – counting) για τα έξι 

μεγαλύτερα χρωμοσώματα του ανθρώπου (hg17). Η κατηγορία CNE που μελετάται εδώ 

είναι εκείνη των «αρχαίων» CNE που είναι συντηρημένα μεταξύ ανθρώπου και Takifugu 

rubripes. Τα γραμμικά τμήματα που φαίνονται παράγονται με τη μέθοδο της γραμμικής 

παλινδρόμησης. Οι παχιές και στικτές γραμμές απεικονίζουν παρουσία και απουσία 

μορφοκλασματικότητας αντίστοιχα.  

 

Συμπερασματικά, εδώ μπορούμε να πούμε ότι όσο πιο «αρχαία» είναι τα 

στοιχεία (CNE) που μελετούμε, τόσο καλύτερες γραμμικότητες παρατηρούμε. Αυτό το 

αποτέλεσμα έρχεται σε συμφωνία με τα ευρήματά μας ότι τα CNE παρουσιάζουν 

κατανομές τύπου νόμου δύναμης και ότι ο μακρύς εξελικτικός χρόνος ευνοεί την 

ωρίμανση και τη δημιουργία, μέσω διαφόρων γεγονότων γονιδιωματικής δυναμικής, 

των παρατηρούμενων κατανομών (Polychronopoulos, Sellis, et al. 2014). 
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5. Σύνοψη 
Στην παρούσα διατριβή επιχειρούμε να μελετήσουμε υπολογιστικά τις συντηρημένες 

μη κωδικοποιούσες αλληλουχίες (Conserved Noncoding Elements, CNE). Τα CNE 

είναι αλληλουχίες που παρουσιάζουν εντυπωσιακή συντήρηση μεταξύ οργανισμών, που 

συχνά ξεπερνά αυτήν που παρατηρείται στα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες. H 

λειτουργία τους, ωστόσο, ο μηχανισμός που οδήγησε στη δημιουργία τους, καθώς και, 

εν γένει, ο λόγος της συντήρησής τους σε τόσο υψηλό βαθμό, ανάμεσα στους 

οργανισμούς, παραμένει ένα μυστήριο που καλείται να λύσει η σύγχρονη βιολογία, 

χρησιμοποιώντας συνδυασμό μεθόδων, υπολογιστικών και πειραματικών. Αρχικά, 

αναλύσουμε την χωροταξική οργάνωση των CNE σε γονιδιώματα σπονδυλωτών και 

ασπόνδυλων με σκοπό να διαπιστώσουμε αν μπορούμε να βγάλουμε κάποια 

συμπεράσματα για το πώς εξελίχθησαν αυτές οι αλληλουχίες με βάση την κατανομή 

τους στα χρωμοσώματα. Διαπιστώνουμε ότι οι αποστάσεις αυτών ακολουθούν 

κατανομές τύπου νόμου δύναμης σε μια ποικιλία γονιδιωμάτων. Δεδομένου ότι τα CNE 

σχετίζονται χωρικά με γονίδια, ειδικά με αυτά που ρυθμίζουν αναπτυξιακές 

διαδικασίες, επιβεβαιώσαμε ότι ένα πρότυπο νόμου δύναμης διατηρείται ανεξάρτητα 

από το εάν συμπεριληφθούν στοιχεία που βρίσκονται μέσα ή εκτός γονιδίων. 

Προτείνουμε ένα εξελικτικό μοντέλο για την κατανόηση αυτών των ευρημάτων που 

περιλαμβάνει γεγονότα τμηματικών αναδιπλασιασμών ή αναδιπλασιασμών ολόκληρου 

του γονιδιώματος και απαλοιφές των περισσοτέρων από τα διπλασιασμένα CNE. 

Προσομοιώσεις που κάναμε αναπαράγουν τα κύρια χαρακτηριστικά των 

παρατηρουμένων κατανομών μεγέθους.  

Στη συνέχεια παρουσιάζουμε προσπάθειες κατάταξης των στοιχείων αυτών με 

μεθόδους μηχανικής μάθησης (Γραφήματα Ν-γραμμάτων, NGG και ανάλυσης κ – 

μερών, LAF). Τα CNE παρουσιάζουν ενδιαφέρουσες ιδιότητες σύστασης και γι’αυτό 

προσπαθoύσαμε να δούμε αν μπορούν να κατηγοριοποιηθούν με βάση αυτές τους τις 

ιδίοτητες. Στην προσπάθειά μας αυτή, ταυτοποιούμε νέα σύνολα δεδομένων CNE 

σπονδυλωτών και ασπόνδυλων. Διαπιστώνουμε ότι και με τις δύο μεθόδους, που για 

πρώτη φορά αναπτύχθηκαν και εφαρμόστηκαν στα πλαίσια ανάλυσης γονιδιωματικών 

δεδομένων, είναι εφικτή η κλασμάτωση στοιχείων του γονιδιώματος (CNE, εξώνια) σε 

διαφορετικές κατηγορίες μεταξύ γονιδιωμάτων ή εντός του ίδιου γονιδιώματος. 

Περαιτέρω συνεργασίες αναπτύσσονται στη βάση αυτών των μεθοδολογιών 

γονιδιωματικής, με σκοπό την ανάλυση και ταξινόμηση μεταγονιδιωματικών 
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δεδομένων, την εύρεση μοτίβων και θέσεων πρόσδεσης μεταγραφικών παραγόντων 

καθώς και την ανάλυσης ενδεχόμενης διαφορικής πρόσδεσης αυτών στα διάφορα 

σύνολα δεδομένων CNE σπονδυλωτών και ασπόνδυλων. 

 Με τη χρήση εργαλείων από τη θεωρία της πληροφορίας (εντροπία Shannon και 

εγκιβωτισμός) προχωρούμε σε ανάλυση βασικών ιδιοτήτων διαφόρων κατηγοριών 

CNE, με σκοπό να διαπιστώσουμε την ύπαρξη μορφοκλασματικότητας (fractality). Η 

συγκεκριμένη εργασία βρίσκεται σε εξέλιξη και, με βάση τα πρώτα αποτελέσματα, 

επιβεβαιώνεται η υπόθεση ότι η αρχαιότητα αυτών των στοιχείων του γονιδιώματος 

παίζει σημαντικό ρόλο στην ερμηνεία των προτύπων κατανομής τους και, ενδεχομένως, 

στην εξέλιξή τους.    

Mελετούμε επίσης και άλλα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά σύστασης διαφορετικών 

κατηγοριών CNE που έχουν δημοσιευτεί στη βιβλιογραφία, καθώς και συσχετίσεις που 

ενδέχεται να προκύπτουν με διάφορες κλάσεις γονιδίων, όπως π.χ. με γονίδια που 

κωδικοποιούν παράγοντες που παίζουν ρόλο στην ανάπτυξη, νησίδες CpG και γονίδια 

που κωδικοποιούν ncRNA. Επιπλέον, σχεδιάζουμε πειραματικές προσεγγίσεις 

ανάλυσης υπερευαισθησίας σε DNΑάση, σε συνεργασία με άλλες ομάδες, ώστε να 

διαπιστώσουμε εάν η κατάσταση της χρωματίνης στα CNE είναι επίσης διακριτή, 

δηλαδή εάν υπάρχουν διακριτά αποτυπώματα μεταγραφικών παραγόντων, πιο πυκνά σε 

σχέση με ενισχυτές ελέγχου (control enhancers). Επίσης, δεδομένου ότι τα CNE 

παίζουν ρυθμιστικό ρόλο σε διάφορες αναπτυξιακές διαδικασίες, παρατηρούνται 

διαφορές στις καταστάσεις χρωματίνης των διαφόρων κατηγοριών CΝΕ, σε 

διαφορετικές κυτταρικές σειρές ή σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια της μύγας; Η 

χρήση των ποικίλων συνόλων δεδομένων, με διαφορετικά κατώφλια ελάχιστης 

συντήρησης και ελάχιστου μήκους μεταξύ δύο ή περισσοτέρων οργανισμών, σε 

διαφορετικά πλαίσια και πειραματικές διατάξεις, ενδεχομένως δώσουν κάποια στοιχεία 

για τη βιολογία των στοιχείων αυτών του γονιδιώματος.  
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Abstract

Conserved, ultraconserved and other classes of constrained elements (collectively referred as CNEs here), identified by
comparative genomics in a wide variety of genomes, are non-randomly distributed across chromosomes. These elements
are defined using various degrees of conservation between organisms and several thresholds of minimal length. We here
investigate the chromosomal distribution of CNEs by studying the statistical properties of distances between consecutive
CNEs. We find widespread power-law-like distributions, i.e. linearity in double logarithmic scale, in the inter-CNE distances, a
feature which is connected with fractality and self-similarity. Given that CNEs are often found to be spatially associated with
genes, especially with those that regulate developmental processes, we verify by appropriate gene masking that a power-
law-like pattern emerges irrespectively of whether elements found close or inside genes are excluded or not. An
evolutionary model is put forward for the understanding of these findings that includes segmental or whole genome
duplication events and eliminations (loss) of most of the duplicated CNEs. Simulations reproduce the main features of the
observed size distributions. Power-law-like patterns in the genomic distributions of CNEs are in accordance with current
knowledge about their evolutionary history in several genomes.

Citation: Polychronopoulos D, Sellis D, Almirantis Y (2014) Conserved Noncoding Elements Follow Power-Law-Like Distributions in Several Genomes as a Result
of Genome Dynamics. PLoS ONE 9(5): e95437. doi:10.1371/journal.pone.0095437

Editor: Christos A. Ouzounis, The Centre for Research and Technology, Hellas, Greece

Received November 20, 2013; Accepted March 26, 2014; Published May 2, 2014

Copyright: � 2014 Polychronopoulos et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which
permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: Publication fees for this work were covered in the framework of ‘‘Target Identification for Disease Diagnosis and Treatment (DIAS)’’ project within
General Secretariat for Research and Technology (GSRT) Development Proposals of Research Organisations-KRIPIS action, funded by Greece and the European
Regional Development Fund of the European Union under the O.P. Competitiveness and Entrepreneurship, National Strategic Reference Framework (NSRF) 2007-
2013. The funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript.

Competing Interests: The authors have declared that no competing interests exist.

* E-mail: yalmir@bio.demokritos.gr

Introduction

The sequencing and comparative analysis of many mammalian

genomes has indicated that at least 5.5% of the human genome is

under selective constraint; of that, 1.5% is estimated to code for

proteins, 3.5% displays known regulatory functions, while for the

function of the rest there is little or no information available [1].

One of the most interesting findings that have arisen from

comparative analysis among mammalian genomes is the discovery

of hundreds of ultraconserved elements (UCEs) of more than

200 bp in length that show absolute conservation among human,

mouse and rat genomes [2]. One out of four of UCEs overlaps

known protein-coding genes. However, such a high degree of

conservation (100%) is not expected even in exons, due to the

degeneration of the genetic code. Since the discovery of UCEs,

there have been efforts to identify conserved elements based on

lower thresholds of sequence similarity over whole genome

alignments of two or more species. Several thresholds of minimal

length of conserved sequence have been used as well as the

exclusion of elements inside protein-coding genes [3,4]. Through-

out this article, we use the term CNE(s) for Conserved Noncoding

Elements to describe all such elements despite their specific

characterization as UCEs, UCNEs, HCNEs, CNGs, CNEs etc in

the related literature. We here use the specific name only when we

refer to the corresponding class of elements.

CNEs are not a vertebrate innovation but are also found in

invertebrate and plant genomes [5–7]. The vertebrate, insect and

nematode CNEs are not related to each other at the sequence level

[6,8,9]. However, a recent study has identified two elements

conserved between vertebrates and invertebrates [10] and it is

possible that more will be identified in the near future with the

advent on new sequencing methodologies and the increasing

availability of sequenced genomes. In the relatively recent

evolution of vertebrates, the mean length and conservation of

CNEs found therein are the highest observed [11] regarding all

taxonomic groups, while the conjectured roles they have acquired

are particularly important [12].

CNEs are often clustered in the vicinity of genes involved in

transcriptional regulation and/or development [13–15]. Using

microarray analysis it was reported that a large fraction of

noncoding UCEs have tissue-specific expression levels and are

deregulated in human cancer [16,17]. When such elements are

located in the vicinity of genes, these genes are invariably found in

conserved synteny in all vertebrates, possibly due to the fact that

the surrounding genomic environment of a regulation-dependent

gene has to be maintained intact [18]. Gene deserts are usually

PLOS ONE | www.plosone.org 1 May 2014 | Volume 9 | Issue 5 | e95437

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0095437&domain=pdf


enriched in CNEs [19,20] while, in mammalian genomes, the vast

majority of those elements are found at long distances from the

closest genes, exceeding in some cases 2 Mb, which is the limit for

any known cis regulatory element [18,21,22]. Little is known or

could be speculated about what those distant CNEs actually do.

Published studies tend to support the idea that they might be an

essential part of Gene Regulatory Blocks (GRBs) and that they

could function in a cooperative way alongside with their target

genes [4,23–25].

There is a corpus of literature suggesting that CNEs are

selectively constrained and not mutational cold spots [26,27].

Studies showing that CNEs might act as transcriptional regulators,

e.g. enhancers or insulators, have been published [28,29],

although in vivo experiments of elimination of some of these

elements yield viable mice [30]. A CNE from one species may

drive expression in another species as shown by transgenics

experiments [31,32], although this is not a demonstration of

whether a particular CNE drives conserved expression. Experi-

ments that have been performed in order to test the same CNE in

multiple species or the same CNE from multiple species in one

species, have shown that although CNEs can be identified using

sequence conservation criteria, the expression patterns they drive

across species may show little conservation [33–36]. Another

aspect not directly addressed herein is the existence of paralogous

CNEs in vertebrate genomes. These are believed to often remain

conserved having the possibility of controlling overlapping

expression patterns of their adjacent paralogous protein-coding

genes [37]. Paralogous CNEs are involved in the gene expression

pattern of the vertebrate brain [38].

The alternative hypothesis that CNEs are horizontally trans-

ferred between lineages and accumulate during the course of long-

term evolution has also been expressed [39]. Furthermore, a study

has suggested that CNEs might act as Matrix-Attachment Regions

(MARs) by serving as sequences that regulate the architecture of

chromatin through specific binding of particular proteins [40]. An

association between CNEs and phenotypic variation and disease

has also been reported [41–43].

Long-range correlations were reported in the nucleotide

sequence of the non-protein-coding part of eukaryotic genome

soon after such large sequences became available [44–46]. In

previous works, we explored the large-scale features of several

classes of genomic elements, such as protein coding segments

[47,48] and transposable elements [49,50], by studying the size

distribution of inter-exon and inter-repeat distances. In most cases

we found power-law-like size distributions, fractality and self-

similarity, often spanning several orders of magnitude. We here

apply the same methodology for the analysis of inter-CNE

distances. We use published datasets, which are characterized by

different degrees of evolutionary conservation, identified in a wide

variety of organisms spanning vertebrates and invertebrates. We

detect power-law-like inter-CNE size distributions in most cases

studied. A previous study from Salerno et al. [51] reported the

existence of a power-law distribution in the length of ‘‘perfectly

conserved’’ sequence from mouse/human whole-genome inter-

section and alignment. The work we present here focuses on the

distances of consecutive CNEs (inter-CNE spacers) for which we

also propose an explanatory model. The model that we propose

cannot apply to the length distribution of CNEs themselves, thus

the finding of Salemo et al. appears to be the expression of an

independent phenomenon.

Given the aforementioned detection of long-range correlations

in the nucleotide juxtaposition in non-constrained sequences of the

eukaryotic genome, simple molecular dynamics have been used in

attempts to explain this emergent pattern. A simple expansion -

modification system is shown to generate long-range correlations

through the interplay of symbol duplication and symbol elimina-

tion events [52]. More recent findings on strand slippage during

replication combined with point mutations shed light into homo-

nucleotide tracts and microsatellites’ evolution and may be a

realistic implementation of the above model to genome dynamics

(see Athanasopoulou et al. [48], where a short discussion about

evolutionary scenaria generating long-range correlations is includ-

ed). Here we implement a model (initially proposed in [47]) for the

generation of the observed power-law-like distribution pattern of

distances between evolutionary constrained genomic elements in

general (protein-coding segments and CNEs). This evolutionary

scenario is based on an earlier model accounting for the

explanation of power-law size distributions appearing in aggrega-

tive growth of particles in physicochemical systems [53]. This

mechanism, as applied in genome evolution herein, mainly

involves segmental duplication (including whole genome duplica-

tion events) and loss of most of the duplicated CNEs, alongside a

moderated loss of non-duplicated CNEs in some cases.

Methods and Materials

Datasets
We systematically investigate the chromosomal distribution of

various CNEs. We include in our analysis a phylogenetically wide

collection of datasets, ranging from human to elephant shark and

from vertebrates to invertebrates:

(i) 13,736 CNEs mapped on the human genome (hg18), of

various lengths, that are identical over at least 100 bp in at

least 3 of 5 placental mammals (human, mouse, rat, dog and

cow) [20]. The whole set is named EU100+. Specific subsets

are also considered for our purposes as follows (data kindly

provided by J.S. Mattick, see also Table 1): (ia) 8,332

EU100+ elements that are not present in fish (Fugu). These

appeared during tetrapod evolution (present in frog, chicken

and/or mammals) and are named EU-FR. (ib) 5,404

elements from EU100+ set with orthologs in fish (ancient).

These are named FR. (ic) 1,665 elements that are present in

frog but not in fish (tetrapod speciation). These are named

XT-FR. (id) 980 elements that are present in chicken but

not in frog or fugu (amniote speciation). These are named

GG-XT-FR. (ie) 600 elements that are not present in

chicken, or frog, or fugu (mammalian speciation). These are

named EU-GG-XT-FR.

(ii) 82,335 Mammalian CNEs (conserved within mammals but

not found in chicken or fish) and 16,575 Amniotic CNEs

(conserved in mammals and chicken but not found in fish)

respectively, mapped on the human genome (hg17) [19].

(iii) 4,386 UCNEs (Ultraconserved Noncoding Elements,

longer than 200bp) mapped on the human genome

(hg19) that display sequence identity which is consistently

greater or equal to 95% between human and chicken

whole genome alignments [24].

(iv) 3,124 Human – Fugu conserved noncoding elements

mapped on the human genome (hg17) with 70% identity

and a score of match-mismatch up to 60 [54].

(v) 2,833 Human – Zebrafish CNEs mapped on the human

genome (hg17) that display identity greater than 70% over

at least 80 bp [32].

Power-Law-Like Distributions in Inter-CNE Distances
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(vi) 4,782 Human – Elephant Shark CNEs mapped on the

human genome (hg17), with identity ranging from 71% to

98% [55].

(vii) 4,519 PCNEs (Phylogenetically CNEs) mapped on the

zebrafish genome (genome-build Ensembl 42) that are

conserved across amphioxus, zebrafish, mouse and fugu

[56]. These elements are unique due to the way of their

identification, which is not biased by rearrangement and

duplication. In addition to that, local similarity searches

(versus whole genome alignments) in the genomic regions

surrounding phylogenetically defined gene families have

been employed in order to detect them.

(viii) 23,651 D. melanogaster – D. pseudoobscura (insect) CNEs of

50 bp or more that are 100% conserved between these two

species, mapped on the D. melanogaster genome (dm1) [6].

(ix) 2,082 Nematode (worm) CNEs with mean identity of 96%

between C. elegans and C. briggsae mapped on genome

WS140 [5].

(x) 2,614 Noncoding elements marked by extreme human-

mouse-rat constraint (mapped on hg17), a subset of which

act as developmental enhancers [57].

For specific details about the used data sets and the subsequent

treatment see File S1. In most cases, the suite of utilities BEDTools

has been used for the computational analysis [58]

Gene and CDS masking
We proceed to a complete masking of the regions characterized

as genic in the human genome (hg17 and hg18). In addition, we

mask flanks surrounding every gene: 5 kb at the 5’ end and 2 kb at

the 3’ end, in order to exclude cis-regulatory elements the

localization of which may be principally determined by the

positioning of the regulated gene. The region located upstream of

transcription start sites is usually particularly enriched in such

regulatory sequences. Extended flanks of 10 kb and 100 kb have

also been masked in a similar manner (see Results section). We use

custom scripts and BEDTools in order to perform the masking. In

the case of D. melanogaster, when we refer to masked CNEs of insect

origin, we refer to elements that do not overlap exonic sequences

and splice sites, as adopted from the supplementary material of

Glazov et al. [6]. For masked genes’ genomic coordinate data (file

format and availability) see in the File S1.

We do not proceed to the masking of other genomic

components, such as transposable elements (TEs), for which there

are indications that they do follow power-law-like distributions,

because there is no evidence about CNE – TE functional

interaction or systematic co-localization. Only a tiny proportion

of TEs is reported to have been exapted to the role of a CNE, but

they are too few to influence and reshape the whole CNE

distribution [59].

Size distributions
Suppose there is a large collection of n objects (in our case

spacers between CNEs), each characterized by its length S. In

typically random such collections (like runs of heads in a coin

tossing experiment) we can approximate the distribution of sizes

with an exponential distribution. Let p(S) the probability of a

spacer having length between S-s/2 and S+s/2 (where s is the size

of the bin width) and N*(S) the number of spacers:

Table 1. Summary characterization of genomes for several datasets: Power-law-like distributions of inter-CNE distances at
chromosomal scale.

Dataset Class of CNEs Unmasked Masked Reference genome

Average Extent
(avg E)

Average Extent of five
‘best’ chr. (avg E-5)

Average Extent
(avg E)

Average Extent of five
‘best’ chr. (avg E-5)

i EU100+ 2 2.38 2.48 2.98 hg18

ia EU-FR 1.97 2.46 hg18

ib FR 2.2 2.72 hg18

ic XT-FR 2.32 2.32 hg18

id GG-XT-FR 2.14 2.14 hg18

ie EU-GG-XT-FR 1.96 1.96 hg18

iia Mammalian 1.49 1.9 1.59 2.04 hg17

iib Amniotic 2.2 2.86 2.25 2.91 hg17

iii Human/Chicken 2.35 2.63 hg19

iv Human/Fugu 2.78 3.26 hg17

v Human/Zebrafish 2.46 2.98 2.31 2.31 hg17

vi Human/El. shark 2.36 2.69 2.42 2.68 hg17

vii D. rerio PCNEs 2.43 3.01 #

viii Insect CNEs 1.23 1.23 1.42 1.42 dm1

ix Worm CNEs 1.7 1.7 WS140

x Human/Rodents 2.15 2.43 hg17

Propensity for the formation of power-law-like size distributions of the inter-CNE distances as quantified by the extent (E) of linearity in log-log scale. Average values of E
for all chromosomes (avg E) and average values of E for 5 chromosomes with the largest E (avg E-5) in each genome are presented. Gene-masked genomes are also
included when available (for details see in the text).
#: genome-build Ensembl 42 (zebrafish).
doi:10.1371/journal.pone.0095437.t001
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N�(S)~np(S)!e{aS aw0 ð1Þ

When scale-free clustering appears, long-range correlations

extend to several length scales (ideally, in our case for the whole

examined genomic length) and the spacers’ size distributions

follow a so-called power-law, which corresponds to a linear graph

in a double logarithmic scale:

N�(S)~np(S)!S{f~S{1{m mw0 ð2Þ

In this article we use the ‘‘cumulative size distribution’’, more

precisely: the complementary cumulative distribution function

[60], defined as follows:

P(S)~

ð?

S

p(r)dr ð3Þ

where p(r) is the original spacers’ size distribution. The cumulative

distribution has in general better statistical properties, as it forms

smoother ‘‘tails’’, less affected by statistical fluctuations. Also, by

definition it is independent of any binning choice: in a cumulative

curve the value of P(S) for length S is not associated with the subset

of spacers whose length falls in the same bin, as in the original

distribution, but it corresponds to the number of all spacers longer

than S. For reviews on power-law size distributions, their

properties and alternative forms see e.g. [60–64].

The cumulative form of a power-law size distribution is again a

power-law characterized by an exponent (slope) equal to that of

the original distribution minus 1: if p(r)!r{1{m, then

N(S)~nP(S)!
ð?

S

(r{1{m)dr!S{m ð4Þ

where N(S) is the number of spacers longer or equal to S. All the

distribution plots presented in this article depict complementary

cumulative size distributions of distances (spacers) between

consecutive CNEs. The logarithms of these spacers’ length (S)

are shown in the horizontal axis and the logarithms of the number

N(S) of all the spacers longer or equal to S are shown on the

vertical axis.

The slope for a typical power-law does not exceed the value of

m = 2, as m , 2 is a condition leading to a non-convergent

standard deviation. In the power-law-like linearities reported in

what follows the value of m is always below 2. Power-law-like

distributions in nature always have an upper and a lower cutoff,

which determine the linear region in log-log scale, where self-

similarity and fractality is observed. The extent of the linear region

(E) measures the orders of magnitudes that the fractal geometry

spans. Linearity has been determined by linear regression and the

associated value of r2 is in all cases higher than 0.97 and in more

than 90% of the cases higher than 0.98.

Additionally to genomic spacers’ size distributions, all figures

also include a bundle of ten surrogate simulated size distributions

(continuous lines) where markers representing CNEs are randomly

positioned in a sequence. The number of the randomly positioned

markers and the length of the simulated sequence are equal to the

number of CNEs and the size of the considered chromosome

respectively. The inclusion of these random (surrogate) data sets in

the figures visualizes the difference between observed distribution

patterns and the ones expected on the grounds of pure

randomness. Note that, whenever gene-masking methodology is

applied, corresponding surrogates are being made that exclude the

masked space from the random positioning of markers.

Simulations using the genomic duplications – CNE loss
model

Simulations using an ample choice of parameter values

reproduce the observed genomic distributions. In the last figure,

we show characteristic cases, while in the appendix of Plot S1,

some more examples are also included. Initially, 1000 markers

(representing CNEs) are randomly inserted in a sequence 2 Mbp

long. Part (a) of the last figure shows snapshots of the emerging

power-law-like pattern as it develops through time. Complemen-

tary cumulative size distributions of distances (spacers) between

consecutive CNEs are computed every 50 segmental duplication

events. Each segmental duplication (SD) event involves a region

with length sampled from a uniform distribution with maximum

the 5% of the actual length of the simulated sequence. In all these

simulations, after each SD event, a number of CNEs equal to 90%

of the number of the duplicated CNEs are eliminated (denoted as:

fr = 0.9). In the part (b) of last figure, three distribution curves are

presented produced after numerical simulations where the fraction

fr takes the values 0.8, 0.9 and 1. In part (c) of the same figure,

three distribution curves are presented again. In these simulations

the fraction fr remains constant and equal to 0.9, while, in two of

them, additional eliminations of CNEs are allowed, one and two

after each event of segmental duplication respectively.

Results

Occurrence of power-law-like size distribution between
inter-CNEs’ distances

The main finding of this study is the widespread occurrence of

power-law-like size distribution of the distances between consec-

utive CNEs. In our analysis we include CNE datasets from various

taxonomic groups and also compare CNE populations exapted at

different evolutionary stages. The studied CNEs are mapped on

different genomes (human, D. melanogaster, C. elegans, D. rerio).

In Figure 1 we present the size distributions of distances

between consecutive CNEs in a double logarithmic plot in some

typical cases. We also report the linear region E of the distribution,

and the slope m. The full set of plots is presented in Plot S1, while a

complete quantitative description of our results is given in Table

S1. In Table 1 we summarize the results per organism and report

the average value of the linear extent E in log-log scale for all

chromosomes (avg E) and for the five chromosomes with the

largest E (avg E-5) (including only linear regressions with r2 .

0.97, see in the Methods). The extent E captures the orders of

magnitude that the power-law-like distribution spans. Throughout

this work we use the quantity E for measuring the existence of a

self-similar chromosomal geometry and for assessing the accor-

dance of the observed genomic distributions with the evolutionary

model we propose (see Discussion).

Power-law-like patterns are not only found in alignments of

closely related genomes but are widespread. Elements identified

from mammalian and amniotic whole genome alignments [19]

were among the first non-coding constrained elements found in

quantities allowing statistical analysis of their chromosomal

distribution. The complete set includes 16,575 Amniotic and

82,335 Mammalian CNEs (see Datasets iia,b, File S1 & Table S1).

We observe power-law-like patterns also in collections of CNEs

Power-Law-Like Distributions in Inter-CNE Distances
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Figure 1. Examples of power-law-like size distributions. Twelve plots of inter-CNE spacers’ cumulative size distributions in whole
chromosomes. Genomic curves are accompanied in each plot by 10 curves of surrogate data (continuous lines), corresponding to randomly
distributed markers. The linear segments are inferred by linear regression. Whenever we mention CNEs in the plots, we refer to the distances between
consecutive CNEs.
doi:10.1371/journal.pone.0095437.g001
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derived from alignments including mammals along with teleosts,

their last common ancestor dated ,450 MYA and cartilaginous

fish (elephant shark) that diverged ,530 MYA [65]. The size

distribution of inter-CNE spacers in invertebrate genomes, such as

D. melanogaster and C. elegans also follow a similar pattern. It is

known that vertebrate and invertebrate CNEs share similar

sequence characteristics but are not identical [5], hence indicating

in combination with our results that their distributions are shaped

by common mechanisms.

Power-law-like distributions are typically characterized by

overrepresentation of large spacers. Thus, one could expect that

extended power-law-like linearity would be favored in scarce data

sets. However, this is not the case. Based on our data, we deduce

that the power-law-like size distribution of inter-CNEs’s spacers is

inherent to the studied system and is not dependent on the

population sizes (instances of CNEs). This is evidenced by the fact

that when we reduce the numbers of mammalian CNEs

(,80,000), by random downsampling to similar numbers as the

amniotic ones (,16,000), which are characterized by more

extended power-law-like linearity, the extent of linearity is not

increased. Instead, linearity in double-log scale disappears as a

consequence of the alteration of the studied genomic landscape.

Similarly, linearity disappears when we study the merged

populations of amniotic and mammalian CNEs. A description of

this methodology and the related plots are included in the last

section of Plot S1. Thus, we argue that our results are

characteristic of each CNE class studied and are not dependent

on CNE population sizes provided that the existing populations of

constrained elements are sufficient for statistical analysis.

The observed distribution of CNEs is not a mere
consequence of the localization of genes in the same
chromosome

Power-law-like distributions are found in the chromosomal

distribution of protein-coding segments [47]. As it is known from

the literature, CNEs are somehow spatially associated with genes

coding for transcription factors and developmental regulators (also

known as trans-dev genes) [13,15,18]. To rule out the possibility

that the observed CNE distributions are a consequence of power-

law-like patterns followed by inter-genic distance distributions, we

mask all protein coding genes and extended flanking regions,

where usually most of the known regulatory elements are located.

By masking, we mean excluding all the elements that fall within

genes and flanking regions and not removing the genes themselves,

as the latter would alter the inter-CNE distance size distribution.

Linearity in log-log plots is not only preserved but in most cases

improved, as shown by the increase of the linear region extent.

This shows that even if we exclude from our study the CNEs that

might be bound to be close to genes (thus following their

distribution), the remaining CNEs still follow a power-law-like

chromosomal distribution. Our principal aim here is to show that

the dynamics creating the power-law-like pattern is not a mere

consequence of the genic distribution, although the two distribu-

tions are expected to influence one another, a fact which is not

taken into account in our simple model. Examples of such plots are

given in Figure 2. The full set of these plots and the related

quantitative description are also included in Plot S1, Plot S2 and

Table S1. In Table 1 the results concerning ‘‘gene-masked’’

chromosomes per organism are also given for a direct comparison.

We choose to perform the masking methodology in the human

genome for the most abundant sets of CNEs [19,20] as well as for

the most ancient elements conserved between human and

zebrafish [32] or elephant shark [55]; datasets (iia,b), (i), (v)
and (vi) respectively. In all cases studied, we observe power-law-

like size distributions of inter-CNEs’ spacers that are extended

over several orders of magnitude (see Table S1 & Table 1). A

similar methodology is applied to the genome of D. melanogaster;

dataset (viii). The possible functions of many CNEs (individually

or in blocks) through their interactions with specific genes within

the nucleus, by means of chromatin looping and other conforma-

tions, has recently received a direct experimental verification

through the work of Viturawong et al. [66]. These authors have

demonstrated, in a collection of 193 UltraConserved Elements, the

frequent cis action of (distant to a gene) CNEs through chromatin

looping. The scope of our gene masking applied herein is not to

exclude CNEs acting as distant regulatory elements through such a

mechanism. Thus, we have chosen to present a moderated (5 kb

upstream of the 59 end and 2 kb downstream of the 39 end) gene-

flank masking, in order to only exclude elements, which are

probably limited to act as close (e.g. promoter-like) regulators and

consequently may be spatially linked to nearby genes. To further

validate our claim we also performed gene-masking with extensive

flanks (10 kb and 100 kb) in the EU dataset for six chromosomes

(the five largest ones and chromosome 10, which is particularly

abundant in CNEs). Linearity in log-log scale in the distributions

of inter-CNE distances is still evident and extends at several length

scales (see various statistics and plots in Table S1/sheets EU100+
_masked10/100 kb and Plot S2 correspondingly). Even in the case

of 100 kb flanks, such linearities are preserved, despite the few

CNEs left after masking at such a large scale.

Discussion

An evolutionary model reproducing the observed power-
law-like distributions based on genomic (segmental or
whole-genome) duplications and CNE loss

Segmental duplication events occurred continuously in the

evolutionary past of virtually all eukaryotes [67–70]. At least 10%

of the non-repetitive human genome consists of identifiable (i.e.

relatively recent) segmental duplication events [71]. It is estimated

that 50% of all genes in a genome are expected to duplicate, giving

an ‘‘offspring’’ at least once on time scales of 35 to 350 million

years [72]. Additionally, most extant taxa have experienced

paleopolyploidy during their evolution (i.e. duplication of the

whole genome and subsequent reduction to diploidy), see e.g.

[73,74] and references therein. Segmental duplication and

polyploidization generate copies of some or all the genes of an

organism, but also of other functional genomic elements, such as

CNEs. As all authors agree, see e.g. [72,74,75], the fate of most

duplicated genes is that one copy is silenced, losing the ability to be

transcribed, and then disintegrates progressively by random

mutations, while it is also exposed to the possibility of excision

due to recombination driven eliminations. The fate of duplicated

CNEs is expected to be similar, therefore a duplicated CNE often

can become superfluous and stop to be under purifying selection,

being thus gradually decomposed and lost. The existence of

another source of CNE loss can be supported by current findings

of comparative genomics, as many of the CNEs found to be

conserved between elephant shark and human are not recognized

in the fugu genome (see next section for further discussion). In that

case, not only duplicates of CNEs are lost but also the population

of CNEs present in an ancestral organism is considerably reduced.

Occasional CNE loss of function and subsequent degradation,

complete genome duplications and repeated segmental duplica-

tions alongside with other forms of genomic dynamics (e.g.

insertions of transposable elements and of other parasite sequenc-

es) can be combined in an evolutionary model the propensity of

which to generate power-law-like chromosomal distributions is

Power-Law-Like Distributions in Inter-CNE Distances
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Figure 2. Examples of power-law-like size distributions after gene-masking. Six plots of inter-CNE spacers’ cumulative size distributions in
whole chromosomes after masking genes and flanks (for further details see in the text). Surrogate curves and regression as in figure 1. Whenever we
mention CNEs in the plots, we refer to the distances between consecutive CNEs.
doi:10.1371/journal.pone.0095437.g002
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testable through computer simulations. We implement such a

model and name it ‘‘genomic duplications – CNE loss model’’ (see

link at the bottom of File S1 where we provide the code in Fortran

and a detailed description of the model). The genomic events

included are:

i Segmental duplications of extended regions of chromo-

somes. This step may include as limiting case whole

genome duplications, although not considered in the

examples shown.

ii Random eliminations of a number of CNEs which is lower

or equal to the number of the duplicated ones.

iii Occasionally, additional eliminations of non-duplicated

CNEs.

iv Insertions of sequences increasing the total chromosomal

length (these could be transposable elements, retroviruses,

microsatellite expansions etc).

v Deletions of sequence stretches (which usually are under

weak or no purifying selection).

The proposed evolutionary model reproduces power-law-like

distributions of the sizes of inter-CNE distances, see Figure 3 and

additional examples of simulations in the appendix of Plot S1. This

property is proven numerically to be robust to quantitative

modifications of all the involved types of molecular events. Only

events i and ii are indispensable for the appearance of the power-

law-like pattern. This dynamics has close parallels with the one

described earlier for the explanation of an analogous distributional

pattern followed by protein-coding genes [47]. In a completely

different genomic framework (i.e. when non-conserved elements,

e.g. interspersed repeats or microsatellites are being studied), event

types iii and iv (i.e. insertions of TE families more recent than the

studied one) are required instead of i and ii [49,50]. Events iv and

v are numerically shown not to be required for the emergence of

power-law patterns in computer simulations described herein.

Inclusion of events of the type iv tests the robustness of the model,

as for many organisms important parts of the genome represent

repeat proliferation. Events of type v represent either deletion of

sequence regions, usually due to unequal recombination or

gradual shrinkage by a balance of indel events, favoring decrease

of the sequence length. These types of events are of importance in

genomes getting more compact (evolution occurred e.g. in the

recent past of Drosophila melanogaster or in the case of Takifugu

rubripes). Examples of simulations including all these types of

genomic dynamics can be found in [47].

These evolutionary scenarios are based on an analytically

solvable model introduced by Takayasu et al. [53] for the

appearance of power-law size distributions in aggregative growth

of particles in physicochemical systems. Notice that the model

presented herein, conceived to describe the genomic dynamics of

CNEs, is not analytically solvable and thus no universal exponents

(slopes for the linear segment in log-log scale) may be reached.

This is verified by all our computer simulations and is in

accordance with the variety of slope values met in the study of

genomic CNE distributions. Thus, our data deviate from the

typical power-law not only because they always have the linearity

in log-log scale truncated at a lower and an upper cut-off (in fact,

this is a feature common to all cases of naturally occurring ‘‘power-

laws’’) but mainly because they lack any universal exponent (slope).

This is the principal reason why we call the pattern we have found

‘‘power-law-like’’ throughout this article. For a recent in depth

view of the requirements for having a power-law, see Stumpf and

Porter [63]. These authors state that these requirements include a

statistically sound power-law (extended linearity in log-log scale

Figure 3. Simulations using the ‘‘genomic duplications – CNE
loss model’’. The dependence of the extent of the linearity in log-log
scale for the distances between consecutive simulated CNEs on several
parameters is shown: (a) The number of Segmental Duplications (SD).
(b) The fraction of the duplicated CNEs eliminated after each SD (fr). (c)
The number of additional, non-duplicated, CNE eliminations. In (a) we

Power-Law-Like Distributions in Inter-CNE Distances
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with indications of convergence to a universal exponent) and a

concrete underlying theory to support it. In our case we clearly

show that the log-log linearities we observe in our genomic data

(often being quite extended) lack a universal exponent (slope). On

the other hand, this deviation from universality is a characteristic

feature shared between the genomic inter-CNE distributional

patterns we describe herein and the simulations of the proposed

evolutionary model. This feature, along with the common

dependence on the evolutionary parameters shared between

model and genomic distributions, corroborates the hypothesis

that the evolutionary dynamics described by this model is at the

origin of the observed genomic patterns.

Under a wide range of parameter combinations, our model

reproduces the transient power-law-like distributions we observe in

genomic data. In the simulation of Figure 3a & b, events of the

types i and ii are only included: i.e. segmental duplications (SD)

followed by CNE losses. In Figure 3a, a simulated chromosome is

monitored using consecutive snapshots taken every 50 SD, starting

from an initial (at ‘‘time zero’’) random distribution of markers

representing genomic CNEs. We see that, gradually, a power-law-

like linear region in log-log scale appears in the cumulative

distributions of inter-CNE distances, as the ones observed in real

chromosomes. This plot also shows the positive dependence of the

observed extent of the linearity on the number of the occurred SD.

In Figure 3b, the positive dependence of the extent of linearity on

the number of the CNEs eliminated (lost after each segmental

duplication) is shown. Here, the number of the eliminated CNEs is

expressed as a fraction (fr) of the duplicated ones, because of the

segmental duplication events. Finally, in Figure 3c additional

eliminations of not duplicated CNEs are simulated (events of type

iii), and the positive dependence of the extent of linearity on the

number of non-duplicated lost CNEs is also shown. As we discuss

in more detail later, this finding is compatible with the extended

linearities found in the distributions of teleosts’ CNEs, where

important losses of ancestral CNEs are reported. Such ancient

CNEs are absent in the teleost genome while retained in the

tetrapod lineage.

Evolutionary origin and implications of CNE
chromosomal distributions

In the Results section we have seen that the power-law-like

distributional pattern reported in the present work is proper to

CNEs, UCEs and other highly conserved elements, not being a

mere consequence of genic spatial distributions (see Figure 2 and

Table 1). The complete study of gene-masked chromosomes has

been conducted in the human genome for the most abundant sets

of CNEs, as well as for the most ancient elements. In five out of six

examined cases (see Table 1, datasets. i, iia, iib, vi, viii),
inspection of both average extent of linearity for all chromosomes

(avg E) and for the five chromosomes with the more extended

linearity (avg E-5) reveals that the extent of the linear region in log-

log scale of the original distribution follows an increasing trend (or

is at least preserved) after masking of the CNEs positioned next to,

or inside genes (for details see ‘‘Methods’’). In the remaining one

case (dataset v, Human/Zebrafish) well-shaped power-law-like

distributions are still present after masking, with reduction of the

length of the linearity. In Table S1 more information on the

related statistics is given. The persistence of the linearity in log-log

plots after gene-masking shows the independence of the two

patterns. The fact that, in most cases, the average extent is not

only preserved, but increased, further strengthens this conclusion.

The frequent improvement of the power-law features when gene-

masking applies, might indicate that, when the whole CNE

chromosomal population is studied, the observed distributional

features reflect a superposition of two distinct dynamics. Both include

molecular events belonging to the same types but with different

rates, corresponding to the distinctive evolutionary modalities of

gene-uncorrelated CNEs and of genes (with which gene-proximal

CNEs are spatially associated). This superposition of distributions

with different features (the slope and the length scale of intervening

sequences) is expected to reduce the observed linearity, because of

a transformation of part of the superposed linear log-log

distributions into a curved shape. Another evidence in support

of the divergence between the distributional patterns followed by

genes and CNEs stems from the observation reported by several

research groups that UCEs and CNEs are abundant in gene

deserts, see e.g. [19,20].

A link between CNEs and Segmental Duplication, and an

additional insight about the fate of duplicated CNEs is provided in

the work of Derti et al. [76]. These authors found that segmental

duplications (SD) are depleted in UCEs (100% conserved

elements). They explained this finding as a result of counter

selection of duplications when they contain UCEs, probably due to

dosage effects. If their result is valid for constrained elements

independently of degree of conservation (denoted herein as CNEs

in general), this implies that we should expect a low rate of

duplication of CNEs, as is the case for genes under strong dosage

dependence. In our proposed evolutionary scenario, we model

these rare events that over long evolutionary time may have

significantly contributed to the observed distributions. Note that in

most of the cases of CNEs studied herein, the time from the

divergence of the studied species is sufficient for accumulation of

random mutations beyond recognition for a duplicated CNE,

which is no longer under purifying selection. The finding of Derti

et al. about counter selection of duplicated CNEs may drive to the

inference that, when a SD containing a CNE is fixed in a

population, we may have not only relaxed purifying selection on

the second copy, but additionally, due to a deleterious dosage

effect a fast rate of accumulation of mutations until all the

functions of the duplicated CNE are lost.

In a study of the degree of conservation of distances between

UCEs in vertebrates [77], real conservation of distances is found

only between closely spaced elements, a range of distances which

hardly contribute to the log-log linearity reported herein (see

Figure 1 and Plot S1). The absence of considerable interspecies

retention of distances between conserved elements is compatible

with our claim that an aggregative model (like the one described in

the previous section) is suitable for the explanation of the

widespread occurrence of power-law type linearities in inter-

CNE distance distributions.

Mattick and co-workers, in their article on ultraconserved

elements (UCEs) in tetrapod genomes, observed a striking

difference in UCE populations between tetrapod genomes, which

are rich in UCEs, and fish genomes, where considerably lower

UCE numbers have been found [20]. They proposed as the most

parsimonious explanation that in the tetrapod lineage a massive

exaptation of functional elements occurred, which would probably

be required for the more complex morphology and different

are able to follow the evolution of the emerging power-law-like pattern,
as the four curves correspond to consecutive snapshots taken from the
same numerical experiment. The curve depicted by squares (&) is
common in all three plots, representing a simulation including 150
segmental duplications, where 90% (fr = 0.9) of the number of
duplicated CNEs are lost. No additional eliminations are supposed
here. Linear segments are computed by linear regression and in all
cases r2.0.98.
doi:10.1371/journal.pone.0095437.g003
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environmental challenges met by these organisms. On the other

hand, the same authors mentioned that this finding might also be

explained by the less probable assumption of a massive loss of such

elements in the teleost fish genome. The subsequent sequencing of

the first cartilaginous fish genome (elephant shark) led to the

verification of this latter scenario, as Lee et al. found that the jawed

vertebrate ancestor had an important number of UCEs which

have been eliminated (diverged beyond recognition) at great extent

in teleosts, while retained in tetrapods [78]. This finding fits well

with our observation that the three globally best scores in linearity

extent, as deduced by inspection of Table 1 (datasets iv, v, vii), are

all cases of alignments including teleost fish genomes. Additionally,

Wang et al. directly correlates the observed extended eliminations

of UCEs in the teleost fish with the whole genome duplication that

had occurred in the ray-fish lineage [79]. Note the significance of

duplications (both whole genome and segmental ones) for our

proposed model. Their role is twofold, as they make possible the

subsequent elimination of duplicated CNEs due to redundancy,

and simultaneously provide the necessary sequence extension for

the formation of lengthy inter-CNE spacers (see previous

subsection).

Evidence for extensive clustering of UCNEs in the vertebrate

genome, in groups which are related to the regulation of one gene

each, has been presented in a recent work [24]. When loss of

duplicated UCNEs occurred, the retention of UCNEs is reported

to be far from the expected on the basis of a random retention

model. A ‘‘winner-takes-all retention pattern’’ applies, i.e. one

gene retains many UCNEs whereas the other paralog loses all of

them more often than expected on the grounds of pure chance. An

over-representation of survived fish genes, which have lost all their

ancestral UCNEs, has been found. This finding is in line with our

observation of extended power-law-like linearity observed in the

distributional pattern emerging in alignments including teleost fish

genomes. Therein, the relatively frequent eliminations of whole

UCNE clusters promote the appearance of large inter – UCNEs

spacers, which contribute to the long tails and thus to the

formation of extended linearity in log-log scale for the corre-

sponding distance distributions [64]. Gene-centered functional

clustering described by Bucher and co-workers of CNEs seems to

represent one distinct component in the spatial distribution of

CNEs. This clustering extends at length scales of the order of

single gene neighborhoods. The findings presented herein deals

with a broader length scale, the distribution of CNEs at the

chromosomal level, resulting in a variety of CNE-rich and CNE-

poor domains due to the described aggregative dynamics. These

domains follow a fractal-like pattern, as witnessed by the power-

law-like inter-CNE distance distributions. The model we propose

here consists a better null model than the random positioning of

CNEs at a chromosomal level, which then, has to converge with

local, gene-specific organization trends. However, the state of our

knowledge about the roles of CNEs and their quantitative

interactions with genes is currently limited. Further research on

evolutionary dynamics and functional roles of CNEs is required in

order to better understand the interweaving of the two distribu-

tional trends.

The comparison of the extent of power-law-like linearity

between Amniotic and Mammalian data sets of Kim and Prichard

[19] is also in accordance with the proposed model (Table 1,

datasets iia, iib). We see that the older in evolutionary time

Amniotic CNE collection forms the most extended linear

segments, as predicted by the hypotheses of the aggregation-

elimination model, where, the more the system is exposed (in

evolutionary time) to the CNE elimination – sequences insertion

dynamics, the more extended the linearity in log-log scale is

expected to get. The same trend is clearly present in four data sets

extracted from another study [20]. These datasets (Table 1, ib -

ie) consist of elements exapted in consecutive evolutionary periods:

tetrapod, amniote and mammalian speciations. We observe that

the mean extents of linearity for the ‘‘5 best’’ chromosomes strictly

follow the expected increasing order (from the more recent to the

older), while the same holds true when we examine the mean

extents for complete chromosomal sets with only one inversion

found (between ic and ib).

In a very interesting work, Martinez-Mekler et al. [80] have

shown that a broad range of systems consist of elements which,

when plotted in rank vs. frequency or size diagrams, at semi-

logarithmic scale, fit closely to a functional form including two

fitting parameters. We have not further elaborated on the relation

of the fitness of our data to the rank-ordering distribution

approach. The range of application of this approach is quite

large, and as these authors suggest, there must be an underlying

explanation, possibly of a statistical nature [80]. On the other

hand, our principal aim is to focus on the specific events of

molecular dynamics origin, which may have caused the linearity in

double logarithmic scale, and the evolutionary model proposed

herein serves this purpose. A question that remains still open is the

molecular dynamics impact of the fitting parameters of the

functional form proposed by Martinez-Mekler et al., which

however lies beyond the scope of the present work. This task

might be more straightforward in the case of the genomic

evolution of non-constrained elements [49,50], where the evolu-

tionary modeling is simpler.

In what concerns not the distances between functional genomic

localizations, but the sizes of the localizations themselves, we have to

mention again here that a power-law size distribution of ‘‘perfectly

conserved’’ sequences between human and mouse (repeat-masked)

genomes have been observed [51]. A related finding is that the size

distribution of ‘‘conserved blocks’’ between Drosophila melanogaster

and Drosophila virilis genomes fits well to a lognormal distribution

[81]. Note that this distribution also presents linear regions in log-

log scale [64]. A power-law-like distribution has been reported for

39 untranslated regions earlier [82]. These findings, concerning the

sizes of functional genomic sequence stretches, have to be the

result of the action of mechanisms entirely different than the

evolutionary scenario applied herein, as they extend in very short

length scales (tenths to hundreds of nucleotides) while any random-

aggregation procedure of the type proposed herein is unsuitable

for the formation of functional sequence elements. Aggregative

length growth is more suitable for the shaping of large genomic

regions (e.g. intervening sequences) with low conservation

requirements (see also [47,53]). However, the interweaving of

linearities in the form of power-laws at several orders of magnitude

and for several functional elements or the distances between them,

is probably related to the fractal globule structure reported for the

whole human genome when it is in the form of the tightly packed

chromatin, which is characterized by extended power-law-type

size distributions of the distances between points of the chromo-

somal thread which come in close mutual contact due to the 3D

chromatin folding (see Figure 4A in [83]).
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examined cases).

(XLS)
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Scarce work has been done in the analysis of the composition of conserved non-coding elements (CNEs) that are
identified by comparisons of two or more genomes and are found to exist in all metazoan genomes.
Here we present the analysis of CNEs with a methodology that takes into account word occurrence at various
lengths scales in the formof feature vector representation and rule based classifiers.We implement our approach
on both protein-coding exons and CNEs, originating from human, insect (Drosophila melanogaster) and worm
(Caenorhabditis elegans) genomes, that are either identified in the present study or obtained from the literature.
Alignment free feature vector representation of sequences combined with rule-based classification methods
leads to successful classification of the different CNEs classes. Biologically meaningful results are derived by
comparison with the genomic signatures approach, and classification rates for a variety of functional elements
of the genomes along with surrogates are presented.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

1.1. Conserved non-coding elements in metazoan genomes

It is generally believed that sequence conservation across genomes is
a key indication for functional relevance. As a consequence, since the
early days of comparative genomics several groups have focused on
the detection of genomic sequences highly similar between two or
more organisms. Bejerano et al. described a set of 481 sequences that
display 100% identity between the human, mouse and rat genomes,
so-called ultraconserved elements (UCEs) [1]. Surprisingly, themajority
of these sequences do not encode for proteins. The UCEs along with
several other classes of elements called UltraConserved Non-coding El-
ements (UCNEs) (N95% identity over N 200 bp between human and
chicken) [2] and Long Conserved Non-Coding Sequences (LCNS)

(N95% identity over N 500 bp between human and mouse) [3] are
among the most conserved sequences described in the biomedical
literature with mostly unknown functionality overall. These sequences
represent only the tip of the iceberg of a much larger class of conserved
non-coding elements (CNEs), whose mean level of conservation
frequently exceeds that of protein-coding sequences [4,5].

Conserved non-coding elements can be found in the literature under
various definitions, depending on the minimal sequence similarity
between species under consideration and the similarity score achieved
over a minimal sequence length [6]. Throughout this article, we use
the term CNE(s) to describe all such elements despite their specific
characterization as UCEs, UCNEs, LCNSs, etc. in the related literature.
We use the specific name only when we refer to the corresponding
class of elements.

Due to the level of conservation of those elements, their non-
random co-localization around developmental genes [7] and their
widespread distribution throughout genomes [5,8], many plausible
functional roles have been attributed to CNEs (reviewed in [5]). It has
been shown, amongst others, that many of the identified CNEs function
as regulatory elements that are important in the early stages of verte-
brate development and brain formation [9–11].

Although early studies have primarily focused on CNEs in vertebrate
genomes, CNEs with similar properties have been also identified in
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invertebrate genomes (insects, worms) [12,13] and in plants [14]. This
has suggested that they are of very ancient origin and has provoked
speculations about the emergence of those elements [5].

When compared to their surrounding genomic environment, CNEs
are generally AT-rich, often containing runs of identical nucleotides
(homopurines or homopyrimidines, unpublished results). Walter et al.
analyzed the base composition of human and fugu CNEs at single nucle-
otide level and found that they are A + T rich, much more so than the
region they reside in, in contrast to their flanking region just outside
their boundaries, which exhibits a marked drop in A + T content that
forms a unique pattern [15]. But surprisingly, very little is known
about the sequence intrinsic properties of CNEs that are important for
their function and that segregate them from other classes of functional
elements. It is therefore of great interest to further investigate the
compositional preferences of constrained regions in greater detail.

1.2. Alignment-based and alignment-free methods for sequence analysis

Similarity of sequences is generally used as an indication of a corre-
sponding similarity in their functionality. Also, similarity studies have
been widely used in the phylogenetic reconstruction based on molecu-
lar grounds. Most of the current sequence analysis methods are based
on alignments, i.e. aligning areas of sequences at several length scales,
from single genes to whole genomes. Each alignment is evaluated
with a score that depends on the number of same and contiguous char-
acters in the sequences. Optimal methods for sequence alignments rely
on dynamic programming techniques, the most widely used optimal
sequence alignment algorithms being the ones of Needleman and
Wunsch [16] and Smith and Waterman [17]. These algorithms are
computationally demanding and their complexity grows exponentially
with the length of the sequences. Heuristics have been proposed that
solve the sequence alignment problem, e.g. BLAST [18] and FASTA
[19]. In order to perform the alignment of multiple sequences more
efficiently, several algorithms have been proposed: ClustalW [20],
Muscle [21], Mafft [22], and Motalign [23].

Since the first decades of systematic sequencing of protein coding
and non-coding genomic regions, it has been noticed that, while align-
ment of protein coding genomic segments both between organisms
and inside genomes reveals a richness of information, it has limited
application on the non-coding. This is because the non-coding, in its
greatest part is not evolutionary constrained (i.e. conserved due to its
functionality in the course of evolutionary time). Nonetheless, align-
ment methods may be useful when applied in short non-coding DNA
stretches. In larger chromosomal regions their use is limited, because
in long regions synthesis is not conserved between organisms, which
are evolutionarily relatively distant. Alignment is particularly useful in
the study of transposable elements, which are found in multiple copies
in most organisms, and are marked by variable degrees of homology
between them, depending on their age in the genome. A recent applica-
tion of alignment ofwhole genomes between two ormore species led to
the aforementioned discovery of thousands of conserved and highly
conserved non-coding genomic elements (CNEs, UCNEs, etc.) through
various strategies.

Alignment-free methods are valuable when we want to extract
compositional profiles and preferences, and are applicable both
in whole-genome comparisons between organisms and in intra-
genomic detection of segments which exhibit particular modalities in
their composition, often related to their functionality. One classical
alignment-free method is based on studying distances between the
genomic signatures of sequences, which is briefly presented in the
methods section and is used in the present study for comparison with
the novel method applied herein. Based on alignment free techniques,
there are also various algorithms for locating CpG islands, which are
short genomic sequence stretches with no mutual similarity but with
several distinct compositional traits. Protein coding segments could be
determined by both alignment and alignment-free techniques, as the

use of the genetic code and the modalities of the machinery of protein
synthesis (mRNA-ribosome binding, tRNA abundances, etc.) endow
the protein-coding part of the genomewith characteristic composition-
al biases. Overall, we could say that alignment and alignment-free
methods are complementary and that particular components of the
genome could be studied by suitable combinations of both.

Alignment free techniques have been proven to be particularly
successful in phylogeny and sequence analysis [24]. In alignment free
methods the similarity of two sequences is assessed based only on the
dictionary of subsequences that appear within the studied sequences,
irrespective of their relative position. A promising alignment free meth-
od is based on the feature vector representation of a sequence [24-26],
and [27] where a sequence is encoded in a vector containing the occur-
rences of its substrings (k-mers). A k-mer is defined as a subsequence of
the original sequence, k characters long. In k-mer frequency analysis
every possible k-mer over the nucleotide alphabet {A, C, G, T} is
extracted, its occurrences in the original sequence are counted and its
frequency is calculated. A vector containing the relative frequency of
every k-mer is computed for each sequence in the analyzed data set.
Two sequences are rated similar by analyzing the dictionary of their
subsequences, without taking care of their relative position.

CNEs, as their name suggests, are identified through pairwise or
multiple sequence alignments between two or more genomes.
They tend to appear in single copies in the genome [1,28,29] and
have been proposed as markers for phylogenomic studies [30].
Herein, we propose an approach that does not rely upon the informa-
tion content of an alignment between different inter-genomic DNA
regions and we apply it to the classification of functional sequences
taken from several genomes, which range from invertebrates to
vertebrates. We also proceed to several comparisons that test the
robustness of our approach by comparing the performance of
our proposed method in classifying genomic elements not only
between species, but also within the same organism and of different
possible functionalities and evolutionary depth. For that purpose, we
use a wide collection of vertebrate conserved non-coding elements
published in the literature as well as new datasets of human and
invertebrate CNEs identified in this study.

2. Methods

2.1. Published datasets

In this study, we consider several published datasets of constrained
sequences extracted from the human (Homo sapiens), insect (Drosophila
melanogaster) and worm (Caenorhabditis elegans) genomes. We
randomly select 1000 elements from each superset for subsequent
analysis, given the heterogeneity of the datasets. Only worm elements
are studied in their entirety, since this set includes only 1869 elements.
The exonic sequences of human, worm and insect genomes are
downloaded from UCSC [31]. Apart from exonic sequences, several
classes of constrained non-exonic sequences are used as follows
(for various metrics, also see the Supplementary Excel available at
dmb.iasi.cnr.it/cnes.php):

(a) UltraConserved Non-coding Elements (UCNEs): These are
human non-protein coding sequences (hg19 assembly) that
display ≥95% sequence identity when compared to the chicken
genome and are longer than 200 bp [32].

(b) EU100 non-exonic CNEs (EU100nx CNEs): These are human
sequences (hg18 assembly) that are identical over at least
100 bp in at least 3 out of 5 placental mammals (human, mouse,
rat, dog and cow) [29]. The whole set is named EU100+ and
since we remove elements overlapping exons, we name it
EU100nx.

(c) Amniotic and mammalian CNEs: These are elements identified by
Kim and Pritchard [33]. Mammalian CNEs are sequences that are
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conservedwithinmammals but not found in chicken or fish, while
Amniotic CNEs are conserved in mammals and chicken but not
found in fish. LiftOver is used in order to convert the coordinates
to the most recent release of the human genome (from hg17 to
hg19).

2.2. Identification of sets of CNEs in vertebrates, insects and worms

For the needs of our study, we also identify sets of conserved
elements in vertebrates, insects and worms using uniform criteria in
terms of the similarity thresholds applied between the compared
sequences and of the considered minimum length. We choose to
compare whole genomes of D. melanogaster/Drosophila virilis and
C. elegans/Camellia japonica because the species which form these
pairs are distant enough to allow a clear separation between function-
ally conserved and neutrally evolving genomic sequences, while
they are selected so that evolutionary distances within every pair
are close [34]. Whole-genome alignments between D. melanogaster
(dm3)/D. virilis (droVir3) and C. elegans (ce10)/C. japonica (caeJap4)
are downloaded from the UCSC Genome Browser [31]. Sequence
regions, where the percentage of sequence identity is consistently
≥90% and the length is N60 bp, are considered as conserved elements.
The sequence identity is computed in an asymmetric fashion by taking
as references D. melanogaster and C. elegans genomes and counting the
number of conserved bases in the target species in a 61 bp sliding
window. The number obtained from every window is used to assign a
percentage identity value to the base at the center of this window, as
described in [34]. In total, 45,345 sequences are identified as conserved
between D. melanogaster and D. virilis and 1869 between C. elegans and
C. japonica. Based on the Ensembl gene annotations for D. melanogaster
and C. elegans genomes, each of the conserved sequences is classified as
protein-coding or non-coding (intronic, UTR-associated or intergenic).

We also identify vertebrate CNEs (based on comparisons between
human and chicken) that exhibit various degrees of identity (75–80%,
80–85%, 85–90%, 90–95%). To obtain CNEs that have identity between
e.g. 75% and 80%, we first extract a set of CNEs that exhibits identity of
75% (using the same methodology as described above) and from this
setwe remove the CNEs that exhibit identity of 80%. From the remaining
sequences, we keep only those that are longer than 199 bp. We repeat
the same procedure for the other sets of CNEs, accordingly.

2.3. Surrogate sequences extraction

FASTA sequences are obtained fromBED files using the fastaFromBed
package of BEDTools [35]. Overlapping elements between different
datasets are calculated using intersectBed package from the same suite
of tools. In addition, we apply the EMBOSS suite to estimate fractional
GC content of sequences [36]. Given a CNE or another functional
element of each collection under study, an analogue of it is extracted
from the corresponding genome. Every such element (surrogate
sequence) is ensured to be of the same length and GC content (±1%)
with its corresponding element in the collection under study. Statistics
of the datasets (mean length of sequences andGC content) are available
in the Supplementary Excel available at dmb.iasi.cnr.it/cnes.php. As
vertebrate and invertebrate CNEs are of different lengths (the ones
belonging to the latter category are considerably smaller, see [34]), we
make sure that we take elements of same lengths as follows (in all
these cases the compared sets include one thousand sequences each):
(i) each time, we compute the length of one element from the ‘short
sequences collection’, (ii) then we take one element from the ‘long
sequences collection’ and we trim it retaining only its central part
equal to the length of the corresponding ‘short sequence’, (iii) we repeat
this procedure exhaustively (1000 times in all the considered datasets).
Thus, we end up with a new dataset for the ‘long sequences’ (collection
of sequences in the form of a BED file), of whichmembers have lengths
equal to the members of the ‘short sequences collection’.

2.4. The alignment-free sequences classification method LAF

To show that we can distinguish CNEs from other functional
sequences and from surrogate sequences based solely on sequence
intrinsic properties, we apply an alignment-free method based on

• a feature vector representation of the sequences and
• classification with rule based supervised machine learning techniques.

And we call it LAF (Logic Alignment Free).

The feature vector is a well-established technique for representing
biological sequences and for permitting a classification of them. This
methodology is described in Kudenko and Hirsch [25], Vinga and
Almeida [24] and Xing et al. [27], where sequence representations
with feature vectors are introduced and combined with supervised
classification methods, e.g., Support Vector Machines, for classifying
specimen to species. Another recent work is the one of Kuksa and
Pavlovic [26], who apply feature vector representations for DNA
Barcode classification.

The feature vector representation of a sequence S is based on the
computation of the substrings occurrences of a given length k in the
original sequence by applying a sliding window in S. These substrings
are called k-mers. The k-mer counts of a sequence are represented in
a feature vector, where each component of the vector is associated
with the occurrences of a particular k-mer.

The authors of Ref. [24] provide the following formal definition. Let S
be a sequence of n characters over an alphabet A, e.g. A= {A,C,G,T}, and
let k ∈ I, k b n, k N 0. If K is a generic subsequence of S of length k, K
is called k-mer. Let the set V = {k-mer1, k-mer2, …, k-merr} be all
possible k-mers over A, V has size t = |A|k. The k-mers are computed
by counting the occurrences of the substrings in Swith a slidingwindow
of length k over S, starting at position1 and ending at position n-k+1. A
feature vector C contains for each k-mer its occurrences (or counts) C=
{ck-mer1, ck-mer2,…, ck-mert}. The frequencies are then computed accord-
ingly and stored in a vector F = {fk-mer1, fk-mer2, …, fkmert}, for a generic
k-mer j the frequency is defined as fj = ckmerj/(n-k + 1). For example
considering the 4 letters alphabet {A, C, G, T}, the 2-mers, and the
sequence ACGACT, the feature vector C is:

AA AC AG AT CA CC CG CT GA GC GG GT TA TC TG TT

0 2 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0

and the frequencies vector F is:

AA AC AG AT CA CC CG CT GA GC GG GT TA TC TG TT

0 2/5 0 0 0 0 1/5 1/5 1/5 0 0 0 0 0 0 0

The sequences are so represented in a coordinate space, that is
mathematically tractable with linear algebra and statistics, e.g., by
considering the vector representation of the sequences it is possible to
compute different distance measures between two sequences or to
give the vector representation as input to a supervisedmachine learning
algorithm, i.e. a classifier.

The supervised machine learning approach is also called classifica-
tion: any collection of the analyzed sequences must contain an a priori
known class label, i.e. every sequence is associated with a given class,
e.g. Vertebrate, Invertebrate, Amniotic, andMammalian. Such a collection
is called training set. Based on the training set, the method extracts a
classification model, e.g., “if-then rules”, for distinguishing the different
sequences present in the data set. Themodel can then be evaluated on a
test set, that may be composed of unknown sequences or sequences
that belong to a known class, in order to verify the classification perfor-
mances. Our adopted approach combines the feature vector representa-
tion with rule based supervised machine learning methods [37,38].
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As a technique for biological sequence analysis, rule based classifiers
have been proposed in Bertolazzi et al. [39] and inWeitschek et al. [40],
in particular for classifying organisms using DNA Barcode sequences
and for viruses identification. In these works, the genomic sequences
were analyzed with a positional approach: each nucleotide was
analyzed independently by referring only to its position. Therefore an
alignment of the sequences or an overlapping gene region was neces-
sary: an analysis of the characteristic nucleotides present in a deter-
mined position for every class was performed, leading to logic rules of
the type, e.g., if pos90= A then the sequence belongs to class X. The align-
mentwas necessary, because a positional analysis is only possible when
the sequences come from the same gene regions and are aligned on a
reference position.

The output of a rule based classifier is a collection of if-then rules,
assigning a sequence to a particular class (species), e.g., if pos30 = A
and pos40= C then the sequence belongs to the squalus edmundsi species.
The major advantage of rule-based classification is the additional
knowledge that is given by the compact human interpretable model
(the if-then rules). In this work, the following algorithms are taken
into account for performing the rule based classification analysis of
the CNEs sequences feature vector representations: RIPPER [41],
RIDOR [42] and PART [43].

RIPPER is a classification algorithm that uses a direct method for
rules extraction: it infers the rules by processing directly the data.
RIPPER is composed of following computational steps:

1) rule growth
2) rule pruning
3) model optimization
4) model selection.

In the first step, the rules are computed in a greedy way by process-
ing the data attributes. The rules are then pruned (simplified) in step 2
according to statistical measures on the training set. In step 3 the rules
are optimized by extending them and adding new pruned rules. In the
last step the best performing rules are selected and the remaining
rules are discarded from the classification model.

The RIDOR classification algorithm also extracts the rules directly
from data. It firstly computes a default rule that covers the most repre-
sented class (e.g., “all sequences are Vertebrates”) and then exceptions
rules which cover the other classes (e.g., “except if freq(ACG) N 250 and
freq(AGT) b 200” these sequences are Invertebrates).

On the other hand, PART is an indirectmethod for rules extraction: it
processes the data by using the C4.5 tree based classifier [44] generating
a pruned decision tree for every iteration. Finally it selects the best
classification tree and uses the leaves as logic rules.

According to the previously described methods (feature vector
representation and rule based supervised learning) the LAF approach
that is adopted in this work performs for every sequence s in a data
set, which is associated to a class (e.g. Vertebrate, Invertebrate), the
following computational steps (see Fig. 1):

1. The reverse complement of the sequence s is computed.

2. The sequences S and its reverse complement sr is combined by
concatenation in a sequence S.

3. The counts of the k-mers (for k = 3,4,5) are calculated on the
sequence S, obtaining the feature vector C = {ck-mer1, ck-mer2, …,
ck-mert}.
The k-mer counts are extractedwith the Jellyfish software [45]. k has
been chosen between 3 and 5, based on the following references [46,
47], which state the optimality of such lengths as they provide an
ideal balance between the length of the subsequences and their
number, when the sequences are expressed in the 4-letter (A,C,G,
T) alphabet.

4. The frequencies of each k-mer are computed: fj = ckmerj/(n-k+ 1).

5. A feature frequency vector of each sequence is obtained:

F ¼ fk‐mer1; fk‐mer2;…; fkmertf g

6. The feature vectors are combined in a data matrix, where each row
represents a sequence and each column the k-mer frequency. A
header with the name of the sequences and their belonging class
is present. An example of the data matrix is given in Table 1.

7. The numeric data sets are discretized, i.e. the frequencies are
converted from numerical to nominal by the definition of intervals,
according to Fayyad & Irani's MDL method [48]; the discretization
procedure improves the performance of the rule based algorithms.

8. The data matrix is given as input to three rule based supervised
machine learning algorithms: RIPPER, RIDOR, and PART.

9. The classification methods are run in 10 fold cross validation mode
to evaluate the performances.
Cross validation is a standard sampling technique that splits the
dataset in a random way in m disjoints sets, and the data mining
procedure is run m times with different sets. At a given run n the
nth subset is used as test set and the remainingm-1 sets aremerged
and used as training set for building the model. Each of the m sets
contains a random distribution of the data. The cross validation
sampling procedure builds m models and each of these models is
validated with a different set of data. Classification statistics are
computed for every model and the average of these represents an
accurate estimation of the data mining procedure performance.

10. The classification models are extracted, e.g.,
if freq(AAAC) b 0.195 then the organism is Vertebrate;
if freq(AAAC) N 0.195 then the organism is Invertebrate.

11. The models are evaluated in terms of correct classification rate.

Fig. 1. The LAF method flow chart.

Table 1
Data matrix example of the LAF method.
An example of the data matrix obtained by the application of the LAF method. The data
matrix is composed by twoheading columns, thefirstwith the identifiers of the sequences
and the second with the class labels. The following rows contain the frequency values of
the k-mers in the sequences.

Seq 1 Seq 2 …. Seq N-1 Seq N

Vertebrate Vertebrate …. Invertebrate Invertebrate

AAA 0.46 0.26 … 0.24 0.54
AAC 0.12 0.16 … 0.23 0.24
AAG 0.12 0.23 … 0.23 0.23
…. … … … …. …
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Scripts for filtering, reverse complementing, joining the data sets,
calculating the frequencies, discretizing, and classifying have been
implemented and are available upon request.

The Weka [48] implementations of the ruled based classification
algorithms are adopted for performing the analysis. The experiments
have been run under a 64-bit Debian Linux workstation with kernel
2.6.26, 32GB of RAM, and an Intel i7 4-core processor.

2.5. The “genomic signature” method

A different technique for classification of biological sequences is
considered for a direct comparison with the results obtained using the
LAF approach proposed here. A classical method for quantifying the
neighbor preferences in a DNA sequence of an entire genome is the
computation of the vector of the odds ratios for dinucleotides [49].
The odds ratio of each dinucleotide is the quantity: ρij = fij/(fi fj),
where fij and fi, fj stand for the frequencies of occurrence in the studied
sequence of a dinucleotide and its constituent nucleotides respectively.
Thus subscripts i, j represent any pair of A, G, C and T. This is the ratio of
the “observed” dinucleotide frequency over the “expected” one under
no neighbor preference, thus it expresses the actual neighbor prefer-
ences of the given pair of nucleotides. Before computing the odds
ratios for a given sequence, this is concatenated to its reverse comple-
ment. Consequently, the relevant ratios are only ten, i.e. four for the
self-complementarydinucleotides and six for themutually complemen-
tary couples. Karlin and co-workers found that these quantities differ-
entiate between different genomes, according, approximately, to their
evolutionary distance [50]. Thus they have assigned to the vector of
these ten “first neighbor preferences” the name of genomic signature
[51]. Inwhat follows, we use classification based on genomic signatures
for comparison with classification based on the alignment-free method
described in the previous section. We also consider RIPPER, PART and
RIDOR as classifiers for all the experiments and we also perform the
discretization procedure as described previously.

All scripts used throughout this work are available upon request to
interested readers. All the used files (in BED format) are available as
Supplementary material at dmb.iasi.cnr.it/cnes.php.

3. Results and discussion

In this section, we present a systematic classification analysis of
short genomic segments displaying different functionalities and found
in the human and other genomes by using a supervised machine learn-
ing approach. For every classification task, we adopt the technique of
feature vector representation and rule based classification explained

in previous sections. Every classification task is performed using feature
vector representation with k-mers of length 3, 4 and 5, which are given
as input to three different rule based algorithms (RIPPER, RIDOR, PART),
adopting a 10-fold cross validation sampling technique. The full list of
accuracy results with all parameters is summarized in Supplementary
Excel available at dmb.iasi.cnr.it/cnes.php. We omit the percentages of
false positives and false negatives, because the errors are equally distrib-
uted between the different classes in the datasets. We report here and
discuss based on the best result (highest classification rate) among
each different rule based algorithm, applied on the feature vectors
composed of k-mers length 3, 4, 5. The reason for choosing the overall
best for this purpose is that we consider that it captures more directly
the potential of k-mers based classification and consequently it might
be correlated more meaningfully with several biological characteristics
and reveal functional modalities of the studied sequences. In the
Supplementary Excel, interested readers are provided with the average
classification rates as calculated based on all 26 experiments performed.
Based on our results, we suggest k= 3 and PART as the optimal param-
eters for an ab initio classification experiment (see Supplementary
Excel). For all the considered experiments, genomic signatures are
also used as an alternative to the k-mers based classification method.
Genomic signatures, as characteristic constitutional traces of different
genomes, have a long history and represent a classical standard to
which we would like to compare the k-mers based approach. In the
case of genomic signatures, the best overall result in terms of algorithm
used is also considered.

The following classification analyses are presented in order to assess
the potential usefulness of our approach in distinguishing among differ-
ent genomic elements in the same or in different metazoan genomes.
The classification rules extracted with the alignment-free sequences
classification method (LAF), described in the “Methods” section, are
available for download at dmb.iasi.cnr.it/cnes.php. The interested read-
er can identify the characteristic k-mers for every pairwise experiment
and class of the investigated data sets.

3.1. Inter-species comparison of background sequences

In these comparisons between human,worm and insect background
sequences we use as representative samples of the different genomes
surrogate sets, composed either for exons or for CNEs. Comparisons
involving H. sapiens yield always the best classification rates using
both LAF and Genomic Signatures (GS), see Table 2. This may be
understood on the grounds of the high difference of neighbor
preferences,mainly in CpG and TpA betweenH. sapiens and the inverte-
brates, while these preferences are found to be close between

Table 2
Comparison of background genomic sequences from different organisms.
Inter-genomic comparisons between pairs of collections of 1000 background sequences each (non-CNE, non-exonic) from the three studied genomes. These sequences are produced as
surrogates for the CNEs and exons studied later. Each sequence has same length and same GC%with onemember of the CNE or exon collections. The highest value of LAF or GS accuracy in
each classification experiment is shown in bold. For more details on the used methods see in the text and supplementary material.

Experiment no Description Average length Average GC LAF, accuracy GS, accuracy

#1 Surrogate for human exons 167.84 0.40 84.21 86.93
Surrogates for worm exons 169.32 0.52

#14 Surrogates for human UCNEs 86.09 0.36 81.45 84.30
Surrogates for insect UCNEs 86.58 0.39

#20 Surrogates for human exons 169.82 0.51 84.66 87.89
Surrogates for insect exons 169.32 0.52

#22 Surrogates for worm exons 213.37 0.42 78.60 70.95
Surrogates for insect exons 212.86 0.52

#23 Surrogates for worm UCNEs 83.18 0.43 82.10 84.48
Surrogates for hUCNEs 82.93 0.36

#13 Surrogates for worm UCNEs 83.41 0.43 64.70 63.65
Surrogates for insect UCNEs 86.58 0.39

Average 79.29 79.70
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invertebrate species:D. melanogaster (insect) and C. elegans (worm). GS
is exclusively a quantification of first neighbor preference, while in LAF
several other components of the sequence composition are implicitly
included alongside, e.g. mono-nucleotide composition and higher
order neighbor preference. In accordance with the above description,
in cases where human sequences are included in the comparison, GS
perform systematically better than LAF, while in the remaining two
cases LAF is the best.

Another conclusion that stems from simple inspection of the Table 2
is that in interspecies comparisons between background genomic
sequences, the best results are obtained for exonic surrogates (vs. CNE
surrogates). This relies on the simple fact that the mean lengths of
exons, in all cases, clearly exceed mean lengths of CNEs (and the same
holds true for their surrogate sequences, by construction). Higher
mean lengths obviously allowbetter statistics and thus higher classifica-
tion rates in both LAF & GS. Note that, concerning interspecies CNE
comparisons, the sequences of the vertebrate CNE set are always
trimmed to the mean length of the shorter invertebrate CNEs set (for
details see in the Methods section).

3.2. Comparison of constrained sequences vs. their corresponding surrogates

The following experiments refer to comparisons of constrained
sequences against their surrogates (Table 3). Note that surrogates
share with the initial sequences the same GC% and length (see the
Methods section). As evidenced, comparisons involving invertebrate
constrained sequences are not classified as successfully as their
human counterparts using LAF. The latter may be understood on the
grounds of several particularities of the warm-blooded animals (and
often of all vertebrates) especially in their non-functional, non-
constrained background genomic fraction. These include a high enrich-
ment in repetitive sequences. Such genomes also present a typical
profile of avoided dinucleotides (especially CpG and TpA) that are less
avoided in the constrained elements (exons, CNEs), which having func-
tional roles, do not strictly follow the average genomic compositional
trends. Note that invertebrate genomes are much less abundant in
repeats and less marked by underrepresentation of specific dinucleo-
tides. In the comparisons by means of GS, the same trend is followed,

but differences are minor, due to the simpler structure of this genomic
metrics. Furthermore, we know from earlier studies that genomic signa-
tures do not perform well in intra-species comparisons because neigh-
bor preferences remain relatively constant within the same genome.
Therefore, in all cases listed, LAF performs better than GS.

The last six rows of Table 3 denote comparisons of several CNE
sequences collections against their surrogates. In general we notice
that among constrained sequences, human CNE sequences vs. surro-
gates exhibit relatively higher classification rates, if compared with
exonic sequences vs. their corresponding surrogates. Although, we are
not able at this stage to clearly interpret this finding, it might be related
to the hypothesis that CNEs orchestrate highly sophisticated develop-
mental processes including brain formation [11]. The instructions that
direct these processes might be hardwired and reflected in their
sequences themselves. It is known from the literature that CNEs do
serve as transcription factor binding sites and bear several motifs [52,
53] that k-mer analysis is possibly sensitive enough to detect and thus
increase the found CNE vs. background towards exons vs. background
classification rates.

3.3. Intra-species comparison of constrained sequences (functional sequences
vs. functional sequences of a different type)

3.3.1. Case of exons vs. UCNEs
We next proceed to the study of the sequence characteristics of

elements that are characterized as functional; exons that are known to
be under selective constraints and encode for polypeptide chains and
CNEs that aremostly of unknown functionality,which is though implied
by their high degree of conservation. At a first glance, differences in
classification rates between LAF and GS, tabulated in Table 4, may be
related to the gradation of GC content between the studied classes.
Indeed, it is known from the literature that CNEs are generally AT rich
[15], while protein coding genes are relatively GC rich, see also GC
content values included in Table 4. However, this may not be entirely
true, as classification success in the case of worm exons vs. worm
UCNEs is medium (see experiment #6, 68.65%)while CG content differ-
ence is minimal. This might indicate that exons and CNEs functional
differences are inscribed in their sequence composition. Known such
modalities are codon biases and amino-acid frequencies in coding
exons, or inscription of several protein binding and other consensus
sequences frequent within CNEs.

3.3.2. Case of different classes of CNEs
Here we compare different classes of CNEs which are identified

using the same criteria but with gradually increasing similarity thresh-
olds, using a step of 5 percentage points per dataset (see the Methods
section). Note that differentiation on the basis of GC composition
between these datasets is quite low. However, we still obtain good

Table 3
Comparison of constrained sequences versus their corresponding surrogates.
Intra-genomic comparisons between pairs of collections of CNEs or exons vs. surrogates.
The highest value of LAF or GS accuracy in each classification experiment is shown in bold.
Here worm CNEs are studied in their entirety against their surrogates (1869 sequences).
For more details on the used methods see in the text and supplementary material.

Experiment
no

Description Average
length

Average
GC

LAF,
accuracy

GS,
accuracy

#2 Worm exons 213.37 0.42 65.63 63.75
Surrogates 213.37 0.42

#3 Human exons 169.82 0.52 73.31 65.81
Surrogates 169.82 0.52

#17 Insect exons 388.82 0.54 63.72 61.95
Surrogates 381.56 0.54

#4 Worm UCNEs 82.88 0.43 61.00 57.71
Surrogates 82.88 0.43

#5a Human UCNEs 326.92 0.37 81.15 73.55
Surrogates 326.92 0.37

#5b Human EU100nx
CNEs

155.50 0.38 75.95 65.15

Surrogates 155.50 0.38
#5c Amniotic CNEs 289.06 0.38 76.25 66.10

Surrogates 289.06 0.38
#5d Mammalian CNEs 246.49 0.40 73.65 60.00

Surrogates 246.49 0.40
#12 Insect UCNEs 86.58 0.39 67.95 66.95

Surrogates 86.58 0.39
Average 70.96 64.55

Table 4
Comparison of different types of constrained sequences.
Pair-wise intra-genomic comparisons between collections of CNEs, vs. exons, containing
1000 sequences each. The highest value of LAF or GS accuracy in each classification exper-
iment is shown in bold. For more details on the used methods see in the text and supple-
mentary material.

Experiment
no

Description Average
length

Average
GC

LAF,
accuracy

GS,
accuracy

#6 Worm exons 82.64 0.42 68.65 61.88
Worm UCNEs 83.11 0.43

#7 Human exons 169.82 0.52 82.79 77.66
Human UCNEs 169.32 0.37

#18 Insect exons 86.09 0.52 82.80 81.90
Insect UCNEs 86.58 0.39

Average 78.08 73.81
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classification rates, clearly better than those using genomic signatures.
Especially high accuracy values are obtained when we deal with
ultraconserved elements (UCNEs, 95–100% similarity between
human and chicken, experiments #27, #30, #32, #33, #5a). UCNEs are
presumed to form a distinct class, distinguishing themselves from
CNEs of the other datasets included in Table 5 comparisons, that are
identified from the same organisms but using less stringent criteria of
sequence identity. Furthermore, when we compare CNEs 75–80%,
CNEs 85–90% and CNEs 95–100% vs. their corresponding surrogate
sequences in the human genome, we observe a gradual increase in
performance (compare #34 and #35 with #5a). Note here, that we
consider for this kind of experiments raw sequences that are not
processed in any way (i.e. trimming is not performed). Overall, as we
have mentioned earlier, we get the best classification rates when we
have UCNEs (Experiment #5a). The information content hardwired in
those sequences probably renders them detectable by our method
with high efficiency. The genomic signatures approach also performs
well in this case, which means that those sequences do probably form
a distinct category of ultraconserved sequences from the point of view
of first neighbor preferences too.

3.4. Classification based on k-mer analysis and rule based classifiers proves
efficient in distinguishing sequences from the same species (intra-species
comparisons)

By definition, genomic signatures are widely used for the identifi-
cation of different species [50]. Using a graphical representation of
genomic composition termed Chaos Game Representation (CGR),
Deschavanne et al. reported that subsequences of a genome display
the main characteristics of the whole genome converging to the geno-
mic signature concept [54]. Interestingly, the authors attributed the
variability observed among sequences to base concentrations, runs of
complementary bases or purines/pyrimidines and over- or under-
expressed words of various lengths with the aim to measure phyloge-
netic proximity. We categorize the performed experiments as inter-
species or intra-species based on whether the sequences under study
derive from different or the same organism respectively. Based on the
statistics presented in Table 6, it seems that our method performs
almost equallywellwith theGS approach,when dealingwith sequences
from different species (80.20% vs. 80.19% for the genomic signatures).
When it comes to intra-species comparisons, however, the method
proposed herein performs fairly better (70.90% vs. 65.83%). This lies
in accordance with the fact that k-mer analysis of relatively short
sequences combined with logic mining classifiers is a promising
method, since it also takes into account the occurrence in the studied
sequences of other oligonucleotide stretches such as homopurines,
homopyrimidines (unpublished results) or overlapping transcription
factor binding sites that are found in the sequences and represent
another type of “signature” that distinguishes them from the bulk or
from other non-constrained sequences.

4. Conclusions

Wepresent and apply an approach based on k-mer analysis and rule
based classification called Logic Alignment Free (LAF) in order to repre-
sent and subsequently classify biological sequences of different func-
tionalities and origins. We compare this approach vis-à-vis Karlin's
Genomic Signature (GS) method, and present classification rates. To
our knowledge, our study is the first one that applies those methodolo-
gies on short biological sequences, as up to now GS had only been
applied in more extended genomic regions of 50 kb or more [49].
Based on our results, we deduce that LAF performs particularly well
when dealing with sequences from the same species surpassing the
performance of Genomic Signatures (GS), while in inter-species
comparisons, where the potential of GS has already been validated by
comparing large genomic regions, the two methods perform equally
well. Therefore, LAF analysis of biological sequences could be further
used in applications involving sequence analysis such as categorization
of different possible functionalities within groups of CNEs or identifica-
tion of metagenomic components.
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Table 5
Comparison of CNEs identified using the same criteria but with different thresholds.
Intra-genomic comparisons between pairs of collections of 1000 human CNE sequences
each. These datasets consist of sequences identified between pairwise human/chicken
alignments with gradually increasing similarity thresholds. The highest value of LAF or
GS accuracy in each classification experiment is shown in bold. For more details on the
used methods, see in the text and supplementary material.

Experiment
no

Description Average
length

Average
GC

LAF,
accuracy

GS,
accuracy

#24 CNEs 75–80% 248.92 0.39 55.45 53.95
CNEs 80–85% 248.39 0.38

#25 CNEs 75–80% 248.92 0.39 57.45 50.00
CNEs 85–90% 250.63 0.38

#26 CNEs 75–80% 248.92 0.39 60.95 59.05
CNEs 90–95% 268.64 0.37

#27 CNEs 75–80% 248.92 0.39 68.50 63.25
CNEs 95–100% 319.70 0.37

#28 CNEs 80–85% 248.39 0.38 50.00 50.00
CNEs 85–90% 250.63 0.38

#29 CNEs 80–85% 248.39 0.38 58.90 54.30
CNEs 90–95% 268.64 0.37

#30 CNEs 80–85% 248.39 0.38 68.60 61.80
CNEs 95–100% 319.70 0.37

#31 CNEs 85–90% 250.63 0.38 58.00 50.00
CNEs 90–95% 268.64 0.37

#32 CNEs 85–90% 250.63 0.38 65.65 59.30
CNEs 95–100% 319.70 0.37

#33 CNEs 90–95% 268.64 0.37 61.55 50.00
CNEs 95–100% 319.70 0.37

#34 CNEs 75–80% 248.92 0.39 76.20 64.10
Surrogates 248.92 0.39

#35 CNEs 85–90% 250.63 0.38 78.45 65.25
Surrogates 250.63 0.38

#5a CNEs 95–100% 326.92 0.37 81.15 73.55
Surrogates 326.92 0.37

Average 64.68 58.04

Table 6
Overall statistics describing the effectiveness of our method. LAF (Best).
The best combination for each experiment, in terms of k-mer and classifier used, is considered and then averaged, LAF (average of 9): All the different combinations for each experiment of
k-mers and rule-based classifiers are averaged, LAF (k = 3, PART): Based on all the experiments performed, the most suitable combination of k and algorithm is used for the analysis in
each experiment, GS (without discretization): genomic signatures as calculated without the extra discretization step (described in theMethods section) that we apply when we perform
our analysis.

LAF, accuracy,
Best

LAF, accuracy,
average of 9

LAF, accuracy,
k = 3, PART

GS, accuracy, without
discretization

GS, accuracy, Best,
with discretization

GS, accuracy, mean of 3,
with discretization

Overall 75.19 71.33 74.39 70.86 72.45 71.78
Inter-species 80.20 75.56 79.81 79.62 80.19 79.53
Intra-Species 70.90 67.69 69.74 63.35 65.83 65.14
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Abstract. Most common methods for inquiring genomic sequence composition, are based
on the bag-of-words approach and thus largely ignore the original sequence structure or the
relative positioning of its constituent oligonucleotides. We here present a novel methodol-
ogy that takes into account both word representation and relative positioning at various
lengths scales in the form of n-gram graphs (NGG). We implemented the NGG approach
on short vertebrate and invertebrate constrained genomic sequences of various origins and
predicted functionalities and were able to efficiently distinguish DNA sequences belonging
to the same species (intra-species classification). As an alternative method, we also ap-
plied the Genomic Signatures (GS) approach to the same sequences. To our knowledge,
this is the first time that GS are applied on short sequences, rather than whole genomes.
Together, the presented results suggest that NGG is an efficient method for classifying
sequences, originating from a given genome, according to their function.

Keywords: genomic sequence representation, n-gram graphs, conserved non-coding ele-
ments, CNEs, UCEs, ultraconserved elements, classification, genomic signatures

1 Introduction

1.1 Constrained Elements in Eukaryote Genomes

High throughput sequencing at a massive scale combined with comparative genome analysis has
led to the discovery of a variety of constrained genomic elements. In fact, there are many more
selectively constrained noncoding than protein-coding sequences in mammalian genomes. One of
the most interesting discoveries that have arisen from comparative genomics among mammalian
genomes are the hundreds of such noncoding elements of more than 200bp in length that show
absolute conservation among mammalian orders [1]. These only represent the tip of the iceberg
of a much larger class of conserved noncoding elements (CNEs), a general class of sequence
elements that are significantly more conserved than protein-coding genes and non-coding RNAs
(ncRNAs)[2]. In the following analysis, we implement the term “constrained elements” for both
protein-coding and conserved non-coding sequence stretches, while we refer to noncoding as
strictly not protein-coding.

Conserved non-coding elements can be found in the literature under various definitions, de-
pending on the percentage of identity between two or more organisms and the minimum length.
Increasing evidence suggests that CNEs are selectively constrained and not mutational cold-spots

? Corresponding author.
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[3] and there is a plethora of studies indicating possible functions of those elements [2]. Among
the various reported functional roles of CNEs, enhancers appear to be the most plausible. Nev-
ertheless, the relative abundance, genomic distribution and variable length of CNEs is indicative
of various alternatives. CNEs have been shown to bear resemblance to CTCF insulator sites
[4], matrix attachment regions [5], while a recent, concise study across 29 mammals revealed
constrained elements of smaller sizes that may be directly related to transcriptional regulation
as well as to the encoding of functional RNA molecules [6]. CNE existence may be extended
even further back in evolutionary time as suggested by recent works including both bony and
cartilaginous fish species [7]. While the majority of the analyses have been conducted in mam-
mals, there is growing evidence that CNEs are not a vertebrate innovation and can also be found
in invertebrates and plants. Despite the fact that vertebrate and invertebrate CNEs bear no
sequence identity, they share common sequence characteristics, indicating a parallel evolution of
those sequences in order to perform the same, possibly essential, functions [8].

Among the various attributes of these genomic sequences, DNA composition has been greatly
ignored. When compared to non-CNEs and near-promoter sequences, CNEs possess an excess
of AT-rich motifs, often containing runs of identical nucleotides. In a recent paper, Walter et al
have analysed the base composition of human and Fugu CNEs at single nucleotide level [9]. They
have found that those elements are A+T rich, much more so than the region they reside in, in
contrast to their flanking region just outside their boundaries, which exhibits a marked drop in
A+T content that forms a unique pattern. Such compositional extremes are strong indications of
functionality as has been shown for gene-dense regions and CpG islands [10,11]. It is therefore of
great interest to further investigate the compositional preference of constrained regions in greater
detail. To this end, conventional approaches addressing composition through histograms, or bag-
of-words approaches tend to overlook the positional information, while probabilistic sequential
methods like HMMs are likely to undermine the effect of local sequence boundaries. In the
following we describe a novel methodology that is able to address both such aspects with the
additional advantage of allowing for similarity measurements between any two sequences.

1.2 Analyzing Sequence Composition Through a Combination of Word-content
and Relative Positioning Information

A sequence can easily be considered equivalent to a natural language text, under the assumption
that the vocabulary is very limited. Traditionally, natural language processing methods based
on n-grams (n-nucleotides correspondingly) have been applied on biological sequences, aiming
to support sequence matching [12], indexing [13], analysis of protein sequences [14] and coding
and non-coding DNA sequences [15]. The n-gram models of sequences indicate how short sub-
sequences of length n appear in the whole analyzed sequence. Other alternatives of analysis, like
Hidden Markov Models or Conditional Random Fields [16], model probabilistically the possible
combinations of elements in a sequence.

In this work, we propose the application of the n-gram graph (NGG) representation methodol-
ogy [17], which manages to capture both local and global characteristics of the analysed sequences.
The main idea behind the n-gram graphs is that the neighborhood between sub-sequences in a
sequence contains a crucial part of the sequence information. The n-gram graph, as derived from
a single sequence, is essentially a histogram of the co-occurrences of symbols. The symbols are
considered to co-occur when found within a maximum distance (window) of each other. The
size of the window, which is a parameter of the n-gram graph, allows for fuzziness in the rep-
resentation of co-occurrences within a sequence. The fact that n-gram graphs take into account
co-occurrences offers the local descriptiveness. The fact that they act as a histogram of such
co-occurrences provides their global representation potential.
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As opposed to probabilistic models, the n-gram graphs are deterministic. As opposed to n-
gram models, n-gram graphs offer more information, based on the representation of co-occurrences.
Overall, they provide a trade-off between expressiveness and generalization.

The n-gram graph framework, also offers a set of important operators. These operators allow
combining individual graphs into a model graph (the update operator), and comparing pairs of
graphs providing graded similarity measurements (similarity operators). In the sequence compo-
sition setting, the representation and set of operators provide one more means of analysis and
comparison, one that is lacking from widely-implemented probabilistic models such as HMMs.

Finally, the n-gram graphs can be combined with vector representation of sequences to allow
the application of machine learning methods for the classification of sequences. Within this
study, both conserved non-coding and protein coding segments are analyzed through a NGG-
based approach and an approach based on the method of genomic signatures [18]. Additionally,
datasets of CNEs and protein coding segments(coding exons) are studied along with suitably
chosen (see Methods) surrogate sequence sets.

2 Methods

2.1 Datasets Retrieval

We consider various published datasets of constrained sequences. Human, worm and insect de-
note sequences taken from H.sapiens, C.elegans and D.melanogaster genomes. Given that those
datasets are heterogeneous in numbers, we randomly select 1000 elements from each set for our
subsequent analysis. Only worm CNEs are studied in their entirety, as this dataset is relatively
small. The exonic sequences of human, worm and insect genomes were obtained from the UCSC
genome repository based on the RefSeq annotation referring to the latest genome assemblies
(hg19, ce10, dm3) [19]. The datasets described below along with their surrogates are used in 26,
in total, pairwise classification experiments, denoted throughout the text as #1, #2, ...; see Sup-
plementary Spreadsheet5 where further information is provided. Apart from exonic sequences,
the following classes of constrained non-exonic sequences are used:

– UltraConserved Noncoding Elements (UCNEs): These are sequences of at least 200bp in
length mapped on the human genome (hg19) that display sequence similarity which is greater
than or equal to 95% between human and chicken whole genome alignments [20]

– EU100 nonexonic CNEs (EU100nx CNEs): These are sequences mapped on the human
genome (hg18) that are identical over 100bp in at least 3 out of 5 placental mammals (hu-
man, mouse, rat, dog and cow) [21]. The whole set is named EU100+ and since we remove
elements overlapping exons it will be referred to as EU100nx.

– Amniotic and Mammalian CNEs: These are elements identified by Kim and Pritchard[22].
Mammalian CNEs are sequences that are conserved within mammals but not found in chicken
or fish, while Amniotic CNEs are conserved in mammals and chicken but not found in fish.
LiftOver [23] is used to convert the coordinates to the most recent release of the human
genome (from hg17 to hg19).

– Worm and Insect UCNEs: These are elements mapped on ce10 and dm3 genome releases of
C.elegans and D.melanogaster respectively. Worm UCNEs are DNA stretches longer than
60bp that exhibit sequence similarity greater than 90% among C.elegans and C.japonica,
while Insect UCNEs are stretches longer than 60bp that display sequence similarity greater
than 90% among D.melanogaster and D.virilis (unpublished results, Philipp Bucher’s group,
EPFL)

5 You can download the spreadsheet from http://users.iit.demokritos.gr/~ggianna/

Publications/alcob2014/.

http://users.iit.demokritos.gr/~ggianna/Publications/alcob2014/
http://users.iit.demokritos.gr/~ggianna/Publications/alcob2014/


4 Polychronopoulos et al

2.2 Treatment of Sequences and Extraction of Surrogate Sequences

A useful suite of tools called BEDTools [24] is used in order to extract FASTA sequences from
BED files and to calculate overlapping elements. Additionally, we make use of the EMBOSS
suite to calculate fractional GC content of sequences [25]. It is known from the literature that
vertebrate and invertebrate CNEs are of significantly different lengths (the ones belonging to
the latter category are considerably smaller) [26]. We make sure that we take segments of equal
lengths as follows: for classification experiments involving CNE sets of vertebrate and invertebrate
origin, we truncate the vertebrate ones around their middle point to the length of the shortest
invertebrate CNE included in the experiment. For each element of each collection under study
(CNE or exon), an analogue of it is extracted from the corresponding genome. Every resulting
DNA segment (surrogate sequence) is ensured that is of the same length and GC content (within
a 1% deviation limit) with its corresponding element in the collection under study. Statistics
of the datasets (mean length and GC content of sequences) are available in the Supplementary
Spreadsheet. All custom shell scripts are available upon request to interested readers. All the
files (coordinates in BED and sequences in FASTA format) are also available upon request.

2.3 From Sequences to the N-gram Graph Similarity Vector Space

We have followed a set of steps to represent our sequences using n-gram graphs. The idea is that
from known (labeled) sequences we form representatives of each class of sequences. Then, we
describe all sequences based on their similarity to the representatives of each class. Thus, there
are essentially three steps in our application of the n-gram graphs:

– Representation of individual sequences using n-gram graphs.
– Calculation of representative (model) n-gram graphs for each training class used.
– Calculation of similarity between training instances and model graphs.
– Representation of instances using only their similarities, i.e., in a similarity vector space.

In the following paragraphs we elaborate on these steps.

Representation of Sequences The n-gram graph is a graph G =< V G, EG, L,W >, where
V G is the set of vertices, EG is the set of edges, L is a function assigning a label to each vertex
and to each edge and W is a function assigning a weight to every edge. The graph has n-grams
labeling its vertices vG ∈ V G. The edges eG ∈ EG (the superscript G will be omitted where easily
assumed) connecting the n-grams indicate proximity of the corresponding vertex n-grams. The
weight of the edges can indicate a variety of traits. In our implementation we apply as weight
the number of times the two connected n-grams were found to co-occur. It is important to note
that in n-gram graphs each vertex is unique. To ensure that no duplicate vertices exist, we also
require that the labelling function is an one-to-one function. Two vertices are considered equal
if and only if their labels are equal.

We repeat that the edges E are assigned weights of ci,j where ci,j is the number of times a
given pair Si, Sj of n-grams happen to be neighbors in a string within some distance Dwin of
each other. The distance d of two n-grams S(i,i+a), S(j,j+b) is d = |i − j|. To create the n-gram
graph from a given sequence, a fixed-width window Dwin of characters (or words) around a given
n-gram N0 ≡ Sr, r ∈ N∗ is used. All character n-grams within the window are considered to be
neighbors of N0. These neighbors are represented as connected vertices in the text graph. We
use a symmetric approach, where a window of length 2×Dwin + 1 runs over the text, centered
at the beginning of N0. If the n-gram we are interested in is located at position p0, then the
window will span from p0−Dwin to p0 +Dwin, taking into account both preceding and succeeding
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characters or words. Each edge e =< a, b > is weighted based on the number of co-occurrences
of the neighbors within a window in the text:

w(e) = |{S(i,i+n) = L(a), S(j,j+n) = L(b) : abs(i− j) ≤ Dwin, i 6= j}| (1)

Creation of Representative Graphs The n-gram graph representation specification indicates
how to represent a text using an n-gram graph. However, in sequence analysis it is often required
to represent a whole sequence set, i.e. a sequence class. In our applications we have used the
update function U to represent sets. The update function U(G1, G2, l) takes two graphs as input.
One graph is considered to be the pre-existing graph G1 and one that is considered to be the
new graph G2.

The U function takes an additional argument, the learning factor l ∈ [0, 1], which determines
the sensitivity of G1 to the change G2 brings. The higher the value of learning factor, the higher
the impact of the new graph to the existing graph. The definition of the weighting performed in
the graph resulting from U(G1, G2, l) is:

w(e) = w1(e) + (w2(e)− w1(e))× l (2)

for every edge e ∈ E1 ∪ E2.
The U function allows creating a representative graph for a set of documents, in analogy

to the centroid of a set of vectors. The creation of a set-representative graph Gs, for a given
set of graphs G = {G1, G2, G3, ..., Gn} is as follows. We initialize the class graph with the first
document of the class Gs = G1. Then, iteratively we update Gs by:

Gs = U(Gs, Gi,
1

i + 1
) for i ∈ 2, n. (3)

After all iterations the weight of every edge e ∈ Es will have a weight of:

we =

∑
i:e∈Ei

wi

|i : e ∈ Ei|
(4)

This weight is the average of the weights of edge e over all the graphs Gi, where it appears.
This means that graphs where the edge does not appear, are not taken into account in this
calculation. This essentially means that having a graph with an edge e, where w(e) = 0 is
different than not having the edge at all.

Measuring Similarity and Vector Space Representation In the n-gram graph framework
there are different ways to measure similarity. We choose the Value Similarity function [17]. This
measure quantifies the ratio of common edges between two graphs, taking into account the ratio
of weights of common edges. In this measure each matching edge e having weight wi

e in graph

Gi contributes VR(e)
max(|Gi|,|Gj |) to VS, while not matching edges do not contribute (consider that

for an edge e /∈ Gi we define wi
e = 0).

The ValueRatio (VR) scaling factor is defined as:

VR(e) =
min(wi

e, w
j
e)

max(wi
e, w

j
e)

(5)

The equation indicates that the ValueRatio takes values in [0, 1], and is symmetric. Thus, the
full equation for VS is:

VS(Gi, Gj) =

∑
e∈Gi

min(we
i ,w

e
j )

max(we
i ,w

e
j )

max(|Gi|, |Gj |)
(6)
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Given the similarity function VS(Gi, Gj), a sequence instance S with a corresponding graph
GS and class-representative graphs Gi for classes Ci, we can describe S in a similarity vector
space. In this space, each dimension reflects the similarity of the instance sequence to a corre-
sponding class. Thus, the vector V (S) is of the form

V (S) =< VS(GS , G1),VS(GS , G2), ...,VS(GS , Gn) > (7)

where n is the number of classes we have. Thus, the above process allows us to map each sequence
in a dataset to a vector space of similarities.

In the following section we discuss another representation of sequences we use in our experi-
ments: genomic signatures.

2.4 The “Genomic Signature” Method

This is a standard methodology for classifying and distinguishing genomes based on the quantifi-
cation of neighbor preferences in a DNA sequence of an entire genome by computing the vector
of the odds ratios for dinucleotides [27]. The odds ratio of each dinucleotide is the quantity:
rij = fij/(fifj), where fij and fi, fj stand for the frequencies of occurrence in the studied se-
quence of a dinucleotide and its constituent nucleotides respectively. Therefore, the subscripts i,
j represent any pair of A, G, C and T. This is the ratio of the “observed” dinucleotide frequency
over the “expected” one under no neighbor effects, thus it expresses the actual neighbor prefer-
ences of the given pair of nucleotides. Before computing the odds ratios for a given sequence, this
is concatenated to its reverse complement. Consequently, the relevant ratios are only ten, i.e. four
for the self-complementary dinucleotides and six for the mutually complementary couples. Kar-
lin and co-workers first proposed that these quantities differentiate between different genomes,
according, approximately, to their evolutionary distance. Thus they have assigned to the vector
of these ten “first neighbour preferences” the name of genomic signature (GS). It has to be noted
that GS filter out mononucleotide composition retaining only the first neighbor preferences.

For a direct comparison with the n-gram graphs (NGG) approach described in the previous
section, we use classification based on genomic signatures (GS) and apply that to the same pairs
of genomic sequences. When applying classification, in both the NGG and the GS approaches we
use the output of the analysis (similarity vectors, or ratio correspondingly) as input vectors to
train a well-known, rule-based classifier: the JRIP implementation [28] of RIPPER [29]. We note
that the results provided by RIPPER are comparable to those of other state-of-the-art classifiers
we tried (e.g., Support Vector Machine based classification). In the following section we report
our findings based on experiments using both analysis methods (NGG and GS).

3 Results and Discussion

In this section we describe a systematic analysis of short genomic segments, which display dif-
ferent functionalities and stem from human, worm and insect genomes. For every classification
task, we adopt the technique of NGG and GS as explained previously in order to estimate how
different modalities could be separated based on sequence composition.

We note that the n-gram graph representation embeds three parameters. The first is the value
of m, which defines the minimum length of the n-grams into which a sequence is split. The second
is M , which defines the maximum length of the n-grams into which a sequence is split. The third
is D which represents the maximum distance within which we consider the n-grams (n-bases) to
be neighbors. Keeping m = M = D simplifies the analysis step reducing the required time, while
not significantly altering the results in most cases [17].
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An estimator described in the the original n-gram graphs’ work [17] was used in order to
define these parameters. As it was devised for a different, linguistic task (summarization system
evaluation) not taking into account the prediction potential of n-grams for a classification task, we
performed an approximate optimization based on exhaustive experiments (for m ∈ [2, 9]) using
10-fold cross validation. The tuning was performed using 6 different datasets. In Figure 1 we
illustrate the performance of the n-gram graph based classification. Each column corresponds to
a parameter value combination. The strong horizontal line in each column indicates the average
performance of this combination over the set of 6 datasets. The remaining lines represent the
quantile values of the performance. We deduce that there exists a persistent high plateau of
performance when 5 ≤ m ≤ 8, which shows that the method does not improve significantly after
m = 5. Another observation is that 2-2-2 performs considerably better than 3-3-3 and almost
equally to 4-4-4. This might be related to the importance of first neighbor preferences as reflected
in the NGG methodology.
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Fig. 1. Boxplots of the performance of n-gram graphs classification over varying parameters

In the tables included throughout the Discussion section, the NGG performance obtained
for the optimal combination of parameter values is included; e.g. in Exp #1, Table 1, the value
83, 86 is given for NGG, corresponding to the parameter choice (7,7,7). We propose (m,M,D) =
(5, 5, 5) as the best parameter settings for analyzing short genomic sequences, based on all the
26 performed experiments (see Supplementary Spreadsheet, Overall Statistics tab). Genomic
signatures have been used as an alternative to the NGG based classification method. To our
knowledge, for such short genomic segments of possible functional importance, not only the
NGG method but also the genomic signature approach has not been applied before.
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3.1 Inter-Species Comparisons of Background Sequences

For comparisons between human, worm and insect background sequences, we use the surrogate
sets described in Methods as representative samples of the different genomes. Comparisons in-
volving H. sapiens yield always the best classification rates using both n-gram graphs (NGG) and
Genomic Signatures (GS), see Table 1. This may be understood on the grounds of the high differ-
ence of neighbor preferences, mainly in CpG and TpA between H.sapiens and the invertebrates,
while these preferences are found to be quite close between invertebrate species: D.melanogaster
(insect) and C.elegans (worm). GS are exclusively a quantification of first neighbor preferences
and as a consequence are not influenced by GC content. On the contrary, NGG are able to
conceptually incorporate various components/aspects of sequence composition, such as mononu-
cleotide composition and higher order neighbor preferences (a criterion that is provided as a
parameter value in our technique by adjusting D).

In cases where human sequences are included in the comparison, GS perform systematically
better than NGG. This difference is also statistically significant with a p-value below 0.10, based
on a paired t-test. It is also worth mentioning that the two cases with the highest differences
in GC content between the sets involved in the classification experiment are: experiment #22
which is the only one where NGG perform better than GS; and experiment #1 where GS perform
better than NGG, but with the lowest difference in their performances. I.e. the cases of the
highest relative preponderance of NGG are the ones with the highest differences in GC content,
as expected due to the relative sensitivities of the two methods to this composition parameter.

Table 1. Inter-species comparisons of background genomic sequences

Exp Description Average length Average GC NGG GS

#1
surrogates for human exons 167.837 0.5155

83.86 85.98
surrogates for worm exons 169.318 0.4049

#14
surrogates for human UCNEs 86.094 0.3651

79.38 84.05
surrogates for insect UCNEs 86.582 0.3949

#20
surrogates for insect exons 169.318 0.5202

80.48 87.49
surrogates for human exons 169.816 0.5087

#22
surrogates for worm exons 213.365 0.4194

73.50 70.35
surrogates for insect exons 212.858 0.5194

#23
surrogates for human UCNEs 82.932 0.3648

80.35 83.75
surrogates for worm UCNEs 82.875 0.4297

#13
surrogates for worm UCNEs 83.407 0.4265

58.79 64
surrogates for insect UCNEs 86.582 0.3949

Average 76.06 79.27

3.2 Classification Experiments of Constrained DNA Sequences Versus their
Background Surrogates (Intra-Species Classification)

The following experiments refer to comparisons of constrained sequences against their surrogates
(Table 2). Note that surrogates share the same GC% and length with the initial sequences (see
Methods). As evidenced from inspection of Table 2, comparisons involving invertebrate con-
strained sequences are not classified as successfully as their human counterparts using NGG, see
experiments #2 and #17. Only insect UCNEs appear to be resistant to this effect, see experiment
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#12. This finding might be understood on the grounds of several particularities of the warm-
blooded animals (often of all vertebrates) especially in their non-functional, non-constrained
background genomic fraction. These include a high enrichment in transposable elements, mi-
crosatellites, homo-purine/homo-pyrimidine tracts and several other characteristic compositional
motifs. Such genomes also present a typical profile of avoided dinucleotides (especially CpG and
TpA) that are less avoided in the constrained elements (exons, CNEs), which having functional
roles, do not strictly follow the average genomic compositional trends. Note that invertebrate
genomes are much less abundant in repeats and less marked by under-representation of specific
dinucleotides. In the comparisons by means of GS, the same trend is followed but the differences
are minor, due to the sensitivity of these quantities solely upon first neighbor preferences. We
know from earlier studies that genomic signatures do not perform well in intra-species compar-
isons because neighbor preferences remain relatively constant within the same genome. Conse-
quently, in most cases listed, NGG perform better than GS (compare averages, 68,76% versus
61,84%). The difference is statistically significant (p-value below 0.10, based on a paired t-test).

Table 2. Classification of constrained DNA sequences versus background surrogates

Exp Description Average length Average GC NGG GS

#2
worm exons 213.365 0.4243

57.7 61.05
surrogates 213.365 0.4239

#3
human exons 169.816 0.5190

74.3 63.41
surrogates 169.816 0.5183

#17
insect exons 388.822 0.5412

52.36 59.45
surrogates 381.557 0.5389

#4
worm UCNEs 82.875 0.4309

56.76 55.62
surrogates 82.875 0.4308

#5a
human UCNEs 326.923 0.3676

82.63 72.00
surrogates 326.923 0.3676

#5b
human EU100nx CNEs 155.499 0.3783

76.43 63.75
surrogates 155.499 0.3783

#5c
amniotic CNEs 289.061 0.3756

78.62 63.00
surrogates 289.061 0.3756

#5d
mammalian CNEs 246.488 0.4015

75.85 55.65
surrogates 246.488 0.4018

#12
insect UCNEs 86.582 0.3949

64.15 62.65
surrogates 86.582 0.3949

Average 68.76 61.84

The six last rows of Table 2 denote comparisons of several CNE sequences collections against
their surrogates. In general we notice that among constrained sequences, human CNE sequences
versus surrogates exhibit relatively higher classification rates, if compared with exonic sequences
versus their corresponding surrogates. Although, we are not able at this stage to clearly interpret
this finding, it might be related to the hypothesis that CNEs orchestrate highly sophisticated
developmental processes including brain formation [30]. The instructions that direct these pro-
cesses might be hardwired and reflected in the sequences themselves. In fact, it is known from
the literature that CNEs do serve as transcription factor binding sites and bear several motifs
[31] that NGG analysis is possibly sensitive enough to detect and thus, increase the obtained
CNE-background vs. exon-background classification rates.
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3.3 Genomic Signatures Perform Better in Classifying Genomic Segments of
Functional Importance and Different Origin

In the experiments included in Table 3 we study the performance of NGG and GS when they are
applied on sets of functional sequences (CNEs or exons) of different genomes. We verify that GS
perform better in inter-genomic classification and their performance is slightly improved in Table
3, if compared to Table 1. This means that it is not blurred due to the constrained character
of the sequences, i.e. the first neighbour preference characterizing different genomes and filtered
by GS is clearly retained in exons and CNEs. Once again, we tested the statistical significance
in performance between the NGG and GS methods, based on a paired t-test, and there exists
statistically significant difference (with a p-value below 0.05).

On the other hand, the performance of NGG drops. This might be associated with the complex
set of compositional traits that are characteristic of the NGG method: nucleotide composition of
the sequence, first neighbor preferences and also higher neighbor relationships. Thus, in this con-
text, the inter-genomic differences leading to an efficient NGG based classification of background
sequences (Table 1, average = 76.06) are blurred by the presence of common compositional con-
straints related to function as shown by inspection of Table 3 (average = 74.47). Such an example
is the known over-representation of adenine and guanine in the composition of protein coding
exons (purine loading).

Table 3. Comparisons of functional sequences between genomes

Exp Description Average length Average GC NGG GS

#9
worm exons 169.318 0.3886

74.68 82.21
human exons 169.816 0.5190

#10
worm UCNEs 83.113 0.4277

77.77 82.29
human UCNEs 82.640 0.3728

#15
worm UCNEs 83.086 0.4285

70.89 74.95
insect UCNEs 86.582 0.3949

#16
human UCNEs 86.094 0.3704

82.08 86.70
insect UCNEs 86.582 0.3949

#19
insect exons 169.318 0.5148

70.03 81.29
human exons 169.816 0.5089

#21
worm exons 213.365 0.4196

71.39 72.35
insect exons 212.858 0.5093

Average 74.47 79.97

4 Conclusions

The problem of assigning functionality to un-annotated sequences is highly relevant in light of
the complexity of mammalian genomes. By performing various comparisons between represen-
tative sequences of different origin and functionality, we were able to show the potential of the
n-gram graphs (NGG) in effectively discriminating between genomic sequence fragments with
expected function against the bulk of the genome. NGG were able to quantify the effect of se-
quence constraint, thus their implementation in the description of other functional sequences
of mammalian genomes (such as regions with structural properties, matrix attachment regions
and various non-coding RNA species) may provide valuable insight in the interplay between
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composition and function. When it comes to inter-genomic comparisons between sequences of
different origin, NGG are less effective compared to the method of Genomic Signatures (GS).
The efficiency of the latter is for the first time demonstrated here at this length scale, as up to
now GS had only been applied in more extended genomic regions of 50kb or more [32]. Further
work is needed for a better exploitation of the presented results, while combinations of the two
methods may result in higher classification rates.
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18. Karlin, S., Mrázek, J.: Compositional differences within and between eukaryotic genomes. Proceed-
ings of the National Academy of Sciences of the United States of America 94(19) (September 1997)
10227–32

19. Pruitt, K.D., Tatusova, T., Maglott, D.R.: Ncbi reference sequences (refseq): a curated non-
redundant sequence database of genomes, transcripts and proteins. Nucleic acids research 35(suppl
1) (2007) D61–D65

20. Dimitrieva, S., Bucher, P.: Genomic context analysis reveals dense interaction network between
vertebrate ultraconserved non-coding elements. Bioinformatics 28(18) (2012) i395–i401

21. Stephen, S., Pheasant, M., Makunin, I.V., Mattick, J.S.: Large-scale appearance of ultraconserved
elements in tetrapod genomes and slowdown of the molecular clock. Mol Biol Evol 25(2) (2008)
402–408

22. Kim, S.Y., Pritchard, J.K.: Adaptive evolution of conserved noncoding elements in mammals. PLoS
genetics 3(9) (September 2007) 1572–86

23. Karolchik, D., Baertsch, R., Diekhans, M., Furey, T.S., Hinrichs, A., Lu, Y., Roskin, K.M., Schwartz,
M., Sugnet, C.W., Thomas, D.J., et al.: The ucsc genome browser database. Nucleic acids research
31(1) (2003) 51–54

24. Quinlan, A.R., Hall, I.M.: BEDTools: a flexible suite of utilities for comparing genomic features.
Bioinformatics 26(6) (2010) 841–842

25. Rice, P., Longden, I., Bleasby, A.: EMBOSS: the European Molecular Biology Open Software Suite.
Trends in genetics : TIG 16(6) (June 2000) 276–7

26. Retelska, D., Beaudoing, E., Notredame, C., Jongeneel, C.V., Bucher, P.: Vertebrate conserved non
coding DNA regions have a high persistence length and a short persistence time. BMC Genomics 8
(2007) 398

27. Karlin, S., Burge, C.: Dinucleotide relative abundance extremes: a genomic signature. Trends in
genetics 11(7) (1995) 283–290

28. Hall, M., Frank, E., Holmes, G., Pfahringer, B., Reutemann, P., Witten, I.H.: The weka data mining
software: an update. ACM SIGKDD Explorations Newsletter 11(1) (2009) 1018

29. Cohen, W.W.: Fast effective rule induction. In: ICML. Volume 95. (1995) 115–123
30. Matsunami, M., Sumiyama, K., Saitou, N.: Evolution of conserved non-coding sequences within the

vertebrate Hox clusters through the two-round whole genome duplications revealed by phylogenetic
footprinting analysis. J Mol Evol 71(5-6) (2010) 427–436

31. Viturawong, T., Meissner, F., Butter, F., Mann, M.: A DNA-Centric Protein Interaction Map of Ul-
traconserved Elements Reveals Contribution of Transcription Factor Binding Hubs to Conservation.
Cell reports 5(2) (October 2013) 531–45

32. Karlin, S.: Global dinucleotide signatures and analysis of genomic heterogeneity. Current opinion
in microbiology 1(5) (1998) 598–610


	1. Εισαγωγή
	1.1 Περίγραμμα Διατριβής

	2. Συντηρημένες Μη Κωδικοποιούσες Αλληλουχίες (CNE) στα γονιδιώματα μετάζωων
	2.1 Τι ποσοστό του γονιδιώματος είναι λειτουργικό;
	2.2 Αναζητήσεις λειτουργικών μη κωδικοποιουσών αλληλουχιών χρησιμοποιώντας κριτήρια συντήρησης αλληλουχίας
	2.3 Χαρακτηριστικά Συντηρημένων Μη Κωδικοποιουσών Αλληλουχιών
	2.4 Λειτουργίες Συντηρημένων Μη Κωδικοποιουσών Αλληλουχιών
	2.5 Τα CNE ακολουθούν κατανομές τύπου νόμου δύναμης σε μια ποικιλία γονιδιωμάτων ως αποτέλεσμα της δυναμικής του γονιδιώματος

	3. Κατάταξη αλληλουχιών του γονιδιώματος που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό με μεθόδους μηχανικής μάθησης
	3.1 Κατάταξη CNE και εξωνίων με τη χρήση διανυσμάτων χαρακτηριστικών αλληλουχίας και ταξινομητών λογικών κανόνων
	3.2 Ανάλυση και ταξινόμηση αλληλουχιών DNA, που βρίσκονται υπό επιλεκτικό περιορισμό, με τη χρήση γράφων (γραφημάτων) Ν – γραμμάτων (N – gram Graphs, NGG) και γονιδιωματικών υπογραφών (GS)

	4. Ανάλυση της χρωμοσωμικής κατανομής των CNE με χρήση μεθόδων κλιμάκωσης εντροπίας (entropic scaling) και εγκιβωτισμού (box counting)
	5. Σύνοψη
	6. Βιβλιογραφία
	7. Σύντομο βιογραφικό σημείωμα με δημοσιεύσεις
	Classification of selectively constrained DNA elements using feature vectors and rule-�based classifiers
	1. Introduction
	1.1. Conserved non-coding elements in metazoan genomes
	1.2. Alignment-based and alignment-free methods for sequence analysis

	2. Methods
	2.1. Published datasets
	2.2. Identification of sets of CNEs in vertebrates, insects and worms
	2.3. Surrogate sequences extraction
	2.4. The alignment-free sequences classification method LAF
	2.5. The “genomic signature” method

	3. Results and discussion
	3.1. Inter-species comparison of background sequences
	3.2. Comparison of constrained sequences vs. their corresponding surrogates
	3.3. Intra-species comparison of constrained sequences (functional sequences vs. functional sequences of a different type)
	3.3.1. Case of exons vs. UCNEs
	3.3.2. Case of different classes of CNEs

	3.4. Classification based on k-mer analysis and rule based classifiers proves
efficient in distinguishing sequences from the same species (intra-species
comparisons)


	4. Conclusions
	Competing interests
	Authors' contributions
	Acknowledgments
	References

	Lecture Notes in Computer Science
	Introduction
	Constrained Elements in Eukaryote Genomes
	Analyzing Sequence Composition Through a Combination of Word-content and Relative Positioning Information

	Methods
	Datasets Retrieval
	Treatment of Sequences and Extraction of Surrogate Sequences
	From Sequences to the N-gram Graph Similarity Vector Space
	The ``Genomic Signature'' Method

	Results and Discussion
	Inter-Species Comparisons of Background Sequences
	Classification Experiments of Constrained DNA Sequences Versus their Background Surrogates (Intra-Species Classification)
	Genomic Signatures Perform Better in Classifying Genomic Segments of Functional Importance and Different Origin

	Conclusions


