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Τμήμα	Βιοχημείας	και	Βιοτεχνολογίας	

Πανεπιστήμιο	Θεσσαλίας	



Next	GeneraNon	Sequencing	



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα οδηγήσει 
σε καθηµερινές εφαρµογές  

•  Κόστος αλληλούχισης 
–  http://www.genome.gov/sequencingcosts/ 

•  Ο νόµος του Moore προβλέπει διπλασιασµό της υπολογιστικής ισχύς 
κάθε δύο χρόνια. 



Pacific Biosciences 

hWp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21612267	

hWp://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc	
hWp://www.youtube.com/watch?v=GX6RSKh4J7E	
SMRT	techonology	–	real	Nme	single	molecule	sequencing	



hWp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069	



hWp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069	



hWp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069	



Ion Proton 
hWp://www.lifetechnologies.com/global/en/home/about-us/news-gallery/press-releases/2012/life-techologies-itroduces-the-bechtop-io-proto.html	



Ion	Proton	

Ion	torrent	chemistry	
	
hWp://www.youtube.com/watch?v=yVf2295JqUg	
	
	
Ουσιαστικά	είναι	ένα	πολύ	μικρό	pH-meter	
Δεν	βασίζεται	σε	ανίχνευση	φωτός!	



Εικόνα	Από	Elaine	Mardis	



hWp://www.nanoporetech.com/technology/minion-a-miniaturised-sensing-instrument	

Oxford	Nanopore	
(Στο	εγγύς	μέλλον;)	

Nanopore	
hWp://www.youtube.com/watch?v=UWcCbIRPzvs	



hWp://www.nanoporetech.com/technology/introducNon-to-nanopore-sensing/introducNon-to-nanopore-sensing	

Biological	Nanopore	
(Στο	εγγύς	μέλλον;)	



hWp://www.nanoporetech.com/technology/introducNon-to-nanopore-sensing/solid-state-nanopores	

Solid	state	(Graphene)	Nanopore	
(Στο	εγγύς	μέλλον;)	



Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3 Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2 

Αλληλούχιση µε Sequence Reads 

Συναρµολόγιση µε βάση γονιδίωµα αναφοράς 

Επανάληψη 1 Επανάληψη 2 Επανάληψη 3 Μοναδική περιοχή 1 Μοναδική περιοχή 2 

Μόνο στοίχιση των Sequence Reads που έχουν µια µοναδική θέση 

Sequence Reads που µπορούν να στοιχιθούν  
σε περισσότερες από µια θέσεις δεν στοιχίζονται 

Reference assembly/alignment	



Short read aligners 
•  Bowtie 
•  BWA 
•  STAR 

 
•  RPKM – Reads per 

kilobase million 
•  FPKM – fragments per 

kilobase million 
•  TPM - Transcripts per 

million (TPM) 

Reference assembly	



Διαφορική έκφραση γονιδίων 
 

Microarrays & RNA-Sequencing 
 



mRNA abundance ratios versus protein-abundance ratios.  

Griffin T J et al. Mol Cell Proteomics 2002;1:323-333 



Μικροσυστοιχίες 



RNA-SEQ 



Log2 
•  Αν το γονίδιο εκφράζεται περισσότερο στην Α συνθήκη (κόκκινη χρωστική) 
από ότι στην control (πράσινη χρωστική), τότε ο λόγος συνθήκη_Α/control 
(κόκκινη/πράσινη) θα είναι  λ>1, αλλιώς σε αντίθετη περίπτωση 0<λ<1. 

•  Αν το γονίδιο εκφράζεται µε διπλάσια ένταση στην συνθήκη Α, σε σχέση µε 
την συνθήκη control, τότε ο λόγος θα είναι λ=2. 

•  Αν το γονίδιο εκφράζεται µε τη µισή ένταση στην συνθήκη Α, σε σχέση µε 
την συνθήκη control, τότε ο λόγος θα είναι λ=0.5. 

•  Μετατρέποντας τους λόγους σε log2, έχουµε: 
–  λ=2 -> log2λ=1 
–  λ=0.5 -> log2λ=-1 
–  Με την κανονικοποίηση σε log2 τα δεδοµένα γίνονται συµµετρικά. 

 



Υπερ/υπο-έκφραση 
•  Πότε θεωρούµε ότι ένα γονίδιο υπερ/υπό-εκφράζεται σε µια 
συγκεκριµµένη συνθήκη. 
–  Log2λ > 1  ή Log2λ < -1 (διπλάσια/υποδιπλάσια έκφραση σε σχέση µε τη 
συνθήκη control). 

–  Με στατιστικές µεθόδους (t-test, ANOVA). 



Οµαδοποίηση γονιδίων/συνθηκών 
µε την ίδια συµπεριφορά. 

•  Χρειαζόµαστε αρκετά σηµεία (διαφορετικές συνθήκες ή χρονικές 
στιγµές) 

•  Με µεθόδους αποστάσεων, όπου οι µετρήσεις ενός γονιδίου για 
διαφορετικές συνθήκες αποτελούν ένα διάνυσµα. 

•  Υπολογίζουµε αποστάσεις µεταξύ διαφορετικών διανυσµάτων 
(γονιδίων). 
–  Ευκλείδια απόσταση 
–  Συντελεστής συσχέτισης Pearson (Pearson correlation 

coefficient). 
–  Δηµιουργείται πίνακας αποστάσεων µεταξύ των γονιδίων. 

–  Το αντίστοιχο µπορεί να γίνει και για να οµαδοποιήσουµε κοινές 
συνθήκες. 



towardsdatascience.com 



		 CondiNon1	 CondiNon2	 CondiNon3	 CondiNon4	 CondiNon5	
Gene1	 1	 -3 10	 0	 0	
Gene2	 -7 -2 -1 10	 -8
Gene3	 2	 1	 9	 -9 5	
Gene4	 10	 10	 -4 0	 -9
Gene5	 -2 9	 -7 0	 -7
Gene6	 -6 6	 -5 -3 9	
Gene7	 2	 1	 8	 -1 -2
Gene8	 -3 -8 -1 -6 2	
Gene9	 -10 0	 9	 6	 0	
Gene10	 -2 4	 5	 -7 -6
Gene11	 -2 -2 0	 -9 10	
Gene12	 -6 -10 -5 8	 5	
Gene13	 2	 -8 1	 -1 2	
Gene14	 -7 -9 -7 1	 1	
Gene15	 -6 4	 -8 -1 -6
Gene16	 -5 2	 -5 8	 -8
Gene17	 8	 -2 -7 0	 2	
Gene18	 2	 9	 -9 9	 3	
Gene19	 -3 -1 7	 -1 6	
Gene20	 10	 -4 3	 -3 -1

		 CondiNon1	 CondiNon2	
Gene1	 1	 -3
Gene2	 -7 -2
Gene3	 2	 1	
Gene4	 10	 10	
Gene5	 -2 9	
Gene6	 -6 6	
Gene7	 2	 1	
Gene8	 -3 -8
Gene9	 -10 0	
Gene10	 -2 4	
Gene11	 -2 -2
Gene12	 -6 -10
Gene13	 2	 -8
Gene14	 -7 -9
Gene15	 -6 4	
Gene16	 -5 2	
Gene17	 8	 -2
Gene18	 2	 9	
Gene19	 -3 -1
Gene20	 10	 -4

		 CondiNon1	 CondiNon2	 CondiNon3	 CondiNon4	 CondiNon5	
Gene1	 1	 -3 10	 0	 0	
Gene2	 -7 -2 -1 10	 -8



		 CondiNon1	 CondiNon2	 CondiNon3	 CondiNon4	 CondiNon5	
Gene1	 1	 -3 10	 0	 0	
Gene2	 -7 -2 -1 10	 -8

		 Gene1	 Gene2	 Gene3	 Gene4	 Gene5	 Gene6	 Gene7	 Gene8	 Gene9	 Gene10	Gene11	Gene12	Gene13	Gene14	Gene15	Gene16	Gene17	Gene18	Gene19	Gene20	
Gene1	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene2	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene3	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene4	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene5	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene6	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene7	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene8	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene9	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene10	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene11	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene12	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene13	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene14	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene15	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene16	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene17	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene18	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene19	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
Gene20	 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		



		 CondiNon1	 CondiNon2	
Gene1	 1	 -3
Gene2	 -7 -2
Gene3	 2	 1	
Gene4	 10	 10	
Gene5	 -2 9	
Gene6	 -6 6	
Gene7	 2	 1	
Gene8	 -3 -8
Gene9	 -10 0	
Gene10	 -2 4	
Gene11	 -2 -2
Gene12	 -6 -10
Gene13	 2	 -8
Gene14	 -7 -9
Gene15	 -6 4	
Gene16	 -5 2	
Gene17	 8	 -2
Gene18	 2	 9	
Gene19	 -3 -1
Gene20	 10	 -4

		 CondiNon1	 CondiNon2	 CondiNon3	 CondiNon4	 CondiNon5	
CondiNon1	 		 		 		 		 		
CondiNon2	 		 		 		 		 		
CondiNon3	 		 		 		 		 		
CondiNon4	 		 		 		 		 		
CondiNon5	 		 		 		 		 		



Οµαδοποίηση 



Οντολογίες 
•  www.geneontology.org 

•  Ελεγχόµενο λεξιλόγιο για την περιγραφή των ιδιοτήτων των γονιδίων 
και των πρωτεϊνών. 

•  Περιγράφουν: 
–  Μοριακές λειτουργίες του βιοµορίου (1 ή περισσότερες). 
–  Βιολογικές διαδικασίες στις οποίες εµπλέκεται το βιοµόριο (1 ή 
περισσότερες). 

–  Κυτταρικό διαµέρισµα στο οποίο συναντάται το βιοµόριο (1 ή 
περισσότερα). 



Οντολογίες: Η δοµή τους 
•  Δείχνει τις σχέσεις µεταξύ 
των διαφορετικών όρων. 

•  Ένας όρος µπορεί να 
αποτελεί πιο 
εξειδικευµένη περιγραφή 
ενός άλλου όρου. 

•  Είναι κατευθυνόµενα 
ακυκλικά γραφήµατα 
(DAG). 

•  Παρόµοια µε ιεραρχίες. 

•  Η διαφορά είναι ότι ένας 
κόµβος-απόγονος µπορεί 
να έχει περισσότερους 
από έναν προγόνους. 



Gene ontology 



Οντολογίες: στατιστική ανάλυση 
•  Παράδειγµα: 

–  1 γονιδίωµα µε 10.000 γονίδια. 
–  1.000 γονίδια εµπλέκονται στον κυτταρικό κύκλο (GO_term: cell-cycle). 

(10% του γονιδιώµατος). 

–  Αν επιλέξουµε τυχαία έναν αριθµό Χ γονιδίων, θα περιµέναµε (από τύχη) 
περίπου το 10% (µε κάποιες διακυµάνσεις) να έχουν τον όρο “κυτταρικός 
κύκλος”. 

–  Η τυχαία διακύµανση εξαρτάται από τον αριθµό των γονιδίων. 

–  Έστω ότι µε τα microarrays σε ένα πείραµα βρήκαµε ότι Χ αριθµός γονιδίων 
υπερεκφράζονται. 

–  Σε αυτό τον Χ αριθµό, βρήκαµε ότι 20% των γονιδίων ανήκουν στον 
κυτταρικό κύκλο. 

–  Αυτή η απόκλιση (20% παρατηρούµενο  - 10% αναµενόµενο) είναι στα όρια 
των τυχαίων διακυµάνσεων, ή είναι στατιστικά σηµαντική? 

•  Στατιστικά σηµαντική, σηµαίνει ότι τα υπερεκφρασµένα γονίδια είναι 
εµπλουτισµένα για την κατηγορία “κυτταρικός κύκλος ”. Δηλαδή, ο κυτταρικός 
κύκλος εµπλέκεται στην διαδικασία που µελετάµε. 



Οντολογίες: 
στατιστική ανάλυση 

•  Η στατιστική ανάλυση γίνεται µε το υπεργεωµετρικό τεστ. 
•  Παίρνουµε ένα p-value. 
•  Αν p-value < 0.05, τότε είναι στατιστικά σηµαντικό. 

•  Αν στις οντολογίες µας είχαµε 100 όρους, θα επαναλαµβάναµε τα 
παραπάνω τεστς για τον κάθε όρο. 

•  Όµως, όσο περισσότερα τεστ κάνουµε για το πείραµά µας, τόσο αυξάνει ή 
πιθανότητα να βρούµε κάτι στατιστικά σηµαντικό (p-value < 0.05) καθαρά 
από λάθος. 

•  Άρα, πρέπει να λάβουµε υπόψην µας πόσα τεστ διενεργούµε και να 
διορθώσουµε τα p-values (multiple testing correction). 

–  False discovery rate (Benjamini-Hochberger) 
–  Bonferroni correction 



Βάσεις	Δεδομένων		



Ετήσιος κατάλογος ΒΔ 
•  Κάθε Ιανουάριο 

στο Nucleic Acids 
Research (Special 
database issue) 

Βάσεις	Δεδομένων	



GWAS 
Βάσεις	Δεδομένων	



GWAS 
 SNParrays – WGS - WES 

Βάσεις	Δεδομένων	

Cases vs Controls – pvalue corrected for multiple testing 

Manhattan plots 



GWAS catalogue - EMBL-EBI	and	NHGRI. 
Παχυσαρκία: SNP	rs1421085	 



Βάσεις	Δεδομένων	

GWAS catalogue 
Παχυσαρκία: SNP	rs1421085	 



dbSNP - NCBI 
Βάσεις	Δεδομένων	

•  Στην	dbSNP,	ο	χρήστης	μπορεί	να	αναζητήσει	πληροφορίες	για	SNPs,	χρησιμοποιώντας	το	reference	SNP	number,	το	
όνομα	του	γονιδίου,	γονιδιωματικές	συντεταγμένες	και	άλλα	στοιχεία.		

•  Για	ένα	συγκεκριμένο	SNP,	ο	χρήστης	μπορεί	να	δει	σε	τι	συχνότητες	εμφανίζεται	στους	διάφορους	πληθυσμούς,	σε	ποιά	
γονιδιακή	περιοχή	εντοπίζεται,	άλλα	SNPs	που	υπάρχουν	στην	εγγύς	γειτονιά,	τι	επιπτώσεις	έχει	(αν	π.χ.	εντοπίζεται	σε	
ιντρόνιο,	αν	αλλάζει	κάποιο	αμινοξύ	κ.τ.λ.),	ποιές	δημοσιευμένες	εργασίες	το	αναφέρουν,	όπως	και	εάν	έχει	κάποια	
κλινική	σημασία		

•  Σε	αυτή	την	περίπτωση,	δίνεται	ο	αντίστοιχος	σύνδεσμος	στην	βάση	δεδομένων	ClinVar	(επίσης	του	NCBI),	που	περιέχει	
κλινικά	σημαντικά	SNPs	και	τις	αντίστοιχες	πληροφορίες	τους. 











OMIM	











Μηχανική	μάθηση	–	Machine	Learning	

•  Supervised	learning	



Μηχανική	μάθηση	–	Machine	Learning	

•  Supervised	learning	



Decision	Trees	/	Random	Forests	
	

–  Πολλοί	μέτρια	εκπαιδευμένοι	
κατηγοριοποιητές	

–  Η	απόφαση	βασίζεται	στο	
σύνολο	των	επιμέρους	
αποφάσεων	



Απόδοση	

•  Confusion	matrix	
•  Accuracy = (TP + TN)/(TP + TN + FP + FN) 
•  Precision	
•  Recalll	
•  SensiNvity	
•  Specificity	
•  F1-score	



Μηχανική	μάθηση	– Feature	selecNon	
	

– Wrapper	methods	– 
δοκιμάζει	πολλά	
διαφορετικά	υποσύνολα	
και	κρατάει	αυτό	που	έχει	
την	καλύτερη	απόδοση	–	
Αργές	

–  Filter	methods	–	ελέγχουν	
με	στατιστικές	μεθόδους	
το	κάθε	ένα	
χαρακτηριστικό	ξεχωριστά	
πόση	πληροφορία	
περιέχει	-	Γρήγορες	



Αντεπικύρωση	– Cross-validaNon	



Μηχανική	μάθηση	–	Machine	Learning	



Μηχανική	μάθηση	– ROC	curve	



Μηχανική	μάθηση	–	ROC	curve	



In vitro  
διαγνωστικά τεστ  
που βασίζονται σε 
µικροσυστοιχίες 



FDA: In Vitro Diagnostic Multivariate Index 
Assays (IVDMIAs)  

•  FDA’s In Vitro Diagnostic Product Database 
•  http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfivd/index.cfm 

•  http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias 

•  Some IVDMIAs are laboratory-developed tests (LDTs). LDTs are tests that are 
developed by a single clinical laboratory for use only in that laboratory. 

•  http://www.fda.gov/MedicalDevices/DeviceRegulationandGuidance/
GuidanceDocuments/ucm079148.htm 

•  IVDMIAs raise significant issues of safety and effectiveness. These types of tests are 
developed based on observed correlations between multivariate data and clinical 
outcome, such that the clinical validity of the claims is not transparent to patients, 
laboratorians, and clinicians who order these tests. Additionally, IVDMIAs frequently 
have a high risk intended use. FDA is concerned that patients are relying upon 
IVDMIAs with high risk intended uses to make critical healthcare decisions when FDA 
has not ensured that the IVDMIA has been clinically validated and the healthcare 
practitioners are unable to clinically validate the test themselves. Therefore, there is a 
need for FDA to regulate these devices to ensure that the IVDMIA is safe and 
effective for its intended use. 



Mammaprint - Tissue of origin 
•  http://www.ivdtechnology.com/article/exploring-fda-approved-ivdmias 
•  MammaPrint. 

The first IVDMIA, the MammaPrint system, made by Agendia Inc., is a 
qualitative IVD test service performed in a single lab outside the United States 
using a 70-gene expression profile of fresh frozen breast cancer tissue samples 
to assess a breast cancer patientﾕs risk for distant metastasis. FDA approved 
MammaPrint in February 2007 under de novo classification procedures.  

•  Tissue of Origin Test 
In July 2008, the Tissue of Origin Test, made by Pathwork Diagnostics, was 
cleared. This microarray RNA profiling test is to be used on clinical, formalin-
fixed, paraffin-embedded (FFPE) biopsy tissue to aid in the classification of the 
origin of the tumor tissue. In June 2010 a second clearance introduced a 
different specimen and specimen-preparation method, and the algorithm for 
analysis of the expression data to create a diagnostics report and interpretation.  
The test uses microarray technology by Affymetrix Inc. and advanced analytics 
to measure the gene-expression patterns of challenging tumors, including 
metastatic, poorly differentiated, and undifferentiated cancer. It is intended to 
measure the degree of similarity between the RNA expression patterns in a 
patient’s tumor tissue with the RNA expression patterns in a database of fifteen 
known tumor types. 



Mammaprint 



Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως 

•  Σε κάποιες περιπτώσεις εµφάνισης/επανεµφάνισης καρκίνου 
είναι άγνωστη η πρωταρχική πηγή (ιστός), ακόµα και µετά από 
µια σειρά διαγνωστικών τεστ/βιοψία. 

•  Αυτό δεν επιτρέπει να χρησιµοποιηθεί ένα κατάλληλο 
θεραπευτικό σχήµα. 

•  Οι µικροσυστοιχίες επιτρέπουν να δηµιουργηθεί το προφίλ 
γονιδιακής έκφρασης του συγκεκριµένου καρκίνου και να 
συγκριθεί µε το προφίλ καρκίνων γνωστής προέλευσης. 



Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως 

•  Δηµιουργείται µια βάση από δεδοµένα µεταγραφωµικής 
(από άλλες βάσεις δεδοµένων και βιβλιογραφία). 

•  Τα δεδοµένα είναι από γνωστούς καρκίνους, κανονικούς 
ιστούς, και από άλλες ασθένειες. 

•  Τα δεδοµένα φιλτράρονται, κανονικοποιούνται. 
•  Στη συνέχεια γίνεται σύγκριση. 



Καρκίνοι αγνώστου προελεύσεως 
•  http://genomemedicine.com/content/3/9/63/abstract 
•  Classification of unknown primary tumors with a data-driven method based on 

a large microarray reference database 
•  Kalle A Ojala, Sami K Kilpinen and Olli P Kallioniemi 



IVDMIA - FDA 
•  http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2007/

ucm108836.htm 
•  The MammaPrint is the first cleared in vitro diagnostic multivariate index 

assay (IVDMIA) device. 

•  http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/PressAnnouncements/2008/
ucm116931.htm 

•  FDA Clears Test that Helps Identify Type of Cancer in Tumor Sample 
•  The Pathwork Tissue of Origin test compares the genetic material of a 

patient's tumor with genetic information on malignant tumor types stored in 
a database.It uses a microarray technology to analyze thousands of pieces 
of genetic material at one time. The test considers 15 common malignant 
tumor types, including bladder, breast, and colorectal tumors. 



PreoperaHve	predicHon	of	ovarian	
cancer	in	paHents	presenHng	with	

pelvic	masses	
	

The FDA has cleared three IVDMIAs that employ measurements of serum 
biomarkers for the evaluation of women presenting with a pelvic mass:  

•  MIA or Ova1®,  
•  a second-generation multivariate index assay (MIA2G, Overa) and  
•  the Risk of Ovarian Malignancy Assay (ROMA). 
	
Compared	with	measurement	of	CA-125	levels,	an	approach	used	by	many	clinicians	
to	assess	the	malignant	potenNal	of	adnexal	masses	despite	the	fact	that	the	sole	
approved	indicaNon	for	the	use	of	CA-125	is	for	the	detecNon	of	ovarian	cancer	
recurrence. 



MIA2G	Test	
The	MIA2G	mulNvariate	index	assay	
combines	the	results	of	the	biomarker	
concentraNons	from	the	Cobas	assays	for:		
•  apolipoprotein	A-1	(APO-A1),		
•  cancer	anNgen	125	(CA	125-II),	
•  human	epididymis	protein	4	(HE4),		
•  follicle-sNmulaNng	hormone	(FSH)	and		
•  transferrin	(TRF).		
	
The	MIA2G	risk	score	was	calculated	using	
OvaCalc	so�ware	version	4.0.0,	which	uses	
the	five	biomarker	values	and	a	proprietary	
algorithm	to	return	a	dimensionless	
numerical	score	from	0.0	to	10.0.	
	

A	value	<	5	is	considered	low	risk,	and	a	value	≥	5	is	considered	elevated	risk,	regardless	
of	menopausal	status.	

Gynecologic Oncology 2016 141DOI: (10.1016/j.ygyno.
2016.04.459)  

ROM:Risk	Of	Malignancy	
SI:	Symptoms	Index	



ROMA	CalculaHons	
	•  ROMA was calculated from the same Cobas 6000 biomarker values used to 

calculate the MIA2G result. The calculation used to determine ROMA values 
was found in (Moore et al., 2009). The biomarkers used to calculate ROMA 
were the same CA 125 and HE4 values used in the MIA2G algorithm. 





•  The	aim	of	the	present	study	was	to	invesNgate	the	ability	of	breath	analysis	to	
disNnguish	lung	cancer	(LC)	paNents	from	paNents	with	other	respiratory	diseases	
and	healthy	people.		

•  The	populaNon	sample	consisted	of	51	paNents	with	confirmed	LC,	38	paNents	with	
pathological	computed	tomography	(CT)	findings	not	diagnosed	with	LC,	and	53	
healthy	controls.		

•  The	concentraNons	of	19	volaNle	organic	compounds	(VOCs)	were	quanNfied	in	the	
exhaled	breath	of	study	parNcipants	by	solid	phase	microextracNon	(SPME)	of	the	
VOCs	and	subsequent	gas	chromatography-mass	spectrometry	(GC-MS)	analysis.		

•  Kruskal–Wallis	and	Mann–Whitney	tests	were	used	to	idenNfy	significant	differences	
between	subgroups.		

•  Machine	learning	methods	were	used	to	determine	the	discriminant	power	of	the	
method.	Several	compounds	were	found	to	differ	significantly	between	LC	paNents	
and	healthy	controls.	Strong	associaNons	were	idenNfied	for	2-propanol,	1-propanol,	
toluene,	ethylbenzene,	and	styrene	(p-values	<	0.001–0.006)	

•  	The	random	forest	machine	learning	algorithm	achieved	a	correct	classificaNon	of	
paNents	of	88.5%	(area	under	the	curve—AUC	0.94).		

•  However,	none	of	the	methods	used	achieved	adequate	discriminaNon	between	LC	
paNents	and	paNents	with	abnormal	computed	tomography	(CT)	findings.		


