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Pre moš ći va nje ja za iz me đu teh no lo gi je mik ro pos tro ja i ru tin ske kli nič ke di jag nos ti ke: pris tup 

sma nje nju di men zio nal nos ti pro fi  la gen ske ek spre si je zas no van na slu čaj nim šu ma ma

Brid gi ng the gap be tween mic roar ray tec hno lo gy and rou ti ne cli ni cal diag nos ti cs:

a Ran dom Fo re st ap proa ch to the ge ne expres sion pro fi  le di men sio na li ty re duc tion

Želj ko De be ljak
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Sa že tak

Uvod: Ana li za gen ske ek spre si je zas no va na na mik ro pos tro ji ma je ti je kom 
pro tek log de set lje ća pre poz na ta kao ko ris tan alat od stra ne znan stve ne za-
jed ni ce, ali ni je uš la u ru tin sku di jag nos tič ku prim je nu. Ka ko je sku pa i pod-
lož na zna čaj nim ek spe ri men tal nim va ri ja ci ja ma, na tre nut nom teh no loš kom 
stup nju raz vo ja ta teh no lo gi ja ni je prik lad na za ru tin ske kli nič ko-di jag nos tič-
ke prim je ne. U svr hu pre moš ći va nja ja za iz me đu mo guć nos ti na ve de ne teh-
no lo gi je i pot re ba kli nič ke di jag nos ti ke raz vi je ni su raz li či ti ra ču nal ni ala ti za 
sma nje nje di men zio nal nos ti. Nji ho va os nov na svr ha je oda bir ma log sku pa 
kan di da ta za biomar ke re iz og rom nog sku pa sad r ža nog u pro fi  li ma gen ske 
ek spre si je prik lad nog za ru tin sko pos tav lja nje di jag no ze.

Cilj: Slu čaj na šu ma (en gl. Ran dom Fo re st, RF) se na met nu la kao pouz dan 
pret ka za telj. Ipak, nje ne su mo guć nos ti u oda bi ru re le van tnih ge na pri vuk le 
ma nje paž nje. Cilj ove stu di je je eva lua ci ja prik lad nos ti na RF-u zas no va no ga 
oda bi ra bio mar ke ra iz sku po va gen skih pro fi  la. Tri tak va sku pa, preu ze ta iz 
li te ra tu re, pri kup lje na ti je kom ma njih kli nič kih po ku sa izab ra na su u na ve de-
nu svr hu.

Re zul ta ti: Do bi ve ni re zul ta ti uka zu ju da RF mo že la ko iden ti fi  ci ra ti dob re uni-
va ri jat ne kla si fi  ka to re, tj. po je di nač ne bio mar ke re ka da je slo že no st sku pa ma-
la. Za neš to slo že ni je prob le me pouz da ni dvo di men zio nal ni kla si fi  ka tor mo že 
se ta ko đer pro na ći. Ipak, ako je od nos iz me đu di jag no ze/prognoze i pro fi  la 
gen ske ek spre si je vr lo slo žen ili ako je skup pre ma len, na RF-u zas no va no sma-
nje nje di men zio nal nos ti ne omo gu ća va oda bir pouz da nog sku pa kan di da ta 
za bio mar ke re.

Zak ljuč ci: Unu tar og ra ni če nja za da nih slo že noš ću sku pa RF pred stav lja prik la-
dan alat za iz bor kan di da ta za bio mar ke re.

Ključne riječi: gen ska ek spre si ja; mik ro pos troj; pro bi ra nje bio mar ke ra; slu-
čaj ne šu me; iz bor svoj sta va

Abstract

In tro duc tion: Al thou gh re cog ni zed as a va luab le tool by scien ti fi c com mu-
ni ty, mic roar ray ba sed ge ne expres sion pro fi  li ng has not ac ces sed rou ti ne 
diag nos tic ap pli ca tion du ri ng the la st de ca de. Sin ce this ap proa ch is expen-
si ve and pro ne to sub stan tial expe ri men tal va ria tion, it is not sui ted for rou ti-
ne cli ni cal diag nos tic pur po ses at the cur re nt sta te of tec hno lo gy. In or der to 
brid ge that gap, diff  e re nt com pu ta tio nal di men sio na li ty re duc tion too ls ha ve 
been de ve lo ped. The prin cip le of their ap pli ca tion is se lec tion of a li mi ted set 
of bio mar ker can di da tes from hu ge ge ne expres sion pro fi  les ap prop ria te for 
rou ti ne diag nos tic as ses sme nt.

Aim: Ran dom fo re st (RF) has been es tab lis hed as a re liab le pre dic tor. Howe-
ver, its re le va nt ge ne se lec tion ca pa bi li ties gai ned le ss at ten tion. The aim of 
this stu dy was to eva lua te sui ta bi li ty of RF for bio mar ker se lec tion from ge ne 
expres sion pro fi  le da ta se ts. Three da ta se ts ta ken from li te ra tu re, ob tai ned du-
ri ng sma ll-sca le cli ni cal expe ri men ts, we re cho sen for that pur po se.

Re sul ts: The re sul ts ob tai ned show that RF cou ld ea si ly iden ti fy good uni-
va ria te clas si fi e rs, i.e. sin gle bio mar ke rs when the prob lem at ha nd is of low 
com plexi ty. For mo re com plex prob lem a re liab le two-di men sio nal clas si fi er 
can di da te cou ld be al so fou nd by this ap proa ch. Howe ver, when the re la tion-
ship be tween diag no sis/prognosis and ge ne expres sion pro fi  li ng re sul ts are 
hig hly com plex or the da ta set is too sma ll, RF-ba sed di men sio na li ty re duc-
tion fai ls to se le ct a re liab le set of bio mar ker can di da tes.

Con clu sio ns: Wit hin da ta set com plexi ty li mi ta tio ns, RF rep re sen ts an appro-
priate tool for bio mar ker can di da te se lec tion.

Keywords: ge ne expres sion; mic roar ray; bio mar ker scree ni ng; ran dom fo res-
ts; fea tu re se lec tion.

Pris tig lo: 24. sr pnja 2006. Re cei ved: Ju ly 24, 2006
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Uvod
Tre nut ni sta tus teh no lo gi je mik ro pos tro ja či ni mo gu ćom 
us po red nu ek spre sij sku ana li zu de se ta ka ti su ća ljud skih 
ge na s jed nog mik ro pos tro ja (1). Una toč to me, u od no su 
na ru tin ske la bo ra to rij ske di jag nos tič ke teh ni ke ko je mo-
gu proiz ves ti toč ne i kli nič ki vri jed ne re zul ta te za ne ko li ko 
mi nu ta ili sa ti uz nis ku ci je nu, ova teh no lo gi ja pred stav lja 
vr lo skup, spor i neu čin ko vit di jag nos tič ki alat. Za pouz da-
nu di jag nos tič ku prim je nu, osim mik ro pos tro ja, rea gen sa i 
či ta ča mik ro pos tro ja ona zah ti je va so fi s ti ci ra nu ra ču nal nu 
pod r šku i mje re nje naj ma nje u trip li ka tu. Ova svoj stva či ne 
teh no lo gi ju nep rik lad nom za ru tin ski di jag nos tič ki rad.
Ipak se di jag nos tič ka prim je na teh no lo gi je mik ro pos tro-
ja na mi je nje ne ana li zi gen ske ek spre si je mo že ba rem raz-
mot ri ti. Ko ris nik mo že pri mi je ni ti ana li zu gen ske ek spre si-
je u svr hu di fe ren ci ja ci je dva ju us ko po ve za nih kli nič kih 
sta nja, od nos no u svr hu pos tav lja nja di jag no ze u iz nim no 
slo že nim slu ča je vi ma. Osim to ga, skup gen skih pro fi  la pri-
kup ljen ti je kom kli nič kog po ku sa ko ji je zas no van na kon-
trol noj i tes tnoj sku pi ni su dio ni ka mo že se pri mi je ni ti za 
iz bor gen skih pod sku po va re le van tnih za iden ti fi  ka ci ju 
i/ili di fe ren ci ja ci ju ana li zi ra no ga kli nič kog sta nja. Kvan ti-
ta tiv na ana li za RNA ili pro tein skih pro du ka ta ovih ge na u 
tje les nim te ku ći na ma ili tki vi ma je znat no jed nos tav ni ja, 
jef ti ni ja, br ža i pouz da ni ja al ter na ti va u od no su na mik ro-
pos tro je. Iz bor re le van tnih ge na i eva lua ci ja kli nič ke ko ris-
nos ti od re đi va nja od go va ra ju ćih RNA i pro tein skih pro du-
ka ta pred stav lja ok vir za prim je nu mik ro pos tro ja u svr hu 
pro bi ra nja no vih bio mar ke ra.
Re zul ta ti ana li ze gen ske ek spre si je prikup lje ni ti je kom 
dob ro or ga ni zi ra nih kli nič kih po ku sa pred stav lja ju bo gat 
iz vor po da ta ka o is pi ti va nom kli nič kom sta nju. U stva ri, 
mat ri ce po da ta ka pri kup lje ne ti je kom tak vih po ku sa su 
pre bo ga te in for ma ci jom. One sad r že sto ti ne ti su ća broj-
ča nih po da ta ka ko ji ih či ne pres lo že ni ma za jed nos tav nu 
vi zual nu prov je ru i ana li zu. Uz tak ve pos tav ke iz bor ne ko-
li ci ne re le van tnih ge na iz sku pa od vi še de se ta ka ti su ća 
ge na pred stav lja iza zo van za da tak za sma nje nje di men-
zio nal nos ti. Sto ga je pot reb na ra ču nal na pod r ška.
Raču nal ne pro ved be me to da stroj no ga i sta tis tič kog uče-
nja poz na te pod na zi vom fi l tri mo gu se pri mi je ni ti u na-
ve de ne svr he. U slu ča ju mo no gen skih sta nja/bolesti kon-
ven cio nal ni sta tis tič ki ala ti po put ANO VA-e, t-tes ta i nji ho-
vih ne pa ra me tar skih pan da na mo gu se pri mi je ni ti sa ili 
bez mo di fi  ka ci ja (1,2). Ti se ala ti mo gu pouz da no pri mi je-
ni ti čak i u slu ča je vi ma ko je ka rak te ri zi ra ne za vis na prom-
je na ne ko li ci ne ge na. Ipak, u ve ći ni si tua ci ja ana li zi ra na 
kli nič ka sta nja su pos lje di ca vi so ko me đu za vis nih, mul ti-
gen skih prom je na. U tak vim uv je ti ma mul ti va ri jat ne ra ču-
nal ne i sta tis tič ke me to de pred stav lja ju prik la dan alat za 
iz bor re le vat nih ge na ili pos tav lja nje di jag no ze (3). Po ne-
kad slo že no st me đuo vis nos ti od re đe no ga kli nič kog sta-
nja i od go va ra ju ćih pro fi  la gen ske ek spre si je one mo gu ća-
va sma nje nje nje ne di men zio nal nos ti (4). U ne kim slu ča je-

In tro duc tion
Cur re nt sta te of mic roar ray tec hno lo gy ma kes pa ral lel 
expres sion ana lysis of te ns of thou san ds hu man ge nes 
pos sib le on a sin gle sli de (1). Howe ver, in com pa ri son to 
rou ti ne la bo ra to ry diag nos tic pro ce du res whi ch cou ld 
pro du ce ac cu ra te and va luab le diag nos tic re sul ts in a 
mat ter of mi nu tes or hou rs at low co st, it rep re sen ts qui-
te an expen si ve, slow and ineffi    cie nt diag nos tic tool. For 
re liab le diag nos tic ap pli ca tion, be si des sli des, rea gen ts 
and mic roar ray rea der, it requi res sop his ti ca ted com pu ta-
tio nal as sis tan ce and at lea st three rep li ca tes of a sin gle 
expe ri me nt. The se pro per ties ma ke the tec hno lo gy un sui-
tab le for rou ti ne diag nos tic wo rk.
Ne ver the le ss, diag nos tic ap pli ca tion of ge ne expres sion 
mic roar ray tec hno lo gy cou ld be con si de red. One can 
use ge ne expres sion ana lysis for diff  e ren tia tion be tween 
clo se ly re la ted cli ni cal sta tes, i.e. as a tool for es tab lis-
hme nt of diag no sis in so me extre me ly com plex ca ses. 
In ad di tion, a ge ne expres sion da ta set ob tai ned du ri ng 
a cli ni cal expe ri me nt ba sed on a con trol and te st group 
of par ti ci pan ts can be ap plied for se lec tion of a sub set 
of ge nes re le va nt for iden ti fi  ca tion and/or diff  e ren tia tion 
of exa mi ned cli ni cal con di tio ns. Quan ti ta ti ve ana lysis of 
RNA or pro tein pro duc ts of the se ge nes in bo dy fl ui ds or 
tis sues is a mu ch easier, chea per, fas ter and mo re re liab le 
al ter na ti ve to ge ne expres sion pro fi  li ng. Se lec tion of re le-
va nt ge nes and eva lua tion of cli ni cal use ful ne ss of the de-
ter mi na tion of cor res pon di ng RNA and pro tein pro duc ts 
pro vi de the fra mewo rk for ap pli ca tion of ge ne expres sion 
pro fi  li ng for new bio mar ker scree ni ng pur po ses.
Ge ne expres sion re sul ts ob tai ned du ri ng we ll-de sig ned 
cli ni cal expe ri men ts rep re se nt a ri ch sour ce of da ta re la-
ted to exa mi ned cli ni cal con di tion. In fa ct, da ta mat ri ces 
ob tai ned in su ch expe ri men ts are too ri ch wi th in for ma-
tion. They con tain hun dre ds of thou san ds of nu me ri cal 
re sul ts that ma ke them too com plex for sim ple vi sual 
in spec tion and ana lysis. In su ch set tin gs, the se lec tion of 
a few re le va nt ge nes from a set of te ns of thou san ds of 
ge nes rep re sen ts chal len gi ng di men sio na li ty re duc tion 
ta sk. The re fo re, com pu ta tio nal sup po rt is nee ded.
Com pu ta tio nal im ple men ta tio ns of mac hi ne and sta tis-
ti cal lear ni ng met ho ds cal led fi l te rs cou ld be used for 
su ch tas ks. In ca se of mo no ge ne tic con di tio ns/diseases, 
con ven tio nal sta tis ti cal too ls li ke ANOVA, t-te st and their 
non pa ra met ric coun ter par ts wi th or wit hout mo di fi  ca tio-
ns cou ld be ap plied (1, 2). Even in ca ses cha rac te ri zed by 
in de pen de nt chan ge in a few ge nes, the se too ls can be 
re liab ly used. Howe ver, in mo st in stan ces ana lyzed cli ni-
cal con di tio ns are con sequen ces of hig hly in ter de pen de-
nt mul ti ge ne tic chan ges. In su ch in stan ces mul ti va ria te 
com pu ta tio nal and/or sta tis ti cal met ho ds rep re se nt the 
on ly ap prop ria te tool for se lec tion of re le va nt ge nes or 
diag nos tic as ses sme nt (3). So me ti mes the com plexi ty 
of re la tion ship be tween a cer tain cli ni cal con di tion and 
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vi ma čak ni ti us pos tav lja nje pouz da no ga kvan ti ta tiv nog, 
pre dik tiv nog mo de la zas no va no ga na cje lo kup nim pro fi -
li ma gen ske ek spre si je ni je mo gu će. To je oso bi to slu čaj 
u si tua ci ji ka da se re zul ta ti mje re nja gen ske ek spre si je na 
mik ro pos tro ju ko ris te u svr hu prog no ze (5) ili u slu ča je vi-
ma ka da je ana li zi ra ni skup su dio ni ka pre ma len i he te ro-
gen. Ipak, u mno gim si tua ci ja ma mul ti va ri jat ni fi l tri mo gu 
odab ra ti skup ge na ko ji pred stav lja ju dob re kan di da te za 
bio mar ke re za od re đe na kli nič ka sta nja.
Na ža lo st, broj mul ti va ri jat nih fi l tra ni je baš ve lik. Osim na 
uza jam noj in for ma ci ji zas no va nih pris tu pa (6,7,8), od re đe-
ni ala ti za sta tis tič ko i stroj no uče nje/predviđanje mo gu 
se is ko ris ti ti za mul ti va ri jat ni oda bir re le van tnih ge na, tj. 
za sma nje nje di men zio nal nos ti. Ra ču nal ni hib ri di ko ji uk-
lju ču ju ar ti fi  ci jel ne ge ne tič ke al go rit me i ne ke ala te za 
uče nje po put stro je va pot por nih vek to ra (en gl. sup po rt 
vec tor mac hi nes) pred stav lja ju naj češ će ko riš tene ala te za 
mul ti va ri jat ni oda bir svoj sta va i pos tav lja nje di jag no ze (9).
Brei man je re la tiv no ne dav no raz vio je dan dru gi mul ti va-
ri jat ni fi l tar/prediktivni alat, poz nat pod na zi vom slu čaj na 
šu ma (10,11,12). Ta je me to da uko ri je nje na u sta ri joj me to-
di poz natoj pod na zi vom stab la kla si fi  ka ci je i reg re si je (en-
gl. Clas si fi  ca tion And Reg res sion Tre ss, CART) (13). U od no su 
na CART, RF uvo di ran do mi za ci ju (14). Uzor ci i ge ni se ran-
do mi zi ra nim pos tup kom di je le vr lo mno go pu ta. Pri li kom 
sva ke pod je le sku pa ob je ka ta na pod skup za uče nje i pod-
skup za prov je ru zna nja raz vi ja se po je di nač no stab lo od-
lu ke iz slu čaj no izab ra nog pod sku pa ge na ko je pred stav-
lja naj prik lad ni je rje še nje u pog le du toč nos ti pred vi đa nja 
kli nič kog sta nja. Kva li te ta sva ke po je di ne toč ke gra na nja 
(ge na) se ana li zi ra re ran do mi za ci jom, a do bi ve ni re zul ta-
ti u ob li ku Gi ni je ve mje re ko ris te se za ran gi ra nje ge na 
(10,11). Osim to ga, an sam bl sas tav ljen od po je di nač nih 
sta ba la od lu ke mo že se ko ris ti ti za pos tav lja nje di jag no-
ze zas no va ne na cje lo kup nom pro fi  lu gen ske ek spre si je. 
De ta ljan opis RF me to do lo gi je mo že se na ći u na ve de nim 
pub li ka ci ja ma.
Dok je pre dik tiv na kva li te ta RF-a op sež no eva lui ra na te je 
prik lad no st na ve de ne me to de za pre dik tiv ne svr he doka-
za na (10,11,12), pr va prim je na RF-a u svr hu ran gi ra nja ge-
na tek je ne dav no ob jav lje na (15). Iz to ga se mo že zak lju či-
ti da prim je na RF-a u svr hu oda bi ra kan di da ta za bio mar-
ke re još uvi jek ni je pod rob no is pi ta na. Cilj ove stu di je je 
eva lua ci ja prik lad no sti RF za iz bor bio mar ke ra na os no vi 
sku po va pro fi  la gen ske ek spre si je.

Ma te ri ja li i me to de
Tri dob ro opi sa na sku pa pro fi  la gen ske ek spre si je preu ze-
ta iz li te ra tu re izab ra ni su za ana li zu oda bi ra re le van tnih 
ge na zas no va nog na RF. Poi me nič no, sku po vi “A ML/ALL”, 
“Me du lob las to m” i “Kar ci nom ko lo na” su izab ra ni na po-
čet ku ove stu di je. Ti su se sku po vi uv ri je ži li kao tes tni sku-
po vi za pre dik tiv ne ala te, kao i tes tni sku po vi za oda bir 
re le van tnih ge na (5,16,17 i u njima ci ti ra ne pub li ka ci je). Svi 

cor res pon di ng ge ne expres sio ns di sab les di men sio na li ty 
re duc tion (4). In so me cases even the es tab lis hme nt of a 
re liab le quan ti ta ti ve, pre dic ti ve mo del ba sed on acom ple-
te set of ge ne expres sio ns is im pos sib le. This is es pe cial ly 
the ca se when mic roar ray re sul ts are used for prog nos tic 
pur po ses (5) or in ca ses when ana lyzed da ta set of par ti ci-
pan ts is sma ll and he te ro ge neous. Howe ver, ap pli ca tion 
of mul ti va ria te fi l te rs cou ld in ma ny in stan ces pro du ce a 
set of ge nes that rep re se nt good can di da te bio mar ke rs of 
a cer tain cli ni cal con di tion.
Un for tu na te ly, the num ber of mul ti va ria te fi l te rs is not 
ve ry lar ge. Be si des mu tual in for ma tion ba sed ap proac hes 
(6,7,8), cer tain sta tis ti cal and mac hi ne lear ni ng/prediction 
too ls cou ld be used for mul ti va ria te se lec tion of re le va nt 
ge nes, i.e. di men sio na li ty re duc tion. Com pu ta tio nal hybri-
ds that in cor po ra te ar ti fi  cial ge ne tic al go rit hms and so me 
lear ni ng too ls, li ke sup po rt vec tor mac hi nes, rep re se nt 
the mo st frequen tly used mul ti va ria te fea tu re se lec tion 
and diag nos tic as ses sme nt tool (9).
Anot her mul ti va ria te fi l ter/prediction tool known as ran-
dom fo res ts has been re la ti ve ly re cen tly in tro du ced by 
Brei man (10,11,12). This met hod is roo ted in an ol der met-
hod known as clas si fi  ca tion and reg res sion trees (CART) 
(13). In com pa ri son to CART, RF in tro du ces ran do mi za tion 
(14). Sam ples and ge nes are ran dom ly par ti tio ned ma ny 
ti mes. On ea ch par ti tion of a set of ob jec ts in to a lear ni-
ng and te st set, a sin gle de ci sion tree is grown ba sed on 
a ran dom ly se lec ted sub set of ge nes that rep re sen ts the 
mo st sui tab le so lu tion in ter ms of pre dic ti ve ac cu ra cy for a 
cli ni cal con di tion. Qua li ty of ea ch bran chi ng poi nt (ge ne) of 
a tree is ana lyzed by re ran do mi za tion and ob tai ned re sul ts 
in ter ms of Gi ni s’ mea su re are used for ge ne ran ki ng (10,11). 
Besi des, an en sem ble com po sed of all de ci sion trees cou ld 
be used for diag nos tic as ses sme nt ba sed on com ple te ge-
ne expres sion pro fi  les. De tai led des crip tion of RF met ho do-
lo gy cou ld be fou nd in the li st of pub li ca tio ns.
Whi le pre dic ti ve qua li ty of RF has been exten si ve ly va li-
da ted and RF sui ta bi li ty for pre dic ti ve pur po ses has been 
pro ven (10,11,12), the fi r st ap pli ca tion of this met hod in ge-
ne ran ki ng has been on ly re cen tly pub lis hed (15). The re-
fo re bio mar ker can di da te se lec tion ba sed on ap pli ca tion 
of RF has not been tho roug hly ana lyzed. The aim of this 
stu dy was to eva lua te sui ta bi li ty of RF for bio mar ker se lec-
tion from ge ne expres sion pro fi  le da ta se ts.

Ma te ria ls and met ho ds
Three we ll-des cri bed ge ne expres sion pro fi  le da ta se ts ta-
ken from li te ra tu re we re cho sen for ana lysis of RF-ba sed 
re le va nt ge ne se lec tion. Na me ly, AML/ALL, me dul lob las-
to ma and co lon can cer da ta se ts we re ini tial ly se lec ted. 
The se da ta se ts ha ve been es tab lis hed as ben chmar ks for 
pre dic tion too ls as we ll as ben chmar ks for re le va nt ge ne 
se lec tion (5,16,17 and pub li ca tio ns ci ted the rein). All da ta-
se ts we re col lec ted du ri ng the cli ni cal expe ri men ts that 
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su sku po vi pri kup lje ni ti je kom kli nič kih po ku sa ko ji su uk-
lju či va li dvi je sku pi ne su dio ni ka s dva, u od re đe nom smis-
lu sup rot na kli nič ka sta nja. U da nim okol nos ti ma pos tav-
lja nje di jag no ze/prognoze pred stav lja dvok las ni pre dik-
tiv ni prob lem za sva ki od izab ra nih sku po va.
Skup “AML/ALL” je sas tav ljen od 72 pro fi  la gen ske ek spre-
si je ko ji sad r že 7129 gen skih ek spre si ja bo les ni ka ko ji su 
bo lo va li od akut ne mi je loič ne (25 uzo ra ka) ili akut ne lim fa-
tič ne leu ke mi je (47 uzo ra ka) i taj skup pred stav lja prob lem 
kla si fi  ka ci je kli nič kog sta nja. Skup je izab ran jer su mo le-
ku lar na os no va raz vo ja bo les ti i ru tin ska di jag nos tič ka di-
fe ren ci ja ci ja iz me đu odab ra nih bo les ti poz na ti vr lo de talj-
no (18). Tak vo zna nje omo gu ća va eva lua ci ju pos tup ka za 
oda bir re le van tnih ge na. Preos ta la dva sku pa su izab ra ni 
jer pred stav lja ju raz li či te ti po ve di jag nos tič kih prob le ma 
i raz li či te stup nje ve pre dik tiv ne slo že nos ti. Skup “Kar ci-
nom ko lo na” se sas to ji od 62 pro fi  la gen ske ek spre si je ko ji 
sad r že 2000 gen skih ek spre si ja po bo les ni ku. Su dio ni ci su 
ili bo les ni ci ko ji bolu ju od kar ci no ma ko lo na (22 uzor ka) 
ili zdra vi po je din ci (40 uzo ra ka). Skup “Me du lob las to m” 
pred stav lja naj slo že ni ji slu čaj u ko jem se tra ži prog no za 
bo les ti. Taj je skup sas tav ljen od 60 uzo ra ka uze tih od bo-
les ni ka ko ji bo lu ju od me du lob las to ma i či je se pre živ lja-
va nje pra ti kroz od re đe ni pe riod. Skup sad r ži 7129 gen-
skih ek spre si ja po uzor ku. Za pod ro ban opis odab ra nih 
sku po va pog le da ti čla nak ko ji su pub li ci ra li Muk her jee i 
su rad ni ci te pub li ka ci je ci ti ra ne u tom član ku (5).
Kroz ci je li od lo mak na vo di se i slo že no st uz os ta la svoj stva 
sku po va, ia ko je pred met član ka sma nje nje di men zio nal-
nos ti, a ne pred vi đa nje. Tre ba nag la si ti da ako se is pra van 
pre dik tiv ni mo del zas no van na cje lo kup nom pro fi  lu gen-
skih ek spre si ja ne mo že pro na ći, ta da sma nje nje di men-
zio nal nos ti ne ma smis la. S dru ge stra ne, u od re đe nim si-
tua ci ja ma ka da se ra zum no sma nje nje di men zio nal nos ti 
ne mo že pos ti ći is prav ni pre dik tiv ni mo de li zas no va ni na 
cje lo kup nom pro fi  lu gen skih ek spre si ja mo gu bi ti ko ris ni. 
Iz tih su raz lo ga svoj stva ve za na uz ge ne ra li za ci ju/predvi-
đanje na ve de na u pret hod nom tek stu.
U ovoj je stu di ji pri mi je nje na pro ved ba RF u sta tis tič kom 
je zi ku R 2.2.0. (11,19). Osim bro ja sta ba la ko ji je pos tav ljen 
na vri jed no st 30 000, sve os ta le, od ko ris ni ka pri la god lji ve 
va ri jab le su pos tav lje ne na nji ho ve pre de fi  ni ra ne vri jed-
nos ti ti je kom ci je le stu di je. Po ve ća ni broj sta ba la omo gu-
ća va bo lje ran gi ra nje gen skih ek spre si ja bez ug ro ža va nja 
ge ne ra li za cij skih svoj sta va (10). Svi su pro ra ču ni pro ve-
de ni na osob nom ra ču na lu s ope ra tiv nim sus ta vom Win-
dows™. Di jag ram to ka prikazan na slici 1 daje sli jed pos tu-
pa ka od ele men tar nog zna če nja za ovu stu di ju:
Na kra ju ovog od lom ka pot reb no je raz jas ni ti ne ke ter mi-
no loš ke raz li ke. Kroz ci je li tek st ko ji sli je di iz ra zi “toč nos t” 
i “di jag nos tič ka učin ko vi tos t” se ko ris te kao si no ni mi. Pr-
vi iz raz ko ris ti ra ču nal na, a dru gi bio me di cin ska za jed ni ca 
za is tu ve li či nu. U slu ča je vi ma ka da se ko ris ti iz raz “pre dik-
tiv na toč nos t” on oz na ča va toč no st iz ra ču na tu na od vo je-

in vol ved two grou ps of par ti ci pan ts cha rac te ri zed by, in 
a cer tain sen se, op po si te cli ni cal con di tio ns. Un der gi ven 
cir cum stan ces diag nos tic/prognostic as ses sme nt rep re-
sen ts two-cla ss pre dic tion prob lem for all da ta se ts.
AML/ALL da ta set was com po sed of 72 ge ne expres sion 
pro fi  les con sis ti ng of 7,129 ge ne expres sio ns of pa tien-
ts suff  e ri ng from acu te mye loid (25 sam ples) or acu te 
lympha tic leu ke mia (47 sam ples) and it rep re sen ted a 
prob lem of cli ni cal con di tion clas si fi  ca tion. This set was 
cho sen sin ce the mo le cu lar ba sis of di sea se de ve lop me nt 
and rou ti ne diag nos tic diff  e ren tia tion between se lec ted 
di sea ses ha ve been cap tu red in great de tail (18). Su ch 
knowled ge enab les eva lua tion of re le va nt ge ne se lec tion 
pro ce du re. The ot her two da ta se ts we re se lec ted sin ce 
they rep re se nt diff  e re nt types of diag nos tic prob le ms 
and diff  e re nt le ve ls of pre dic tion com plexi ty. Co lon can-
cer da ta set con sis ted of 62 ge ne expres sion pro fi  les that 
con tai ned 2,000 ge ne expres sio ns per par ti ci pa nt. Par ti ci-
pan ts we re eit her co lon can cer pa tien ts (22 sam ples) or 
ap pa ren tly heal thy sub jec ts (40 sam ples). Me dul lob las to-
ma da ta set rep re sen ted the mo st com plex ca se whe re 
di sea se prog no sis was soug ht. This set was com po sed 
of 60 sam ples ta ken from pa tien ts suff  e ri ng from me dul-
lob las to ma who se sur vi val was moni to red for a cer tain 
pe riod of ti me. 39 pa tien ts sur vi ved, whi le 21 pa tien ts 
died du ri ng the mo ni to ri ng. The da ta set con tai ned 7,129 
ge ne expres sio ns per sam ple. For de tai led des crip tion of 
se lec ted da ta se ts, see a pa per pub lis hed by Muk her jee et 
al. and pub li ca tio ns ci ted the rein (5).
Throug hout this sec tion, pre dic tion com plexi ty is sta ted 
alo ng wi th ot her da ta set pro per ties, al thou gh di men sio-
na li ty re duc tion rat her than pre dic tion rep re sen ts the 
sub je ct of the ar tic le. It shou ld be sta ted that if a va lid pre-
dic ti ve mo del ba sed on a com ple te ge ne expres sion pro fi -
le cou ld not be es tab lis hed, di men sio na li ty re duc tion ba sed 
on an in va lid mo del wou ld not ma ke mu ch sen se. On the ot-
her ha nd, in cer tain ca ses when rea so nab le di men sio na li ty 
re duc tion cou ld not be ma de, va lid pre dic ti ve mo de ls ba sed 
on a com ple te ge ne expres sion pro fi  le are sti ll use ful. For 
the se rea so ns da ta set pro per ties re la ted to ge ne ra li za tion/
prediction are al so in clu ded in the text. R 2.2.0. sta tis ti cal lan-
gua ge (19) im ple men ta tion of RF was used in this stu dy (11). 
Be si des the num ber of trees whi ch was set to
30 000, all ot her use r-de fi  ned va riab les we re set to their 
de fau lt va lues throug hout the stu dy. In crea sed num ber 
of trees enab led bet ter ge ne expres sion ran ki ng wit hout 
com pro mi si ng ge ne ra li za tion pro per ties (10). All cal cu la-
tio ns we re exe cu ted on a Win dows™ dri ven per so nal com-
pu ter. Flowcha rt in Figure 1 pro vi des a sequen ce of ste ps 
es sen tial for this stu dy:
At the end of this sec tion so me ter mi no lo gy dis cre pan-
cies shou ld be clea red out. Throug hout the text he rei-
naf ter the ter ms “ac cu ra cy” and “diag nos tic effi    ca cy” are 
used in ter chan geab ly. The fi r st te rm is used by com pu ta-
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nom, tj. ne za vis nom sku pu. Pre dik tiv na toč no st je sto ga 
pa ra me tar va li da ci je ma te ma tič kog mo de la ko ji opi su-
je kva li te tu pred vi đa nja um jes to kva li te te opi sa ko ja se 
kvan ti fi  ci ra toč noš ću iz ra ču na tom na is tom onom sku pu 
na ko jem je pro ve de no uče nje.

Re zul ta ti
RF-a na li za izab ra nih sku po va pro fi  la gen ske ek spre si je je 
pro ve de na pre ma opi sa nim ek spe ri men tal nim pos tav ka-
ma. 30 naj vi še ran gi ra nih ge na do bi ve nih za skup AML/
ALL na ve de no je u Tab li ci 1.
Na sup rot ge ne tič kim al go rit mi ma ili ne kim fi l tri ma zas-
no va nim na uza jam noj in for ma ci ji ko ji da ju pod sku po ve 
re le van tnih ge na s og ra ni če nim bro jem čla no va, gen ski 

tio nal com mu ni ty whi le bio me di cal com mu ni ty uses the 
se co nd te rm for the sa me qua li ty. In ca ses when the te rm 
“pre dic ti ve ac cu ra cy” is used, se pa ra te, i.e. in de pen de nt 
te st set ac cu ra cy is cal cu la ted. Pre dic ti ve ac cu ra cy is the-
re fo re a mat he ma ti cal mo del va li da tion pa ra me ter that 
des cri bes pre dic ti ve qua li ty in stead of des crip ti ve qua li ty 
that is quan ti fi ed by ac cu ra cy ob tai ned on the sa me set 
whi ch was used for lear ni ng.

Re sul ts
RF ana lysis of cho sen ge ne expres sion pro fi  le da ta se ts 
was con duc ted ac cor di ng to des cri bed expe ri men tal set-
tin gs. 30 hig he st-ran ki ng ge nes ob tai ned for AML/ALL 
da ta set are lis ted in Tab le 1.

SLI KA 1. Or ga ni za ci ja stu di je

DOWNLOAD THE DATASET

SELECTION OF THE
COMPUTING ENVIRONMENT 
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FIGURE 1. Stu dy or ga ni za tion
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TAB LI CA 1. 30 naj vi še ran gi ra nih ge na do bi ve nih prim je nom RF 
na skup “A ML/ALL”.

TABLE 1. 30 hig he st-ran ki ng ge nes ob tai ned by ap pli ca tion of 
RF on AML/ALL da ta set.

Ge ne Ge ne pro du ct fun ction (20)

CD33 Mye loid ce ll li ne spe ci fi c an ti gen

Mic ro so mal glu tat hio ne S-tran sfe ra se Leu kot rie ne C4 synthe sis; cha rac te ris tic of po lymor fo nuc lear cel ls

Zyxin Ce ll ad he sion me dia tor

Cysta tin C In hi bi tor of cystein pro tea ses

Tran scrip tion fac tor 3 Pro tein synthe sis

Amyloid be ta pre cur so r-li ke pro tein 2 Pro mo tes tran scrip tio nal ac ti va tion; ma kes amyloid plaques

Cyclin D3 Ce ll cycle con trol

Cysta tin A In hi bi tor of cystein pro tea ses

D com po ne nt of com ple me nt Com po ne nt of al ter na ti ve com ple me nt pat hway

Ter mi nal tran sfe ra se (TdT) DNA po lyme ra se; ear ly lympho cyte mar ker

No n-e rythro cytic spec trin Cytos ke le tal pro tein

CD63 Ce ll ad he sion me dia tor

Pro per din P com ple me nt fac tor Com po ne nt of al ter na ti ve com ple me nt pat hway

Pro tea so me io ta chain Pro tein deg ra da tion

Rho G Ras ho mo log ge ne fa mi ly

Azu ro ci din An ti bio tic pro tein from gra nu lo cyte azu rop hi lic gra nu les

Gra nu lin Ce ll growth

Lam bda im mu nog lo bin lig ht chain Acqui red im mu ne res pon se

Clus te rin Pro tein who se ro le has been as so cia ted wi th apop to sis

MB-1 (CD 79a) Pa rt of B lympho cyte an ti gen re cep tor

Cat hep sin D Lyso so mal as par tyl pro tea se in vol ved in pro li fe ra tion and mi to sis

Mac mar cks Ac tin fi  la me nt cros slin ki ng pro tein in vol ved in ce ll mo ti li ty, mi to sis and pha go-
cyto sis

Mye lo pe roxi da se Oxyda ti ve bur st in mye loid cel ls

Myo sin lig ht chain Pa rt of cytos ke le ton

Fu ma ryla ce toa ce ta se Tyro si ne ca ta bo li sm pat hway

To poi so me ra se II be ta DNA rep li ca tion

Pro teog lycan 1 He ma to poie tic ce ll gra nu le pro teog lycan

Pro tec ti ve pro tein for be ta-ga lac to si da se Glycop ro tein whi ch as so cia tes wi th lyso so mal en zymes be ta-ga lac to si da se and 
neu ra mi ni da se

Im mu nog lo bu li n-as so cia ted be ta (CD79b) Pa rt of B lympho cyte an ti gen re cep tor

Leu kot rie ne C4 syntha se Leu kot rie ne C4 synthe sis; cha rac te ris tic of po lymor fo nuc lear cel ls

oda bir zas no van na RF ran gi ra sve ge ne po la ziš nog sku-
pa. Ipak, sa mo naj vi še ran gi ra ni ge ni pred stav lja ju one ge-
ne či ja ek spre si ja či ni naj zna čaj ni ju raz li ku iz me đu ana li zi-
ra nih kli nič kih sta nja. U stu di ji AML/ALL izab ra no je 30 naj-
vi še ran gi ra nih ge na. Ovaj broj pred stav lja ma nje od 0,5% 
bro ja ge na po la ziš nog sku pa, što je zna čaj no sma nje nje 
di men zio nal nos ti.

In con tra st to ge ne tic al go rit hm or so me of mu tual in for-
ma tion ba sed fi l te rs that pro vi de re le va nt ge ne sub se ts 
wi th res tric ted num ber of ele men ts, RF ba sed ge ne se lec-
tion ran ks all ge nes con tai ned in the star ti ng set. Howe-
ver, on ly the hig he st-ran ki ng ge nes rep re se nt tho se ge nes 
who se expres sion is the mo st re le va nt for the dis tin ction 
be tween ana lyzed cli ni cal con di tio ns. In AML/ALL stu dy, 
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Me đu os ta lim ge ni ma pri ka za ni ma u Tab li ci 1 mo gu se na-
ći CD33, TdT i mi je lo pe rok si da za. Pro tein ski pro duk ti ovih 
ge na su dob ro poz na ti imu no ke mij ski ili ci to ke mij ski bio-
mar ke ri za di fe ren ci ja ci ju AML/ALL (18). Osim pret hod no 
na ve de nih ci to ke mij skih bio mar ke ra spe ci fi č na i nes pe-
ci fi č na es te ra za se ru tin ski ko ris te za di fe ren ci ja ci ju akut-
nih mi je loič nih i lim fa tič nih leu ke mi ja. Na ža lo st, po la ziš ni 
skup ge na ne sad r ži ge ne ko ji od go va ra ju ovim en zi mi-
ma. Me đu se rum skim en zi mi ma li zo zim se čes to ko ris ti za 
di fe ren ci ja ci ju AML/ALL (21). Od go va ra ju ći gen je od stra-
ne RF ran gi ran na 250. po zi ci ju. Osim CD33, CD10 i CD13 
se po ne kad ko ris te za imu no ke mij sku di fe ren ci ja ci ju AML 
i ALL. Od go va ra ju ći ge ni su ran gi ra ni na 542. i 392. po zi ci-
ju. Ge ni ko ji ko di ra ju li zo zim, CD10 i CD13 su pos tav lje ni 
me đu 10% naj vi še ran gi ra nih ge na. Ka ko ti je kom iz bo ra 
re le van tnih ge na zas no va nog na RF iz AML/ALL sku pa ni-
je bi lo up li ta nja ili ma ni pu la ci je, mo že se re ći da odab ra ni 
fi l tar pre poz na je naj zna čaj ni je de ta lje ko ji raz li ku ju AML i 
ALL, tj. prim je na odab ra nog fi l tra je uz na ve de ne ek spe ri-
men tal ne pos tav ke prik lad na za odab ra nu nam je nu.
Osim poz na tih bio mar ke ra ge ne ri ran je i ve lik broj no vih 
kan di da ta. Me đu os ta li ma je izab ran i cis ta tin C. Ovaj bio-
mar ker za di fe ren ci ja ci ju AML/ALL je ne dav no pre poz nat 
i od stra ne dru gih au to ra (22). Raz vi je na kvan ti ta tiv na me-
to da PCR za od re đi va nje cis ta ti na C je da la oh rab ru ju će re-
zul ta te u od no su na di fe ren ci ja ci ju odab ra nih ti po va leu-
ke mi je. Ovi re zul ta ti do no se dalj nju pot vr du prik lad nos ti 
prim je ne RF za pro bi ra nje bio mar ke ra na os no vi da nog 
sku pa mik ro pos tro ja. Ipak, ovi pre li mi nar ni re zul ta ti no ve 
di jag nos tič ke in di ka ci je za mje re nje gen ske ek spre si je cis-
ta ti na C zah ti je va ju dalj nju eva lua ci ju. Od oso bi tog bi zna-
če nja bi lo is pi ti va nje prik lad nos ti od re đi va nja se rum ske 
kon cen tra ci je cis ta ti na C u svr hu raz li ko va nja AML i ALL.
Ko nač no, ve ći na ge na nab ro je nih u Tab li ci 1 su ta ko đer 
pre poz na ti od stra ne dru gih au to ra (7,8,23) i ve ći na njih 
je ko ris ti la uni va ri jat ne fi l tre. Ova či nje ni ca uka zu je da se 
prob lem raz li ko va nja AML/ALL mo že sves ti na uni va ri jat-
ni ili li near no raz dvo ji vi prob lem (Sli ke 2a i 2b).
Pri je sve ga, Sli ke 2a i 2b jas no pri ka zu ju prik lad no st odab-
ra nih dvo di men zio nal nih kla si fi  ka to ra leu ke mi ja. Sli ka 2a 
pred stav lja slu čaj u ko jem se uzor ci mo gu li near no od vo-
ji ti. Čak se mo že pos ta vi ti i uni va ri jat na kla si fi  ka ci ja AML 
i ALL na os no vi po je di nač ne koor di na te uz ra zum nu toč-
no st (96%). Sli ka 2b je još doj mlji vi ja. Bi lo ko ja koor di na-
ta (TdT, glu ta tion S-tran sfe ra za) se uz vi so ku pouz da no st 
mo že is ko ris ti ti kao uni va ri jat ni kla si fi  ka tor AML i ALL (toč-
no st za uni va ri jat nu, na glu ta tion S-transfe ra zi zas no va nu 
kla si fi  ka ci ju iz no si 94%). Ovi pro na las ci da ju dalj nju pot-
vr du prik lad nos ti iz bo ra ge na zas no va nog na RF za prob-
lem di fe ren ci ja ci je AML i ALL. Što vi še, tak vi uni va ri jat ni 
kla si fi  ka to ri su go to vo sav r še ni kan di da ti za ru tin sku di jag-
nos tičku di fe ren ci ja ci ju AML i ALL jer omo gu ća va ju di fe-
ren ci ja ci ju zas no va nu na po je di nač nom kvan ti ta tiv nom 
mje re nju s PCR. Ipak, ove sli ke naz na ču ju da se prob lem 

30 hig he st-ran ki ng ge nes we re se lec ted. This num ber rep-
re sen ts le ss than 0.5% of the star ti ng num ber of ge nes, 
whi ch is a con si de rab le di men sio na li ty re duc tion.
Amo ng ot her ge nes de pic ted in Tab le 1, CD33, TdT and 
mye lo pe roxi da se cou ld be fou nd. Pro tein pro duc ts of the-
se ge nes are we ll-known im mu noc he mi cal or cytoc he mi-
cal bio mar ke rs for AML/ALL diff  e ren tia tion (18). Be si des 
afo re men tio ned cytoc he mi cal bio mar ke rs, spe ci fi c and 
non spe ci fi c es te ra se ha ve been rou ti ne ly used for diff  e ren-
tia tion of acu te mye loid and lympha tic leu ke mias. Un for-
tu na te ly, the star ti ng set of ge nes did not con tain ge nes 
cor res pon di ng to the se two en zymes. Amo ng se rum en-
zymes, lyso zyme has been frequen tly used for AML/ALL 
diff  e ren tia tion (21). A cor res pon di ng ge ne was ran ked by 
RF at the 250th po si tion. Be si des, CD33 CD10 and CD13 
are so me ti mes used for im mu noc he mi cal diff  e ren tia tion 
of AML and ALL. Cor res pon di ng ge nes ha ve been ran ked 
at the 542nd po si tion and 392nd po si tion, res pec ti ve ly. 
The ge nes that co de for lyso zyme, CD10 and CD13, ha ve 
been pla ced amo ng top 10% ge nes. Sin ce the re was no 
in vol ve me nt or ma ni pu la tion du ri ng the pro ce ss of RF-
ba sed re le va nt ge ne se lec tion from AML/ALL da ta set, it 
cou ld be sta ted that the se lec ted fi l ter cap tu red the mo-
st im por ta nt de tai ls that dis cri mi na te be tween AML and 
ALL, i.e. ap pli ca tion of the se lec ted fi l ter is sui tab le for a 
gi ven pur po se un der pro vi ded expe ri men tal con di tio ns.
Be si des es tab lis hed bio mar ke rs, RF-ba sed se lec tion ge ne-
ra ted a lar ge num ber of new can di da tes. Amo ng ot he rs, 
cysta tin C was se lec ted. This bio mar ker for AML/ALL dif-
fe ren tia tion was re cen tly re cog ni zed by ot her aut ho rs 
(22). The quan ti ta ti ve PCR met hod de ve lo ped for de ter mi-
na tion of cysta tin C pro vi ded en cou ra gi ng re sul ts re gar-
di ng diff  e ren tia tion of se lec ted types of leu ke mia. The se 
re sul ts bri ng fur ther evi den ce of the sui ta bi li ty of bio-
mar ker scree ni ng ba sed on ap pli ca tion of RF on a gi ven 
mic roar ray da ta set. Howe ver, the se pre li mi na ry re sul ts of 
new diag nos tic in di ca tion of cysta tin C expres sion mea-
su re me nt need fur ther eva lua tion. It wou ld be es pe cial ly 
im por ta nt to exa mi ne the sui ta bi li ty of se rum cysta tin C 
con cen tra tion de ter mi na tion for AML/ALL dis cri mi na tion.
Fi nal ly, mo st of the ge nes lis ted in Tab le 1 we re fou nd by 
ot her aut ho rs (7,8, 23), and mo st of them used uni va ria te 
fi l te rs. This fa ct sug ges ts that AML/ALL prob lem cou ld be 
re du ced to a uni va ria te or li near ly se pa rab le prob lem (Fi-
gu res 2a and 2b).
Fir st of all, Fi gu res 2a and 2b clear ly show sui ta bi li ty of the 
se lec ted two-di men sio nal diff  e ren tia tion be tween leu ke-
mias. Fi gu re 2a pre sen ts the ca se whe re sam ples cou ld 
be li near ly se pa ra ted. Even the uni va ria te clas si fi  ca tion 
of AML and ALL pa tien ts cou ld be es tab lis hed ba sed on 
a sin gle coor di na te wi th rea so nab le ac cu ra cy (96%). Fi gu-
re 2b is even mo re stri ki ng. Any of the coor di na tes (TdT, 
glu tat hio ne S-tran sfe ra se) cou ld be used as a uni va ria te 
AML/ALL clas si fi er wi th con si de rab le cer tain ty (ac cu ra cy 
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sma nje nja di men zio nal nos ti sku pa AML/ALL mo že jed-
nos tav no ri je ši ti uni va ri jat nim fi l tri ma.
Na ovom mjes tu tre ba is tak nu ti da su ti je kom va li da ci je 
pre dik tiv nih mo de la za kla si fi  ka ci ju AML/ALL zas no va nu 
na cje lo kup nom pro fi  lu gen skih ek spre si ja mno gi au to ri 
pos tig li go to vo sav r še ne re zul ta te. U svim zna čaj nim slu-
ča je vi ma pre dik tiv na je toč no st bi la 90% ili vi še. Ova či nje-
ni ca uka zu je da bi se prik lad no st bi lo ko jeg fi l tra, uk lju ču-
ju ći i mul ti va ri jat ni fi l tar zas no van na RF, tre ba la eva lui ra-
ti na zah tjev ni jim kla si fi  ka cij skim prob le mi ma. Sku po vi 
kar ci nom ko lo na (Sli ka 3) i me du lob las tom (Sli ka 4) pred-
stavlja ju tak ve prob le me (5).
Već je na pr vi pog led očig led no da vi so kok va li tet no raz-
dva ja nje ana li zi ra nih kla sa u pros to ri ma ra za pe tim prim je-
nom dva ju naj vi še ran gi ra nih ge na ni je la ko pos ti ći, oso bi-
to u slu ča ju prog no ze me du lob las to ma. Ovo je u sug las ju s 
rezul ta ti ma ko je je ob ja vio Muk her jee sa su rad ni ci ma (5).

Cut off line is 5%

Cut off lines were set to 19% and 6%.

FIGURE 2. Se pa ra tion of sam ples from AML/ALL da ta set in the spa ce 
span ned by CD33 and glu tat hio ne S-tran sfe ra se (a) or glu tat hio ne S-
tran sfe ra se and TdT (b) expres sio ns. AML sam ples are rep re sen ted 
by dark do ts, whi le ALL sam ples are rep re sen ted by light do ts. Ge ne 
expres sion coor di na tes are sca led. The hig he st mea su red ge ne expres-
sion va lues we re set to 100%. CD33, glu tat hio ne S-tran sfe ra se and TdT 
we re ta ken from the hig he st-ran ki ng ge ne li st (Tab le 1.).

SLI KA 2. Raz dva ja nje uzo ra ka iz sku pa “A ML/ALL” u pros to ru ra za pe-
tom s ek spre si ja ma CD33 i glu ta tion S-tran sfe ra ze (a) ili glu ta tion S-tran-
sfe ra ze i TdT (b). Uzor ci AML su pred stav lje ni tamnijim toč ka ma, dok 
su uzor ci ALL pred stav lje ni svjetlijim toč ka ma. Koor di na te - gen ske ek-
spre si je su po di je lje ne na ljes tvi ci. Naj ve će mje re ne gen ske ek spre si je 
su pos tav lje ne na 100%. CD33, glu ta tion S-tran sfe ra za i TdT su preu ze-
te iz lis te naj vi še ran gi ra nih ge na (Tab li ca 1).

for uni va ria te, glu tat hio ne S-tran sfe ra se ba sed clas si fi  ca-
tion is 94%). The se fi n din gs pro vi de fur ther evi den ce for 
cor rec tne ss of the RF-ba sed ge ne se lec tion ap proa ch to 
AML/ALL diff  e ren tia tion prob lem. Mo reo ver, such uni va-
ria te clas si fi e rs are al mo st per fe ct can di da tes for rou ti ne 
diag nos tic AML/ALL diff  e ren tia tion sin ce they enab le the 
diff  e ren tia tion ba sed on a sin gle quan ti ta ti ve PCR mea su-
re me nt. Howe ver, the se fi  gu res im ply that the AML/ALL 
di men sio na li ty re duc tion prob lem cou ld be ea si ly sol ved 
by uni va ria te fi l te rs.
It shou ld be sta ted at this poi nt that ma ny aut ho rs ob tai-
ned al mo st per fe ct re sul ts du ri ng the va li da tion of pre dic-
ti ve mo de ls for AML/ALL clas si fi  ca tion ba sed on a com ple-
te ge ne expres sion pro fi  le. In all re le va nt ca ses, pre dic ti ve 
ac cu ra cy was 90% or hig her. This fa ct sug ges ts that sui ta-
bi li ty of any fi l ter in clu di ng RF-ba sed mul ti va ria te fi l ter 
shou ld be eva lua ted on mo re de man di ng clas si fi  ca tion 

A

B
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Sli ka 3 pred stav lja ti pič no mul ti va ri jat no rje še nje za da ni 
di jag nos tič ki prob lem. Paž lji vim iz bo rom gra nič nih vri jed-
nos ti na ob je koor di na te bo les ni ci s kar ci no mom ko lo na 
mo gu se raz li ko va ti od zdra vih po je di na ca uz prih vat lji vu 
toč no st (92%). Ovaj re zul tat pod ra zu mi je va da su naj ma-
nje dva naj vi še ran gi ra na ge na pot reb na za ru tin sku di-
jag nos tič ku prim je nu. U svr hu po bolj ša nja di jag nos tič ke 
učin ko vi tos ti mog la bi se raz mot ri ti prim je na tri ili vi še vi-
so ko ran gi ra nih gen skih ek spre si ja. Ipak, po ve ća njem bro-
ja mje re nja gen skih ek spre si ja pot reb nih za pos tav lja nje 
di jag no ze ovaj pris tup pos ta je nep rik la dan za ru tin sku di-
jag nos tič ku prim je nu.
Ko nač no, Sli ka 4 pri ka zu je da ko ris no sma nje nje di men-
zio nal nos ti ne mo že bi ti pro ve de no u svim slu ča je vi ma. 
Prak tič no je ne mo gu će raz li ko va ti bo les ni ke ko ji su pre-
živ je li ti je kom te ra pi je me du lob las to ma od bo les ni ka ko ji 
su um r li (Sli ka 4). To pod ra zu mi je va da je uk lju či va nje tri 
ili vi še gen skih ek spre si ja i/ili us pos tav lja nje ne li near nih 
ve za iz me đu gen ske ek spre si je i pre živ lja va nja pot reb no 
za toč no pos tav lja nje di jag no ze. Taj prob lem uka zu je da 
ran gi ra nje ge na zas no va no na RF u svr hu iz bo ra bio mar-
ke ra pre živ lja nja ti je kom te ra pi je me du lob las to ma ni je 
prik la dan ko rak. U da nim ek spe ri men tal nim uv je ti ma, ko-
ji uk lju ču ju ma lu sku pi nu he te ro ge nih bo les ni ka/tretma-
na, je di ni je pris tup prim je na teh no lo gi je mik ro pos tro ja 
uz adek vat ni pre dik tiv ni alat po put RF. Ova či nje ni ca pred-
stav lja pred no st ala ta po put RF ko ji se mo gu ko ris ti ti kao 
mul ti va ri jat ni fi l tar, a u is to vri je me su pre dik tiv ni ala ti ko ji 
se mo gu ko ris ti ti za pos tav lja nje di jag no ze/prognoze na 
te me lju cje lo kup nog pro fi  la gen ske ek spre si je. Ovim je 

prob le ms. Co lon can cer (Fi gu re 3) and me dul lob las to ma 
(Fi gu re 4) da ta se ts rep re se nt su ch prob le ms (5).
It is ob vious at fi r st glan ce that hi gh qua li ty se pa ra tion of 
ana lyzed clas ses in the spa ces span ned by two hig he st-
ran ki ng ge nes is not ea sy to es tab li sh, es pe cial ly in me-
dul lob las to ma prog no sis ca se. This is in ag ree me nt wi th 
re sul ts pub lis hed by Muk her jee et al. (5).
Fi gu re 3 pre sen ts typi cal mul ti va ria te so lu tion for a gi ven 
diag nos tic prob lem. By ca re ful se lec tion of cut off  va lues 
on bo th coor di na tes co lon can cer pa tien ts cou ld be dif-
fe ren tia ted from ap pa ren tly heal thy in di vi dua ls wi th 
ac cep tab le ac cu ra cy (92%). This re su lt im plies that expres-
sio ns of at lea st two hig he st-ran ki ng ge nes is nee ded for 
rou ti ne diag nos tic uti li ty. In or der to im pro ve diag nos tic 
effi    ca cy, ap pli ca tion of three or mo re hig hly ran ked ge ne 
expres sio ns cou ld be eva lua ted. Howe ver, by rai si ng the 
num ber of ge ne expres sion mea su re men ts ne ces sa ry for 
diag nos tic as ses sme nt, this ap proa ch be co mes inap prop-
ria te for rou ti ne diag nos tic ap pli ca tion.
Fi nal ly, Fi gu re 4 shows that use ful di men sio na li ty re duc-
tion can not be ma de in all ca ses. Me dul lob las to ma sur-
vi vo rs and no n-sur vi vo rs are al mo st in dis tin guis hab le 
ba sed on se lec ted two-di men sio nal coor di na te system 
(Fi gu re 4). This im plies that in clu sion of three or mo re 
ge ne expres sio ns and/or es tab lis hme nt of non li near re la-
tion ship be tween ge ne expres sio ns and sur vi val is a ne-
ces sa ry pre requi si te for ac cu ra te prog nos tic as ses sme nt. 
This prob lem shows that RF-ba sed ge ne expres sion ran ki-
ng for a bio mar ker of me dul lob las to ma sur vi val se lec tion 
is not an ap prop ria te step. Un der gi ven expe ri men tal con-

FI GU RE 3. Co lon can cer da ta set. Dark do ts rep re se nt co lon can cer 
pa tien ts and light do ts sta nd for ap pa ren tly heal thy in di vi dua ls. Bo th 
coor di na te axes (mo no cyte-de ri ved neut rop hyl ac ti va ti ng pro tein and 
des min ge ne expres sio ns) are sca led to 0 - 100% in ter val. Cut off  li nes 
we re set to 3 and 45%, res pec ti ve ly.

SLI KA 3. Skup “Kar ci nom ko lo na”. Tamnije toč ke pred stav lja ju bo les ni-
ke ko ji bo lu ju od kar ci no ma ko lo na, a svjetlije toč ke pred stav lja ju zdra-
ve po je din ce. Ob je koor di na te (ek spre si je mo no cit nog pro tei na ko ji 
ak ti vi ra neut ro fi  le i dez min skog ge na) su po di je lje ne na na in ter val 0 
- 100%. Li ni je gra nič nih vri jed nos ti pos tav lje ne su na 3 i 45%.
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ala ti ma svoj stve no još neš to: va li da ci ja mo de la. Po ve ća-
va njem slo ženos ti od no sa pro fi  la gen ske ek spre si je i bio-
loš ke va ri jab le ko ju is pi tu je mo ko ris no st odab ra nih bio-
mar ke ra opa da. Sto ga adek vat na va li da ci ja mo de la, ko ja 
pred stav lja neiz rav nu mje ru slo že nos ti ana li zi ra nog prob-
le ma, da je uvid u ko ris no st sma nje nja di men zional nos ti. 
U skla du s ovom či nje ni com, prih vat lji vi re zul ta ti va li da-
ci je mo de la zas no va nog na cje lo kup nom pro fi  lu gen ske 
ek spre si je ko ji je do bi ven prim je nom RF-a ili slič nog ala ta 
tvo re os no vu za dalj nje sma nje nje di men zio nal nos ti i pro-
bi ra nje bio mar ke ra. U ve ći ni slu ča je va to je dos ti žan cilj. 
Ipak, uko li ko ko ris no sma nje nje di men zio nal nos ti ni je mo-
gu će, va li di ra ni mo del do bi ven prim je nom RF zas no van 
na cje lo kup nom pro fi  lu gen ske ek spre si je preos ta je kao 
al ter na ti va.

Zak ljuč ci
Pri je bi lo kak vog po ku ša ja izbo ra kan di da ta za bio mar-
ke re iz cje lo kup nog pro fi  la gen ske ek spre si je, prik lad no-
st pre dik to ra, u ovom slu ča ju mo de la do bi ve nog prim-
je nom RF, i/ili stu panj slo že nos ti od no sa iz me đu pro fi  la 
gen ske ek spre si je i di jag no ze/prognoze tre ba bi ti poz nat. 
Ako je mo gu će pro na ći pouz dan mo del zas no van na cje-
lo kup nom pro fi  lu gen ske ek spre si je mo že se pris tu pi ti iz-
bo ru kan di da ta za bio mar ke re.
U slu ča ju jed nos tav nih prob le ma RF se po ka zao kao ko ris-
tan fi l tar. Na os no vi ovog pris tu pa iden ti fi  ci ra ni su dob ro 
poz na ti uni va ri jat ni kla si fi  ka to ri dva ju ti po va leu ke mi je. 
Što vi še, ot kri ve ne su mno ge no ve i obe ća va ju će al ter na ti-
ve. U neš to slo že ni jem slu ča ju iden ti fi  ka ci je kar ci no ma ko-

FIGURE 4. Me dul lob las to ma da ta set. Dark do ts rep re se nt pa tien ts who 
died du ri ng mo ni to ri ng pe riod and light do ts sta nd for sur vi vo rs. Bo th 
coor di na te axes (neu ral ad he sion mo le cu le and G pro tein pat hway sup-
pres sor 2 ge ne expres sio ns) are sca led to 0 - 100% in ter val. 

SLI KA 4. Skup “Me du lob las to m”. Tamnije toč ke pred stav lja ju bo les ni-
ke ko ji su um r li ti je kom pe rio da pra će nja, a svjetlije toč ke pred stav lja ju 
one bo les ni ke ko ji su pre živ je li. Ob je koor di na te (ek spre si ja ge na neu-
ral ne ad he zij ske mo le ku le i sup re so ra 2 G-pro tein skog pu ta) su po di je-
lje ne na in ter val 0 - 100%.

di tio ns, whi ch in clu de a sma ll group of he te ro ge neous 
pa tien ts/treatments, the on ly ap proa ch is ap pli ca tion of 
mic roar ray tec hno lo gy equip ped wi th an adequa te pre-
dic tion tool li ke RF. This fa ct rep re sen ts the ad van ta ge 
of too ls li ke RF that cou ld be used as a mul ti va ria te fi l ter 
and, at the sa me ti me, they are pre dic tion too ls that cou-
ld be used for prog nos tic/diagnostic as ses sme nt ba sed 
on a com ple te ge ne expres sion pro fi  le. The se too ls are 
cha rac te ri zed by one mo re im por ta nt pro per ty: mo del 
va li da tion. By in crea si ng the com plexi ty of re la tion ship 
be tween ge ne expres sion pro fi  le and bio lo gi cal va riab le 
un der exa mi na tion, the uti li ty of se lec ted bio mar ke rs dec-
li nes. The re fo re adequa te mo del va li da tion, whi ch pro vi-
des in di re ct mea su re of ana lyzed re la tion ship com plexi ty, 
gi ves in sig ht in use ful ne ss of dimen sio na li ty re duc tion. 
Ac cor di ng to this fa ct, ac cep tab le va li da tion re sul ts ob-
tai ned by RF or a si mi lar tool ba sed on a com ple te ge ne 
expres sion pro fi  le pro vi de the ba sis for fur ther di men sio-
na li ty re duc tion and bio mar ker scree ni ng. In mo st ca ses, 
this is an ac hie vab le ta sk. Sti ll, if use ful di men sio na li ty 
re duc tion is not pos sib le, va li da ted RF mo del ba sed on 
com ple te ge ne pro fi  le re mai ns as an al ter na ti ve.

Con clu sio ns
Be fo re any at tem pt to se le ct bio mar ker can di da tes from 
a com ple te ge ne pro fi  le is ma de, the sui ta bi li ty of a pre-
dic tor, in this ca se RF-de ri ved mo del, and/or deg ree of 
re la tion ship com plexi ty be tween ge ne expres sion pro fi  le 
and diag no sis/prognosis shou ld be es tab lis hed. If a re liab-
le mo del can be ob tai ned ba sed on a com ple te ge ne set, 
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lo na po ja vio se dvo di men zio nal ni kla si fi  ka tor zas no van 
na gen skoj ek spre si ji dva naj vi še ran gi ra na ge na do bi ve-
na prim je nom RF. Pred lo že ni kla si fi  ka tor i pri pa da ju će gra-
nič ne vri jed nos ti po ka za li su obe ća va ju će kla si fi  ka cij ske 
mo guć nos ti. Ko nač no, prim je na RF u naj slo že ni jem slu-
ča ju prog no ze ti je ka li je če nja me du lob las to ma ni je da la 
ko ris ne kan di da te za bio mar ke re. Zbog iz ra zi to slo že nog 
od no sa pro fi  la gen ske ek spre si je i prog no ze (5) i ma log, 
he te ro ge nog sku pa ra zum no sma nje nje di men zio nal nos-
ti prim je nom RF ni je mo gu ća.
Cje lo kup ne ra ng-lis te ge na iz ove stu di je su dos tup ne na 
zah tjev. Po ka za no je da su ne ki no vi bio mar ke ri, po put 
ek spre si je cis ta ti na C pri mi je nje ne za kla si fi  ka ci ju AML/
ALL, uš li u pro ces di jag nos tič ke eva lua ci je. Ipak, en zi m-
i mu no tes to vi, imu no ne fe lo met ri ja, imu no tur bi di met ri ja i 
pro toč na ci to met ri ja, na sup rot kvan ti ta tiv nom PCR-u su 
pri sut ni u ve ći ni ru tin skih kli nič kih la bo ra to ri ja. Bi lo bi za-
nim lji vo prov je ri ti mo gu li ne ki od pro tein skih pro du ka ta 
re le van tnih ge na bi ti ko ris ni bio mar ke ri is pi ti va nih kli nič-
kih sta nja.

Zah va le
Au tor se že li zah va li ti Ana-Ma ri ji Šimundić na kri tič nom 
osvr tu i ko ris nim sav je ti ma.

the se lec tion of bio mar ker can di da tes can be ini tia ted. 
In ca se of low com plexi ty prob le ms, RF pro ved to be a 
use ful fi l ter. Ba sed on this ap proa ch, we ll-es tab lis hed 
uni va ria te clas si fi e rs of two leu ke mia types we re iden ti-
fi ed. Mo reo ver, ma ny new pro mi si ng al ter na ti ves we re 
re vea led. In a bit mo re com plex ca se of co lon car ci no ma, 
iden ti fi  ca tion was pos sib le of a two-di men sio nal clas si fi er 
ba sed on top two ge ne expres sio ns ob tai ned by RF. The 
pro po sed clas si fi er, alo ng wi th pro po sed cor res pon di ng 
cut off  va lues, showed pro mi si ng clas si fi  ca tion ca pa bi li-
ties. Fi nal ly, ap pli ca tion of RF on the mo st com plex ca se 
of es tab lis hi ng me dul lob las to ma prog no sis did not yie ld 
use ful bio mar ker can di da tes. Due to the hig hly com plex 
re la tion ship be tween ge ne expres sion pro fi  les and the 
prog no sis (5) and the sma ll and he te ro ge neous set, rea so-
nab le di men sio na li ty re duc tion by ap pli ca tion of RF was 
not pos sib le.
Com ple te ge ne ran ki ng lis ts from this stu dy for all exa-
mi ned da ta se ts are avai lab le on reque st. It has been 
shown that so me of the new bio mar ke rs, li ke cysta tin C 
ge ne expres sion ap plied for AML/ALL clas si fi  ca tion, ha ve 
al rea dy en te red diag nos tic eva lua tion. Howe ver, en zyme 
im mu noas say, im mu no nep he lo met ry and im mu no tur bi-
di met ry and fl ow ci to met ry are, un li ke quan ti ta ti ve PCR, 
al rea dy pre se nt in mo st of the rou ti ne cli ni cal la bo ra to-
ries. It wou ld be in te res ti ng to eva lua te whet her so me of 
re le va nt ge ne pro tein pro duc ts cou ld be use ful as bio mar-
ke rs of exa mi ned cli ni cal con di tio ns.
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Rječ nik ra ču nal nih iz ra za ko riš te nih u ovoj stu di ji Dic tio na ry of com pu ta tio nal ter ms used in the stu dy

Iz raz Zna če nje
“Ne za vis na”
va ri jab la/svojstvo

U ovom kon tek stu - gen

“Za vis na” va ri jab la U ovom kon tek stu – kli nič ko sta nje
Ob je kt U ovom kon tek stu – pro fi l gen ske

ek spre si je po je di nog uzor ka
Stroj no i sta tis tič ko 
uče nje

Sku pi na ra ču nal nih teh ni ka raz vi je-
nih u svr hu rje ša va nja op ćih kla si fi  ka-
cij skih i reg re sij skih prob le ma

Sma nje nje
di men zio nal nos ti

Sma nje nje bro ja va ri jab li pot reb nih 
za uče nje (smanje nje bro ja ge na 
pot reb nih za pos tav lja nje di jag no ze/
prognoze)

Stab la kla si fi  ka ci je i 
reg re si je (en gl. clas-
si fi  ca tion and reg res-
sion trees, CART)

Jed na od teh ni ka stroj nog uče nja zas-
no va na na ge ne ri ra nju spe ci fi č nog 
ti pa sta ba la od lu ke

Uni va ri jat ni
kla si fi  ka to ri

Pris tup kla si fi  ka ci ji ob je ka ta, zas no-
van na po je di nač nim va ri jab la ma 
(pos tav lja nje di jag no ze/prognoze 
zas no va no na ek spre si ji sa mo jed-
nog ge na)

Fil te ri Meto de stroj no ga i sta tis tič kog uče-
nja raz vi je ne u svr hu oda bi ra re le van-
tnih va ri jab li

Mul ti va ri jat ni
oda bir svoj sta va

Iz bor ve ćeg bro ja re le van tnih va ri jab-
li ko ji pri da je zna če nje i nji ho voj me-
đu za vis nos ti

Uza jam na
in for ma ci ja

Ve li či na iz ve de na iz teo ri je in for ma-
ci je ko ja se mo že ko ris ti ti kao kri te rij 
fi l tri ra nja

Ge ne tič ki
al go ri tam

Računal ni pris tup oda bi ru svoj sta va 
(u ovom kon tek stu) zas no van na opo-
na ša nju pro ce sa pri rod nog oda bi ra 
i mu ta ci je

Pre dik tiv ni alat Alat za stroj no ili sta tis tič ko uče nje 
ko ji omo gu ća va pred vi đa nje vri jed-
nos ti za vis ne va ri jab le zas no van na 
us pos ta va lja nju kvan ti ta tiv ne ve ze iz-
me đu za vis ne i ne za vis nih va ri jab li

RF Teh ni ka stroj nog uče nja ko ja kao gra-
đev ni blok ko ris ti stab la kla si fi  ka ci je 
i reg re si je i ko ja se mo že prim je ni ti 
kao fi l tar, ali i kao pre dik tiv ni alat

Stro je vi pot por nih 
vek to ra
(en gl. sup po rt vec tor 
mac hi nes)

Je dan od pre dik tiv nih ala ta

Pre dik tiv na toč no st Udio toč nih pred vi đa nja kla se na sku-
pu ko ji ni je ko riš ten ti je kom uče nja

Opis na toč no st Udio toč nih pred vi đa nja kla se na sku-
pu ko ji je ko riš ten ti je kom uče nja

Is pra van mo del Pre dik tiv ni mo del či ja je pre dik tiv na 
toč no st eva lui ra na i do ka za no prih-
vat lji va

Term Mea ni ng
“Independent”
va riab le/feature

In this con text, ge ne

“Dependent”
va riab le

In this con text, cli ni cal con di tion

Object In this con text, ge ne expres sion pro fi -
le of a sin gle sam ple

Machine and
sta tis ti cal lear ni ng

A group of com pu ta tio nal tec hniques 
de ve lo ped for sol vi ng ge ne ral clas si fi -
ca tion and reg res sion prob le ms

Dimensionality
re duc tion

Re duc tion in the num ber of va riab-
les nee ded for lear ni ng (re duc tion in 
ge ne expres sio ns nee ded for es tab lis-
hme nt of diag no sis/prognosis)

Classifi cation and 
reg res sion trees

One of the mac hi ne lear ni ng tec-
hniques ba sed on ge ne ra tion of a 
specifi c type of de ci sion trees

Univariate clas si fi e rs Approach to clas si fi  ca tion of ob jec ts, 
ba sed on a sin gle va riab le (es tab lis-
hme nt of diag no sis/prognosis ba sed 
on the expres sion of a sin gle ge ne)

Filters Mac hi ne and sta tis ti cal lear ni ng met-
ho ds de ve lo ped for re le va nt va riab le 
se lec tion

Multivariate
fea tu re se lec tion

Se lec tion of mul tip le re le va nt va riab-
les that de li nea tes pos sib le va riab le 
in ter de pen den ce

Mutual
in for ma tion

Quan ti ty de ri ved wit hin in for ma tion 
theo ry that can be used as a fi l ter 
cri te rion

Genetic
al go rit hm

Com pu ta tio nal ap proa ch to fea tu re 
se lec tion (in this con text) ba sed on 
na tu ral se lec tion and mu ta tion

Prediction tool Mac hi ne or sta tis ti cal lear ni ng tool 
that enab les depen de nt va riab le 
va lue pre dic tion ba sed on the de ve-
lop me nt of quan ti ta ti ve re la tion ship 
be tween a de pen de nt and in de pen-
de nt va riab le

Random Fo re st A mac hi ne lear ni ng tec hnique that 
uses clas si fi  ca tion and reg res sion 
trees as a buil di ng blo ck whi ch can 
be used as a fi l ter, and as a pre dic-
tion tool at the sa me ti me

Support vec tor
mac hi nes

One of the mac hi ne lear ni ng pre dic-
tion too ls

Predictive
ac cu ra cy

A frac tion of cor re ct cla ss pre dic tio ns 
ob tai ned on a da ta set that was not 
used du ri ng lear ni ng

Descriptive
ac cu ra cy

A frac tion of cor re ct cla ss pre dic tio ns 
ob tai ned on the sa me da ta set that 
was used du ri ng lear ni ng

Valid mo del A pre dic tion mo del who se pre dic ti-
ve ac cu ra cy has been eva lua ted and 
pro ven to be ac cep tab le
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