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εισαγωγικά και χωρίς να αναφέρω το συγγραφέα, τη χρονολογία, τη σελίδα. Η αυτολεξεί παράθεση χωρίς 
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πληρότητα την πηγή κάτω από τον πίνακα ή σχέδιο, όπως στα παραθέματα. 

2.    Δέχομαι ότι η αυτολεξεί παράθεση χωρίς εισαγωγικά, ακόμα κι αν συνοδεύεται από αναφορά στην πηγή σε 

κάποιο άλλο σημείο του κειμένου ή στο τέλος του, είναι αντιγραφή. Η αναφορά στην πηγή στο τέλος π.χ. μιας 

παραγράφου ή μιας σελίδας, δεν δικαιολογεί συρραφή εδαφίων έργου άλλου συγγραφέα, έστω και 

παραφρασμένων, και παρουσίασή τους ως δική μου εργασία.  

3.    Δέχομαι ότι υπάρχει επίσης περιορισμός στο μέγεθος και στη συχνότητα των παραθεμάτων που μπορώ να 

εντάξω στην εργασία μου εντός εισαγωγικών. Κάθε μεγάλο παράθεμα (π.χ. σε πίνακα ή πλαίσιο, κλπ), 

προϋποθέτει ειδικές ρυθμίσεις, και όταν δημοσιεύεται προϋποθέτει την άδεια του συγγραφέα ή του εκδότη. Το 

ίδιο και οι πίνακες και τα σχέδια 
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Περίληψη 
 

Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας είναι η μετα-ανάλυση δεδομένων από CRISPR 

screens που έχουν διεξαχθεί στις Α375 καρκινικές κυτταρικές σειρές του μελανώματος για 

την ανακάλυψη essential (απαραίτητων) γονιδίων και γονιδίων ανθεκτικών σε συγκεκριμένα 

φάρμακα. 

 

Αφού συνέλλεξα τα δεδομένα από τις CRISPR screens, τα οποία αφορούν κυρίως 

βιβλιοθήκες sgRNAs, τα επεξεργάστηκα έτσι ώστε να εντοπίσω την καλύτερη βιβλιοθήκη 

που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για screening, βρήκα ένα σύνολο γονιδίων essential 

(απαραίτητων) στις Α375 κυτταρικές σειρές και σηματοδοτικά μονοπάτια, και τέλος 

εντόπισα τα γονίδια που προσφέρουν αντίσταση στους MEK και BRAF αναστολείς. Αυτοί οι 

αναστολείς χρησιμοποιούνται συνήθως στο μελάνωμα.  

 

Συνοπτικά, τα βασικά βήματα της ανάλυσης είναι τα εξής: 

1. Συλλογή δεδομένων από τις Α375 κυτταρικές σειρές του μελανώματος. 

2. Επεξεργασία των δεδομένων μέσω του στατιστικού πακέτου MAGeCK. 

3. Περαιτέρω ανάλυση των δεδομένων χρησιμοποιώντας την γλώσσα προγραμματισμού 

R.  

4. Οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων με διαγράμματα πυκνότητας, καμπύλες ROC και 

heatmaps.  

 

Όλα τα καινούργια ευρήματα θα χρησιμοποιηθούν στο μέλλον από το group του EBI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Λέξεις-Φράσεις κλειδιά: CRISPR-Cas9, CRISPR screens, sgRNA, A375 κυτταρικές σειρές, 
μελάνωμα,  essential genes (απαραίτητα γονίδια), MEK-BRAF αναστολείς.  
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Abstract 
 
The purpose of this thesis is the meta-analysis of data from CRISPR screens conducted in 
A375 melanoma cancer cell lines for the identification of essential and drug resistance 
genes. 
 
After collecting the data from the CRISPR screens, which mainly conclude sgRNA libraries, I 
will process them to identify the best library that can be used for screening, find a set of 
essential genes in the A375 cell lines and signaling pathways, and finally I will identify genes 
that cause resistance to MEK and BRAF inhibitors. These inhibitors are usually used in 
melanoma. 
 
More specifically, the main steps of this study are the following: 

1. Data collection from the A375 melanoma cell lines. 
2. Data processing through the MAGeCK statistical package. 
3. Further data analysis using the R programming language. 
4. Visualization of the results using density plots, ROC curves and heatmaps. 

 
All the new findings are going to be used in the future by the EBI group. 
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Κεφάλαιο 1: Εισαγωγή 
 

1.1.Το CRISPR-Cas9 και η λειτουργία του 

 

Το σύστημα CRISPR-Cas9 είναι ένα εργαλείο επεξεργασίας του γονιδιώματος το οποίο μας 

διευκολύνει στο να επεξεργαστούμε τμήματα του γονιδιώματος μέσω της αφαίρεσης, της 

προσθήκης ή της αλλαγής περιοχών της DNA ακολουθίας. 

 

Προέρχεται από το ανοσοποιητικό σύστημα των βακτηρίων και αποτελεί συντομογραφία για 

το Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (Συσσωρευμένες, τακτικά 

παρεμβαλλόμενες, βραχείες παλινδρομικές επαναλήψεις). Τα CRISPR είναι κομμάτια του 

γενετικού κώδικα τα οποία περιέχουν μικρές επαναλήψεις βάσεων και ακολουθούνται από 

spacer DNA τμήματα. Το spacer DNA συντίθεται από κομμάτια διαφορετικών ιικών 

γονιδιωμάτων τα οποία είχαν προσβάλει το κύτταρο στο παρελθόν 
[1]

. Επομένως κάθε φορά 

που ο βακτηριοφάγος μολύνει κάποιο κύτταρο, το κύτταρο παίρνει ένα τμήμα του και το 

εισάγει στο spacer DNA. Σε κάθε επόμενη πιθανή απόπειρα εισβολής του το βακτήριο θα 

είναι έτοιμο να τον εξουδετερώσει και κατά συνέπεια να ζήσει. 

 

Το σύστημα CRISPR-Cas9 αποτελείται από 2 μόρια-κλειδιά τα οποία εισάγουν μία αλλαγή 

(μετάλλαξη) στο DNA. Αυτά είναι η πρωτεΐνη Cas9 και ένα κομμάτι RNA που ονομάζεται 

guide RNA (gRNA, που συντίθεται από μία crRNA και tracrRNA ακολουθία) ή single guide 

RNA (sgRNA) ( Εικόνα 1) 
[2]

.  

 

Η πρωτεΐνη Cas9 ενεργεί σαν «μοριακό ψαλίδι» το οποίο κόβει το δίκλωνο DNA σε μία 

συγκεκριμένη περιοχή στο γονιδίωμα έτσι ώστε μέσω της διαδικασίας επιδιόρθωσης του 

DNA να εισαχθούν ή αφαιρεθούν μικρές ακολουθίες DNA. Τα Cas γονίδια 

χρησιμοποιούνται στη δημιουργία Cas πρωτεϊνών. Οι Cas πρωτεΐνες αρχικά δρουν σαν 

ελικάσες, οι οποίες είναι πρωτεΐνες που ξετυλίγουν το DNA, και έπειτα σαν νουκλεάσες 

κόβοντας το DNA στην περιοχή που θέλουμε να εισαχθεί η μετάλλαξη. Το gRNA 

αποτελείται από ένα μικρό κομμάτι προσχεδιασμένης RNA ακολουθίας (με περίπου 20 

βάσεις μήκος) που βρίσκεται μεταξύ μιας μακρύτερης RNA σκαλωσιάς (scaffold) και 

περιέχει RNA βάσεις συμπληρωματικές στο «DNA στόχο» του γονιδιώματος. Αυτό είναι 

σχεδιασμένο ώστε να εντοπίσει και να προσδεθεί σε μία συγκεκριμένη ακολουθία στο DNA 

και να οδηγήσει την Cas9 στο να ξετυλίξει τις 2 έλικες του DNA και να κόψει μία 

συγκεκριμένη περιοχή. Με αυτό τον τρόπο είναι σίγουρο ότι η Cas9 θα κόψει το γονιδίωμα 

επακριβώς 
[3]

. 

 

1.1.1.Μηχανισμοί επιδιόρθωσης του κυττάρου 
 

Αφού το Cas9 κόψει το DNA, το κύτταρο αναγνωρίζει ότι το DNA έχει υποστεί βλάβη και 

προσπαθεί να το επιδιορθώσει μέσω δύο πιθανών μονοπατιών, είτε με τη χρήση της 

σύνδεσης μη-ομόλογων άκρων (Non-Homologous End Joining: NHEJ) είτε με σύνδεση 

ομόλογων άκρων (Homology directed repair: HDR). 

 

Το NHEJ είναι μία διαδικασία επιρρεπής σε σφάλματα καθώς εισάγει λάθη μέσω εισδοχών ή 

διαγραφών βάσεων (indels) τα οποία αποδιοργανώνουν την λειτουργία του γονιδίου. 

Αντίθετα, η HDR συμβαίνει μόνο κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου όπου υπάρχει η 
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αδερφή χρωματίδη και γι’αυτό είναι πολύ ακριβής μηχανισμός 
[4]

. Γι’ αυτό συνήθως στην 

περίπτωση των CRISPR screens, όπου σκοπός μας είναι να εισάγουμε αλλαγές σε ένα ή 

περισσότερα γονίδια στο γονιδίωμα του κυττάρου που μας ενδιαφέρει, είναι προτιμότερη η 

χρήση των NHEJ επιδιορθώσεων.  
 

 

 

Εικόνα 1: Επεξεργασία του γονιδιώματος μέσω του μηχανισμού CRISPR-Cas9 και 

επιδιόρθωση της βλάβης στην διπλή έλικα του DNA 
[5]

. Ο προγραμματισμός του Cas9 μπορεί να 

γίνει είτε μέσω ενός διμερούς RNA το οποίο έχει παραχθεί από crRNA και tracrRNA, είτε ένα 

χιμαιρικό sgRNA (ενώνοντας τεχνητά τα δύο μόρια  RNA σε ένα sgRNA ) το οποίο μιμείται το 

διμερές RNA. Το Cas9 κόβει το DNA στο κομμάτι που είναι συμπληρωματικό με τις 20 περίπου 

βάσεις του gRNA και του προκαλεί μία δίκλωνη θραύση. Αυτή η βλάβη θα διορθωθεί από το 

κύτταρο μέσω του μηχανισμού σύνδεσης μη-ομόλογων άκρων (Non-Homologous End Joining: 

NHEJ) ή με σύνδεση ομόλογων άκρων (Homology directed repair: HDR). Κατά τη χρήση του 

CRISPR-Cas9 ως εργαλείο, προτιμότερη είναι η σύνδεση μη-ομόλογων άκρων καθώς εισάγει λάθη  

στο γονιδίωμα και βασικός στόχος όλης αυτής της διαδικασίας είναι οι αλλαγές στο γονιδίωμα του 

κυττάρου-στόχου. 

 

1.1.2. Εφαρμογές του CRISPR:   
 

Το CRISPR επιτρέπει στους ειδικούς να τροποποιούν εργαστηριακά τα γονίδια όλων των  

ζωικών και φυτικών οργανισμών και βελτιώνει τομείς όπως η υγεία και το περιβάλλον.  

Επιστήμονες σε όλο τον κόσμο έχουν αντιληφθεί τη χρησιμότητά του σε σύντομο χρονικό 

διάστημα και έχουν ξεκινήσει τα πειράματα για την θεραπεία γενετικών ασθενειών καθώς 

επίσης και την ανάπτυξη διάφορων εφαρμογών στην γεωργία. Για παράδειγμα ερευνητές στο 

Ηνωμένο Βασίλειο έχουν ξεκινήσει την εφαρμογή μεθόδων για την καταπολέμηση του 

καρκίνου. Συγκεκριμένα χρησιμοποιούν μία τεχνική για να μελετήσουν την βιολογία των 

εγκεφαλικών καρκινικών όγκων με σκοπό την εύρεση θεραπείας του 
[6]

. Επίσης τεράστιο 

επίτευγμα αποτέλεσε η επιτυχής αφαίρεση του HIV από τα ανθρώπινα ανοσοκύτταρα, η 

εξάλειψη του DNA του από ανθρώπινες εργαστηριακές καλλιέργειες και το γεγονός ότι 
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επόμενη έκθεση των κυττάρων στον ιό δεν προκαλεί καμία μόλυνση 
[7]

. Πολύ σημαντική 

είναι και η συνεισφορά του στην βελτίωση των εξωσωματικών γονιμοποιήσεων και την 

μείωση των αποβολών 
[8]

. Όσον αφορά το περιβάλλον Αμερικανοί επιστήμονες κατάφεραν 

να δημιουργήσουν μεταλλαγμένα κουνούπια, τα οποία όχι μόνο δεν μολύνονται από το 

παράσιτο της ελονοσίας αλλά και όταν αναπαράγονται μεταξύ τους μεταδίδουν κληρονομικά 

αυτή την αντοχή στους απογόνους τους 
[9]

. Επιπλέον με την επιτυχή παραγωγή της διπλάσιας 

ποσότητας πετρελαίου μέσω της επεξεργασίας του γονιδιώματος του θαλάσσιου οργανισμού 

φύκι θα πραγματοποιηθεί η παραγωγή βιοκαυσίμων και η ανάπτυξη εναλλακτικών πηγών 

ενέργειας [10]
. Τέλος στόχο αποτελεί η παραγωγή άσπορων φρούτων και λαχανικών που θα 

καλλιεργούνται εξολοκλήρου στα εργαστήρια και θα αποφεύγουν κακές περιβαλλοντικές 

συνθήκες όπως η ανεπαρκής επικονίαση 
[11]

. 

 

1.2. Τί είναι τα CRISPR screens  
 

Οι CRISPR-Cas9 screens είναι μία υψηλής απόδοσης συστηματική προσέγγιση για την 

ταυτοποίηση γονιδίων που εμπλέκονται σε μία βιολογική διαδικασία και μας παρέχουν την 

ευκαιρία να εξετάσουμε χιλιάδες γενετικές διαταραχές σε ένα μόνο πείραμα 
[12]

. Το CRISPR 

επιτρέπει την δημιουργία μεταλλάξεων σε μεγάλη κλίμακα και χρησιμοποιείται στις 

knockout screens, στις οποίες κάθε γονίδιο στοχεύεται από διάφορα sgRNAs 
[13]

.  

 
Για να κάνουμε screens χρειάζεται να εισάγουμε στα κύτταρα-στόχους βιβλιοθήκες που 

περιέχουν sgRNA (μέσω lentiviruses ή άλλους ρετροϊούς). Oι ιοί αυτοί ενσωματώνονται στο 

γονιδίωμά τους και το μαρκάρουν. Στην συνέχεια διεξάγουμε ένα τεστ διαχωρισμού των 

κυττάρων με βάση τον φαινότυπο που θα εξετασθεί. Tο ποιες διαταραχές οδήγησαν σε έναν 

συγκεκριμένο φαινότυπο καθορίζονται παίρνοντας την ακολουθία τους από το 

γονιδιωματικό DNA και υπολογίζοντας την αφθονία της κάθε διαταραχής  σε gRNAs 
[14]

. 

 

Η δημιουργία μιας βιβλιοθήκης επιτυγχάνεται με την παρακάτω διαδικασία:  

Τα gRNA ολιγονουκλεοτίδια συντίθενται ως μία γονιδιακή δεξαμενή (pool) και στη συνέχεια 

κλωνοποιούνται για να δημιουργήσουν μία βιβλιοθήκη πλασμιδίων η οποία χρησιμεύει στην 

παραγωγή των ιών 
[14]

. 

 

Υπάρχουν διαφορετικά είδη βιβλιοθηκών οι οποίες χρησιμοποιούνται σήμερα. Στην 

παρούσα πτυχιακή εργασία θα χρησιμοποιήσω σύνολα δεδομένων που προέρχονται από 

«Knockout» βιβλιοθήκες, όπως οι Whitehead [15], Brunello [16], Yusa [17], Toronto 

KnockOut
 [13]

, Avana 
[18]

, GeCko
 [19]

 κ.ά. Οι συγκεκριμένες βιβλιοθήκες περιέχουν μέχρι 10 

gRNAs ανά γονίδιο και το μήκος του κάθε gRNA κυμαίνεται από 19 μέχρι 20 βάσεις 
[20]

. 

 

Υπάρχουν 2 είδη screening. Το Positive selection screening και το Negative selection 

screening. Σε μία positive screen στόχος είναι η εύρεση των κυττάρων που επιβιώνουν με την 

πάροδο του χρόνου 
[14]

 μετά την εφαρμογή εξελικτικής πίεσης. Σε αυτά τα screens μόνο ένα 

μικρό ποσοστό επιβιώνει συνήθως, τα οποία στην συνέχεια συλλέγονται έτσι ώστε να βρεθεί 

το γονίδιο που στόχευαν. Σε μία negative screen στόχος είναι ο εντοπισμός των κυττάρων 

που δεν επιβίωσαν μετά τον μηχανισμό επιλογής 
[21]

. 
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Εικόνα 2: Positive και negative selection screens. Στην positive selection, την μόλυνση των 

κυττάρων με ρετροϊούς διαδέχεται η εφαρμογή της εξελικτικής πίεσης και η εύρεση των κυττάρων 

που επιβίωσαν καθ’ όλη την διαδικασία. Στην negative selection, μετά την μόλυνση των κυττάρων με 

ρετροϊούς ακολουθεί η αλληλούχιση νέας γενιάς (Next Generation Sequencing) στα κύτταρα που 

επιβίωσαν και η παραγωγή της λίστας με τα gRNA που δεν επιβίωσαν. 
 

Μετά την παραγωγή της sgRNA βιβλιοθήκης, τα κύτταρα προσβάλλονται με ιούς. Στόχος 

είναι ένα χαμηλό Multiplicity of Infection (MOI) έτσι ώστε να μειωθεί η πιθανότητα ένα 

κύτταρο να μολυνθεί από περισσότερα gRNAs τη φορά. Για αυτόν τον σκοπό 

χρησιμοποιείται μεγάλος αριθμός κυττάρων σε σχέση με τους ιούς. Οι ιοί μαζί με το sgRNA 

μεταφέρουν και ένα selection marker το οποίο χρησιμοποιείται στη συνέχεια για να γίνει 

αφαίρεση των κυττάρων που δεν έχουν gRNA. Ο marker μπορεί να είναι γονίδιο που 

δημιουργεί αντίσταση σε συγκεκριμένο χημικό μόριο ή φθορίζουσα πρωτεΐνη (fluorescent 

protein) που επιτρέπει τη συλλογή των κυττάρων με FACS sorting (Fluorescent-Activated 

Cell Sorting) 
[22]

. Τα κύτταρα που έχουν λάβει gRNA στη συνέχεια επωάζονται σε 

κατάλληλες συνθήκες για να πολλαπλασιαστούν 
[23]

. Τέλος, γίνεται σύγκριση της αφθονίας 

των gRNAs χρησιμοποιώντας στατιστικά τεστ για να εξακριβωθεί εάν τα κύτταρα που έχουν 

knockouts του κάθε γονιδίου έχουν αυξηθεί (enriched) ή έχουν μειωθεί (depleted) σε αριθμό.  

 

1.2.1. Essential (απαραίτητα) γονίδια 
 
Τα γονίδια αποτελούνται από αλληλουχίες βάσεων DNA και έχουν αποθηκευμένη μία 

συγκεκριμένη γενετική πληροφορία. Μερικά είναι σημαντικά για την επιβίωση ενός 

οργανισμού ενώ άλλα όχι. Αυτό οδηγεί στην δημιουργία δύο ομάδων γονιδίων, των essential 

(απαραίτητων) και non-essential (μη απαραίτητων). Τα essential (απαραίτητα) αναφέρονται 

στα θεμελιώδη γονίδια ενός κυττάρου τα οποία είναι κρίσιμα για την επιβίωσή του 
[24]

. 

Ωστόσο, αυτό εξαρτάται από τις συνθήκες που ζει ο οργανισμός. Για παράδειγμα,  ένα 

γονίδιο που απαιτείται για την πέψη του αμύλου είναι essential (απαραίτητο) εάν το άμυλο 

είναι η μόνη διαθέσιμη πηγή ενέργειας 
[25]

. Αντίθετα, τα non-essential (μη-απαραίτητα) δεν 

οδηγούν στο θάνατο του οργανισμού εάν αφαιρεθούν. Ακόμη μερικά γονίδια είναι 

απαραίτητα στην πλειοψηφία των κυτταρικών σειρών και είναι γνωστά ως “core essential” 

(π.χ. ριβοσώματα) ενώ άλλα μόνο σε κυτταρικές σειρές με συγκεκριμένο υπόβαθρο (π.χ. 

γενετικό ή ιστό) και ονομάζονται “context-dependent essential” (π.χ. το γονίδιο BRAF είναι 

Αναστασία Καμζόλα 
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essential στις κυτταρικές σειρές του μελανώματος, όπου υπάρχει η μεταλλαγμένη μορφή του 

(BRAFV600E) )
[26]

. 

 

1.2.2. Negative selection screens  
 

Οι Shalem O. και et. al. 
[27]

 χρησιμοποίησαν negative selection screens με σκοπό   να δουν 

την αποτελεσματικότητα της GeCKO βιβλιοθήκης στο να αναγνωρίζει essential 

(απαραίτητα) γονίδια στα καρκινικά κύτταρα και στα πολυδύναμα βλαστοκύτταρα. Η 

συγκεκριμένη βιβλιοθήκη χρησιμοποιήθηκε για να προσβάλει την ανθρώπινη κυτταρική 

σειρά μελανώματος Α375 και την ανθρώπινη σειρά βλαστικών κυττάρων HUES62, με 

MOI=0.3. Μετά από 14 μέρες από την προσβολή παρατήρησαν μία σημαντική μείωση στην 

ποικιλία των sgRNAs στα Α375 και HUES62 κύτταρα που είχαν επιβιώσει. Αυτό 

υποδεικνύει ότι τα περισσότερα από τα sgRNAs που είχαν μειωθεί στόχευαν essential 

(απαραίτητα) γονίδια, όπως ριβοσωμικά δομικά συστατικά.  

1.2.3. Positive selection screens 

 

Στην positive selection 
[27]

 στόχο αποτέλεσε η εύρεση εκείνων των γονιδίων των οποίων η 

απώλεια κάνει το κύτταρο ανθεκτικό στον «αναστολέα του BRAF» (protein kinase inhibitor 

vemurafenib -PLX) στο μελάνωμα, χρησιμοποιώντας όπως και στην negative selection την 

GeCKO βιβλιοθήκη. Η βεμουραφενίμπη (vemurafenib) είναι αναστολέας της BRAF μιας 

πρωτεΐνης που συμμετέχει στην ενεργοποίηση της κυτταρικής διαίρεσης 
[28]

. 

Η συνολικής 14 ημερών έκθεση των κυττάρων στο PLX οδήγησε στην αναστολή της 

ανάπτυξης των κυττάρων που έφεραν την V600E μετάλλαξη, ενώ αντίθετα μόνο για ένα 

μικρό ποσοστό γονιδίων πραγματοποιήθηκε ο πολλαπλασιασμός των sgRNAs που στόχευαν 

τα γονίδια ανθεκτικών στο συγκεκριμένο φάρμακο κυττάρων. Αυτό το μικρό υποσύνολο 

είναι και αυτό που έκανε το κύτταρο περισσότερο ανθεκτικό στο PLX. Συνολικά, από τα 

ανθεκτικά γονίδια, εντοπίστηκαν κάποια που ήταν ήδη γνωστό ότι αντέχουν στην έκθεση 

στο PLX, ενώ βρέθηκαν και αρκετά καινούργια. 

 

1.3. Η χρήση των CRISPR για την μελέτη των μονοπατιών κυτταρικής 

σηματοδότησης  
 
Κυτταρική σηματοδότηση ονομάζεται η διαδικασία με την οποία ένα σήμα αλληλεπιδρά με 

ειδικούς υποδοχείς των κυττάρων και οδηγεί σε κυτταρική απόκριση που εκφράζεται με 

μεταβολή χημικών διεργασιών. Είναι ζωτικής σημασίας για πολλές βιολογικές διαδικασίες, 

όπως η κυτταρική αύξηση και διαφοροποίηση, η απόπτωση κ.α. και επιτυγχάνεται μέσω των 

μονοπατιών κυτταρικής σηματοδότησης. Η μελέτη των μονοπατιών κυτταρικής 

σηματοδότησης είναι πολύ σημαντική γιατί  μπορεί να οδηγήσει στην εύρεση και εξάλειψη 

ενός πλήθους  ανθρώπινων ασθενειών. Συγκεκριμένα, τα ελαττώματα σε ένα σηματοδοτικό 

μονοπάτι συνδέονται με ένα πλήθος ανθρώπινων ασθενειών και η πλήρης κατανόηση τους 

μπορεί να οδηγήσει στην δημιουργία θεραπευτικών στόχων 
[6]

.  

 

Ένα πολύ καλό παράδειγμα αποτελεί η περίπτωση του μελανώματος αφού η BRAFV600E 

μετάλλαξη που το προκαλεί μπορεί να αποτελέσει στόχο καταστολέων φαρμάκων. Το BRAF 

είναι μία πρωτεΐνη η οποία βοηθά στην μετάδοση των χημικών σημάτων από το εξωτερικό 

του κυττάρου στον πυρήνα του. Αυτή η πρωτεΐνη είναι μέρος ενός σηματοδοτικού 
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μονοπατιού γνωστό και ως RAS/MAPK, το οποίο ρυθμίζει κυτταρικές λειτουργίες όπως 

αύξηση, διαφοροποίηση και απόπτωση [Εικόνα 3]. Το γονίδιο BRAF ανήκει σε μια 

κατηγορία γονιδίων γνωστά ως ογκογονίδια, τα οποία όταν υποστούν μετάλλαξη έχουν την 

τάση να μετατρέπουν τα υγιή κύτταρα σε καρκινικά. Αυτά τα φάρμακα λοιπόν 

παρεμποδίζουν το BRAF που έχει υποστεί μετάλλαξη από το να ενεργοποιήσει το υπόλοιπο 

μονοπάτι και με αυτόν τον τρόπο θεραπεύεται ο συγκεκριμένος τύπος καρκίνου 
[36].

 

 

Γενικότερα η διαδικασία της κυτταρικής σηματοδότησης είναι περίπλοκη καθώς σε αυτήν 

λαμβάνουν μέρος πολλές πρωτεΐνες και δημιουργούνται περίπλοκα δίκτυα και έτσι 

καθίσταται ακόμη πιο δύσκολη η συστηματική της ανάλυση από τους επιστήμονες. Οι 

πρώτες προσπάθειες που έγιναν γι’ αυτόν το σκοπό οδηγούσαν σε αποτελέσματα τα οποία 

δεν ήταν απόλυτα σωστά. Λύση σε αυτές τις δυσκολίες έδωσαν οι μελέτες των κυτταρικών 

δικτύων εφαρμόζοντας διαταραχές των γονιδίων με την τεχνολογία του CRISPR και των 

CRISPR screens. Με αυτόν τον τρόπο δίνονται με βεβαιότητα απαντήσεις σχετικά με το ποια 

γονίδια συνδέονται με αλλαγές στην κυτταρική σηματοδότηση 
[6]

.  

 

 

 

 

 

      
 
Εικόνα 3: Ενεργοποίηση του MAPK σηματοδοτικού μονοπατιού μέσω της BRAFV600E 

μετάλλαξης. (Α) Κυτταρική σηματοδότηση του μονοπατιού σε ένα υγιές κύτταρο. Το σήμα περνά 

μέσω των πρωτεϊνών στον πυρήνα και οδηγεί στην φυσιολογική ανάπτυξη και διαφοροποίηση του 

κυττάρου. (Β) Κύτταρο με μετάλλαξη στη BRAF πρωτεΐνη. Το μονοπάτι μετά την μετάλλαξη είναι 

πάντα ενεργοποιημένο και έχει σαν αποτέλεσμα την ανάπτυξη όγκου. (Γ) Αποτελέσματα της χρήσης 

καταστολέων φαρμάκων (vemurafenib). Οι καταστολείς παρεμποδίζουν την BRAF πρωτεΐνη από το 

να ενεργοποιήσει και το υπόλοιπο μονοπάτι και οδηγεί στην αναστολή του. 
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Αξιοσημείωτη είναι και η χρήση των CRISPR για την μελέτη της κυτταρικής 

σηματοδότησης χρησιμοποιώντας signaling reporters . Μέχρι στιγμής έχουν γίνει αρκετές 

τέτοιες προσπάθειες σε διάφορες κυτταρικές σειρές στις οποίες προστίθενται signaling 

reporters στα γονίδια, δηλαδή φθορίζουσες πρωτεΐνες ή δείκτες ανθεκτικοί στα αντιβιοτικά, 

που λειτουργούν σαν μοριακές «ετικέτες» για να γίνει αντιληπτή η λειτουργία που μας 

ενδιαφέρει. Χρησιμοποιώντας φθορίζουσες πρωτεΐνες μπορούν για παράδειγμα να 

ανιχνευθούν  αλλαγές στην κυτταρική σηματοδότηση μετά την χρήση κάποιου φαρμάκου 

που κάνει τα κύτταρα ανθεκτικά σε αυτό το φάρμακο. Από την άλλη μεριά, οι δείκτες που 

είναι ανθεκτικοί στα αντιβιοτικά βοηθούν στην εύρεση των γονιδίων που είναι ανθεκτικά σε 

κάποιο αντιβιοτικό και συνετέλεσαν στην αντοχή του κυττάρου σε αυτό το αντιβιοτικό και 

κατά συνέπεια στην ανάπτυξή του 
[29]

 . Τα κύτταρα που στοχεύουν γονίδια τα οποία 

συμβάλουν στην έκφραση των γονιδίων που έχουν «ετικέτες» απομονώνονται μέσω FACS 

sorting (Fluorescent-Activated Cell Sorting) τεχνικών 
[22] 

. 
                  

 

 

Πολλές μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει τις παραπάνω τεχνικές για να εντοπίσουν τα γονίδια 

που ελέγχουν την έκφραση ενός ή περισσότερων γονιδίων, ή οδών του κυτταρικού 

συστήματος σηματοδότησης. Παραδείγματος χάρη, η FACS τεχνική χρησιμοποιήθηκε για 

τον εντοπισμό των γονιδίων που είναι απαραίτητα για την ενεργοποίηση της έκφρασης ενός 

παράγοντα νέκρωσης όγκου, ο οποίος χρησιμοποιήθηκε σαν signaling reporter, υπό την 

διέγερση ενός λιποπολυσακχαρίτη 
[30]

. Ακόμη, χρήση αυτών των τεχνικών έκαναν και οι 

DeJesus R. et al. για να βρουν τους ρυθμιστές της SQSTM1 πρωτεΐνης υποβοηθούμενοι από 

την H4 κυτταρική σειρά του νευρογλιώματος η οποία εκφράζει την Cas9 πρωτεΐνη καθώς 

και ταγκαρισμένες με GFP  SQSTM1 πρωτεΐνες [31]. Επιπλέον, οι Pushupati GV et al. 

βρήκαν τους ρυθμιστές του Sonic Hedgehog μονοπατιού, το οποίο ρυθμίζει ένα μεγάλο 

πλήθος λειτουργιών κατά την διάρκεια της ανάπτυξης των ζώων , όχι όμως προσθέτοντας  

μία φθορίζουσα ουσία σε μία πρωτεΐνη, αλλά δημιουργώντας μία ολόκληρη κυτταρική σειρά 

που εκφράζει την φθορίζουσα ουσία 
[32]

. 

Τέλος, μεταξύ των υπολοίπων, εφαρμογή όλων των παραπάνω γίνεται και στην ομάδα του 

ΕΒΙ για την εύρεση γονιδίων που επηρεάζουν τα signaling pathways στις Α375 κυτταρικές 

σειρές του μελανώματος.   

 

1.4. Μελάνωμα  

 
Το μελάνωμα αποτελεί έναν από τους πιο σοβαρούς και επικίνδυνους τύπους καρκίνου του 

δέρματος καθώς προκαλεί το 75% περίπου όλων των θανάτων από καρκίνο του δέρματος. 

Αναπτύσσεται όταν τα μελανοκύτταρα, τα οποία είναι ειδικά κύτταρα που βρίσκονται στην 

επιδερμίδα και παράγουν μελανίνη, παύουν να είναι υγιή και πολλαπλασιάζονται 

ανεξέλεγκτα προκαλώντας την εμφάνιση καρκινικού όγκου 
[33]

.  

 

Κυρίαρχο ρόλο στην εμφάνισή του διαδραματίζει η υπεριώδης ακτινοβολία (UV), δηλαδή η 

έκθεση στο ηλιακό φως ή στο φως τεχνητού μαυρίσματος, η οποία καταστρέφει το DNA και 

δημιουργεί μεταλλάξεις που οδηγούν στον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό των κυττάρων του 

δέρματος. Συχνά, αυτά τα κύτταρα παράγουν καλοήθεις σπίλους, οι οποίοι μπορεί να 

εξελιχθούν σε κακοήθες μελάνωμα και να εξαπλωθούν και σε άλλα σημεία του σώματος. 

Επίσης σημαντική είναι και η γενετική προδιάθεση του κάθε ατόμου για την ανάπτυξη 

μελανώματος. Γενικά δεν αποτελεί μία κληρονομική νόσο καθώς στην πλειοψηφία των 

περιπτώσεων δεν υπάρχει οικογενειακό ιστορικό 
[34]

.  
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Μεταλλάξεις του γονιδίου BRAF (BRAFV600E) παρατηρούνται με μεγάλη συχνότητα στα 

μελανώματα (περίπου 50%) και ενοχοποιούνται για μεταστάσεις και σε άλλα όργανα π.χ. το 

ήπαρ. Γι’ αυτό και μία από τις κύριες εξετάσεις που πραγματοποιούνται για την διάγνωση 

του μελανώματος είναι η ανίχνευση της συγκεκριμένης μετάλλαξης (BRAFV600E) 

προκειμένου να ελεγχθεί η δυνατότητα θεραπείας με αναστολείς BRAF. Οι αναστολείς 

ελέγχουν τον καρκίνο, μπλοκάρουν την μετάστασή του σε άλλα όργανα και αυξάνουν 

δυνητικά την επιβίωση των ασθενών 
[35]

.  

 

Η έρευνα γύρω από το μελάνωμα διεξάγεται με εντατικούς ρυθμούς, προκειμένου να γίνουν 

περισσότερο κατανοητοί οι μηχανισμοί εξέλιξης της νόσου και να ανακαλυφθούν νέες 

θεραπευτικές μέθοδοι για την αντιμετώπισή του. Μεγάλη συμβολή σε αυτή την προσπάθεια 

έχει η χρήση της μεθόδου CRISPR καθώς μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να δημιουργηθούν 

ακριβή μοντέλα μελανώματος στο εργαστήριο. Συγκεκριμένα, οι ερευνητές χρησιμοποιούν 

αυτή την τεχνολογία για να εισάγουν μεταλλάξεις οι οποίες καθιστούν την Α375 κυτταρική 

σειρά του μελανώματος ανθεκτική σε συγκεκριμένα φάρμακα και για να δημιουργήσουν μία 

καινούργια κυτταρική σειρά ανθεκτική στους αναστολείς MEK και BRAF (MEK και BRAF 

inhibitors) ευαίσθητη σε θεραπείες που στοχεύουν γονίδια του Ras/Raf-MAPK signaling 

pathway, καθιστώντας την ιδανική για screening και αξιολόγηση νέων θεραπειών για το 

μελάνωμα 
[36]

. Επιπλέον, μία ακόμη ομάδα επιστημόνων με επικεφαλής τον Robert Judson 
[37]

, για να καταλάβουν το πώς σχηματίζεται το μελάνωμα, εισήγαγε σε υγιή ανθρώπινα 

δερματικά κύτταρα, χρησιμοποιώντας το CRISPR, τις ακολουθίες  DNA από ασθενείς με 

καρκίνο του δέρματος. Μια ενδιαφέρουσα παρατήρηση ήταν το γεγονός ότι οι όγκοι δεν 

δημιουργήθηκαν μόνο από μεταλλάξεις στο γονίδιο καταστολής όγκων CDKN2A όπως 

είχαν προβλέψει, αλλά και από την ενεργοποίηση του μεταγραφικού παράγοντα BRN2 ο 

οποίος οδήγησε τα επηρεασμένα κύτταρα να γίνουν επιρρεπή στο να εξαπλώνονται και σε 

άλλα μέρη του σώματος 
[38]

.   
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Κεφάλαιο 2: Στόχος και κίνητρα 
 

Η παρούσα πτυχιακή εργασία αποτελεί τμήμα ενός project που διεξάγεται στο European 

Bioinformatics Institute (EBI) στην ομάδα της Δρ Ευαγγελίας Πετσαλάκη από την 

μεταδιδάκτορα Sumana Sharma. Στο ευρύτερο project γίνεται χρήση των Α375 κυτταρικών 

σειρών για τον σχεδιασμό genome-wide loss-of-function screens για την εύρεση γονιδίων 

που επηρεάζουν τα σηματοδοτικά μονοπάτια και για το πώς αυτά αλλάζουν με την παρουσία 

φαρμάκων που κάνουν τα γονίδια ανθεκτικά. Μέχρι σήμερα υπάρχουν δεκάδες 

δημοσιευμένες μελέτες που έχουν χρησιμοποιήσει τις Α375 κυτταρικές σειρές για να 

εκτελέσουν CRISPR screens και να εντοπίσουν γονίδια, όμως δεν τα συνδέουν με τα 

μονοπάτια κυτταρικής σηματοδότησης  κάτι το οποίο επιδιώκει το project συνολικά. Με λίγα 

λόγια, η ομάδα έχει φτιάξει ένα reporter cell line για να μελετήσει τις αλλαγές που 

συμβαίνουν στην σηματοδότηση μετά την χρήση κάποιου φαρμάκου που κάνει το κύτταρο 

ανθεκτικό, με εφαρμογή στις κυτταρικές σειρές του μελανώματος 

 

Το project μου εστιάζει στην ανάλυση των CRISPR screens που έχουν διεξαχθεί στις Α375 

κυτταρικές σειρές του μελανώματος για την ανίχνευση απαραίτητων γονιδίων και γονιδίων 

υπευθύνων για ανθεκτικότητα σε φάρμακα. Η επιλογή των Α375 κυτταρικών σειρών δεν 

είναι τυχαία. Αντίθετα, είναι ένα ιδανικό σύστημα μοντέλου για την μελέτη του 
μελανώματος καθώς φέρουν μία μετάλλαξη στο BRAF γονίδιο (BRAFV600E) ίδια με αυτή 

του 50%-60% των ασθενών με μελάνωμα. Επιπλέον είναι δημοφιλείς εξαιτίας του ότι είναι 

πολύ εύκολο να μολυνθούν με λεντιϊούς και να καλλιεργηθούν σε μεγάλες ποσότητες. 

 

Στόχοι της πτυχιακής μου εργασίας: 
 

1. Ο εντοπισμός της καλύτερης βιβλιοθήκης για την εφαρμογή CRISPR screens στις 

A375 κυτταρικές σειρές. 

2.1. Η εύρεση των essential (απαραίτητων) γονιδίων στις A375 κυτταρικές σειρές και 

2.2. Η εύρεση των essential (απαραίτητων) γονιδίων σε μονοπάτια κυτταρικής 

σηματοδότησης που μας ενδιαφέρουν και σχετίζονται με το μελάνωμα.  

3. Η εύρεση των γονιδίων που προκαλούν αντίσταση στους αναστολείς MEK και     

BRAF. Αυτοί οι αναστολείς χρησιμοποιούνται συνήθως στο μελάνωμα. 

 

Απώτερος σκοπός είναι η χρήση όλων των παραπάνω ευρημάτων σαν αναφορά σε CRISPR 

screens που θα γίνουν από την ομάδα του EBI στο μέλλον.  
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Κεφάλαιο 3: Υλικά και Μέθοδοι 

3.1. Τα προγραμματισμένα βήματα της εργασίας μου είναι: 
 

1.1.Η εύρεση όλων των CRISPR screens που έχουν διεξαχθεί στις Α375 κυτταρικές 

σειρές του μελανώματος. 

1.2.Η εύρεση  των χαρακτηριστικών των sgRNA βιβλιοθηκών που έχουν χρησιμοποιηθεί 

σε κάθε μελέτη. 

2.1 Ο εντοπισμός των μελετών που έχουν σαν στόχο να βρουν τα essential (απαραίτητα) 

γονίδια στις Α375 κυτταρικές σειρές.  

2.2 Η εύρεση των γονιδίων που εμφανίζονται από κοινού σε διαφορετικές βιβλιοθήκες. 

2.3 Η αξιολόγηση των βιβλιοθηκών χρησιμοποιώντας ένα προκαθορισμένο set γνωστών 

απαραίτητων και μη απαραίτητων γονιδίων με στόχο να δούμε πόσο καλή είναι η 

μελέτη της ομάδας μας. 

3.1 Ο εντοπισμός των μελετών που έχουν εφαρμόσει drug screens στις Α375 κυτταρικές 

σειρές με μεγαλύτερο ενδιαφέρον σε αυτές που έχουν εστιάσει σε καταστολείς 

MAPK. 

3.2 Η εύρεση των καταστολέων κινασών που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την έρευνα και 

των γονιδίων που εντόπισαν, η αναζήτηση του εάν τα είδαμε και σε άλλες μελέτες 

και τέλος πόσο καλά σχετίζονται με τα hits που είχαμε εντοπίσει.  

 

Τα βήματα που ακολούθησα για την διεκπεραίωση της πτυχιακής μου εργασίας 

συνοψίζονται στο ακόλουθο διάγραμμα ροής (Εικόνα 4). 
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Εικόνα 4: Διάγραμμα ροής των βημάτων για την εκπόνησης της πτυχιακής εργασίας 

μου. 

 

 
 
 

Συλλογή δεδομένων από τις A375 
κυτταρικές σειρές σε μορφή raw read count 

αρχείων 
 

Χρήση λογισμικού MAGECK 

Ανάλυση της negative και 
positive  selection 

 

Οπτικοποίηση 
αποτελεσμάτων 
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3.2. Συλλογή δεδομένων  
 

Αρχικά, συγκέντρωσα δεδομένα από CRISPR screens, negative και positive, οι οποίες 

διεξήχθησαν στις Α375 κυτταρικές σειρές του μελανώματος. Η μορφή τους είναι read count 

αρχεία και υποδεικνύουν την σχετική αφθονία των sgRNA στην ακολουθία. 

 

 Η συλλογή τους έγινε μέσω της διαδικτυακής βάσης δεδομένων GenomeCRISPR 
[39]

, η 

οποία περιέχει δεδομένα για περίπου 700,000 sgRNAs τα οποία χρησιμοποιήθηκαν σε 

περίπου 500 διαφορετικά πειράματα 421 διαφορετικών ανθρώπινων κυτταρικών σειρών. Τα 

συγκεκριμένα χρησιμοποίησαν τις βιβλιοθήκες GeCKO_V1, GeCKO_V2 και Avana. 

Επιπλέον υλικό βρήκα και στο paper των (Li W et al., 2014) 
[40]

 οι οποίοι χρησιμοποίησαν 

την GeCKO_V1 βιβλιοθήκη. Τέλος πολύτιμα ήταν και τα δεδομένα που μου δόθηκαν από 

τον διδάκτορα John Doench 
[41]

 για τις βιβλιοθήκες Brunello_V1, Brunello_V2 και τα 

αδημοσίευτα μέχρι στιγμής δεδομένα της μεταδιδάκτορος Sumana Sharma από την Yusa_V1 

βιβλιοθήκη. 

 

Συνολικά το υλικό αφορά 43 μελέτες. 21 μελέτες negative selection οι οποίες 

χρησιμοποίησαν 5 βιβλιοθήκες gRNA (Brunello_V1, Brunello_V2, GeCKO_V1, 

GeCKO_V2, Yusa_V1) και 22 positive selection που έκαναν χρήση 4 βιβλιοθηκών 

(Yusa_V1, Brunello, GeCKO_V1, GeCKO_V2) (Πίνακας 1). 

 
 

 

Βιβλιοθήκη Αριθμός 

γονιδίων 

Αριθμός 

gRNAs 

Μήκος 

των 

gRNA 

(σε 

βάσεις) 

Μελέτες ανά 

βιβλιοθήκη 

(negative 

selection) 

Μελέτες ανά 

βιβλιοθήκη 

(positive 

selection) 

Παραπομπή 

(PubMedID) 

Brunello 19114 77441 20 - 6 26780180 

Brunello_v1 19114 77442 20 2 - 26780180 

Brunello_v2 19114 77442 20 3 - 26780180 

GeCKO_v1 18080 64751 20 8 10 25075903 

GeCKO_v2 19050 123411 20 4 2 25075903 

Yusa_v1 18010 90709 19 4 4 27760321 

Σύνολο    21 22  

 

Πίνακας 1: CRISPR-Cas9 sgRNA βιβλιοθήκες με κάποια χαρακτηριστικά τους. Σχεδόν 

κάθε βιβλιοθήκη περιέχει διαφορετικό αριθμό γονιδίων και gRNA. Το μήκος των gRNA 

είναι 20 βάσεις εκτός από την βιβλιοθήκη Yusa_v1 στην οποία είναι 19 εξαιτίας του ότι η 

ακολουθία ξεκινάει πάντα με το γράμμα G και συνεχίζει με τις υπόλοιπες 19 θέσεις να 

διαφέρουν πάντα. Έχει αποδειχθεί ότι αυτή η διαφοροποίηση έγκειται στο ότι το G στην 

αρχή κάνει το σύστημα περισσότερο αποδοτικό.  

 

Επιπλέον, για την ανάλυση των δεδομένων μου χρειάστηκα και υλικό που αφορούσε ένα 

προκαθορισμένο σύνολο ήδη γνωστών essential (απαραίτητων, 684 συνολικά) και non-

essential (μη-απαραίτητων, 927 συνολικά) γονιδίων,  το οποίο βρήκα στη δημοσίευση των 

Hart et al. 
[42]

. Τέλος, χρησιμοποίησα τη δυαδικτιακή βάση δεδομένων KEGG 
[43] 

για να βρω  

γονίδια του MAPK pathway (217 συνολικά), του TGF beta (86 συνολικά), του  MTOR (52 

συνολικά) και του MELANOMA (71 συνολικά) (Όλα τα γονίδια που αναφέρονται  

παραπάνω βρίσκονται στο Παράρτημα). 
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3.3. ΜΕΘΟΔΟΙ/Επεξεργασία δεδομένων 

 
Αφού πρώτα συνέλλεξα όλα τα δεδομένα των negative και positive selection μελετών και τα 

έβαλα σε ξεχωριστά comma-separated values (.csv) αρχεία για την ευκολότερη προσπέλασή 

τους (Κώδικας 1), προχώρησα στην ανάλυσή τους με το στατιστικό πακέτο MAGeCK 
[40]

 

(έκδοση v0.5.7).  

 

3.3.2 ΛΙΓΑ ΛΟΓΙΑ ΓΙΑ ΤΟ MAGeCK  
 

Το MAGeCK (Model-based Analysis of Genome-wide CRISPR/Cas9 knockout) 
[40]

 αποτελεί 

ένα χρήσιμο εργαλείο για την επεξεργασία των δεδομένων που έχουν προκύψει από 

CRISPR/Cas9 knockout screens. Αναγνωρίζει ταυτόχρονα τα θετικώς και αρνητικώς 

επιλεγμένα γονίδια (positively and negatively selected genes) και αφότου κάνει την σύγκριση 

του δείγματος ελέγχου με το δείγμα μετά το πείραμα (comparing treatments with controls) 

εντοπίζει τα σημαντικά για το κύτταρο γονίδια και μονοπάτια. 

 

  Ο αλγόριθμός του αποτελείται από τέσσερα βήματα: 

1. Την κανονικοποίηση των read count δεδομένων. 

2. Την εφαρμογή Negative Bionomial (NB) μοντέλου για την σύγκριση του πλήθους 

των sgRNA μεταξύ του αρχικού δείγματος με αυτού μετά το πείραμα. 

3. Τον υπολογισμό των p-value των sgRNA και την ταξινόμηση τους με βάση αυτό. 

4. Την χρήση α-Robust Ranking Aggregation (α-RRA) αλγορίθμου για την εύρεση 

γονιδίων που έχουν εμπλουτιστεί είτε θετικά είτε αρνητικά. Αυτός ο αλγόριθμος 

θεωρεί ότι εάν ένα γονίδιο δεν έχει καμία επίδραση στην εφαρμογή εξελικτικής 

πίεσης (selection), τότε τα sgRNA που στοχεύουν αυτό το γονίδιο είναι ομοιόμορφα 

κατανεμημένα στην λίστα που περιέχει όλα τα γονίδια (Εικόνα 4). 

 
 

       
     

Εικόνα 5: Αναγνώριση των essential γονιδίων με βάση το p-value και τον α-RRA 

αλγόριθμο 

Το MAGeCK δέχεται σαν είσοδο raw read counts αρχεία της μορφής .csv ή .txt και τα 

επεξεργάζεται μέσω του command line (Εικόνα 6). Η εντολή έχει συγκεκριμένη μορφή και 

κάθε φορά παραλλάσσεται ανάλογα με τα χαρακτηριστικά του εκάστοτε αρχείου (π.χ. 

όνομα).  
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Εικόνα 6: Παράδειγμα χρήσης του προγράμματος MAGeCK για την επεξεργασία της 

μελέτης με pubmed id 24336571. Η εκτέλεση κάθε εντολής γίνεται μέσω του command 

line. 

Το αποτέλεσμα αυτής της επεξεργασίας είναι 9 αρχεία από τα οποία για την μετέπειτα 

ανάλυση μέσω της R χρησιμοποιώ κυρίως το .gene_summary.txt αρχείο (Εικόνα 7). 

Ενδεικτικά αξίζει να αναφέρω ότι σε περίπτωση που θέλουμε να δούμε κάποιον από τους 

κώδικές μας μπορούμε να ανατρέξουμε στο αρχείο με κατάληξη .log (Εικόνα 7).  

 
 

 
Εικόνα 7: Έξοδος του MAGeCK. Σε κάθε περίπτωση έξοδος του προγράμματος είναι τα 9 

αρχεία που φαίνονται στο δεξί μέρος της εικόνας. 
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Το .gene_summary.txt αρχείο περιέχει πληροφορίες σχετικές με την negative selection και 

την positive selection (Εικόνα 8). 

 

 
 

Εικόνα 8:  Παράδειγμα .gene_summary.txt αρχείου. Κάθε τέτοιο αρχείο αποτελείται από 

δεδομένα που αφορούν την ανάλυση και της negative (στήλες C,D,E,F,G,H) και της positive 

(I,J,K,L,M,N) selection.  

 

Μέθοδοι/Επεξεργασία δεδομένων  (συνέχεια) 

 

Αρχικά υπολόγισα τα hits. Στην πράξη, τα hits είναι τα γονίδια που η τιμή του positive και 

negative fdr τους βρίσκεται εντός ενός δεδομένου κατωφλίου (π.χ. <0,25). Για κάθε ανάλυση 

που γίνεται με το MAGeCK παίρνω σαν αποτέλεσμα ποια γονίδια είναι θετικά ή αρνητικά 

εμπλουτισμένα. Για να δω εάν ένα γονίδιο είναι θετικά εμπλουτισμένο κοιτάζω την τιμή 

pos.fdr ενώ για το αρνητικά εμπλουτισμένο την neg.fdr.  

Στην συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποίησα σαν κατώφλι FDR<0.25. 

 

Στην συνέχεια διαχώρισα τα δεδομένα των negative από αυτά των positive μελετών 

(.gene_summary αρχεία) και χρησιμοποιώντας την γλώσσα προγραμματισμού R ( έκδοση 

3.5.2.) προχώρησα στην μετέπειτα ανάλυσή τους για την κατασκευή σχημάτων και 

διαγραμμάτων για την οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων. Αυτός ο διαχωρισμός ήταν 

απαραίτητος εξαιτίας του ότι το σύνολο των negative μελετών θα χρησιμοποιηθεί για την 

εξαγωγή διαφορετικών αποτελεσμάτων/συμπερασμάτων από αυτό των positive. 
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3.4.1. Ανάλυση των negative selection screens 
 

Για την negative selection χρησιμοποιήθηκαν οι βιβλιοθήκες που φαίνονται στον Πίνακα 2.    

 
 Α Β 

1 Μελέτη Βιβλιοθήκη 

2 Study_4_Day21 GeCKO_V2 

3 Study_3_ Day21 GeCKO_V2 

4 Study_2_ Day21 GeCKO_V2 

5 Study_1_ Day21 GeCKO_V2 

6 Study_plasmidDay7R2 GeCKO_V1 

7 Study_ plasmidDay7R1 GeCKO_V1 

8 Study_ plasmidDay14R2 GeCKO_V1 

9 Study_ plasmidDay14R1 GeCKO_V1 

10 Study_2_Day7 GeCKO_V1 

11 Study_2_Day14 GeCKO_V1 

12 Study_1_Day7 GeCKO_V1 

13 Study_1_Day14 GeCKO_V1 

14 original_tracr_rep2 Brunello_V1 

15 original_tracr_rep1 Brunello_V1 

16 modified_tracr_rep3 Brunello_V2 

17 modified_tracr_rep2 Brunello_V2 

18 modified_tracr_rep1 Brunello_V2 

19 Day9_A375_WT_Dropout Yusa_V1 

20 Day9_A375_MAPK_dropout Yusa_V1 

21 Day7_A375_WT_Dropout Yusa_V1 

22 Day18_A375_MAPK_dropout Yusa_V1 

23   

24   

       
Πίνακας 2: Μελέτες ανά βιβλιοθήκη στην negative selection. Στην στήλη Α 

παρουσιάζεται η κάθε μελέτη και στην στήλη Β η αντίστοιχη βιβλιοθήκη της. Τα δεδομένα 

αφορούν την negative selection.  

Αρχικά, ξεκίνησα με την αξιολόγηση της απόδοσης κάθε βιβλιοθήκης στο να αναγνωρίζει τα 

γνωστά essential και non-essential genes (απαραίτητα και μη-απαραίτητα γονίδια). 

Χρησιμοποίησα μία προκαθορισμένη λίστα γνωστών απαραίτητων και μη-απαραίτητων 

γονιδίων (684 απαραίτητων και 927 μη-απαραίτητων) 
[42]

, την συνέκρινα με τα γονίδια των 

μελετών που συγκέντρωσα και έφτιαξα διαγράμματα πυκνότητας (density plots) για την 

οπτικοποίησή τους. (Κώδικας 2).  

 

Επίσης έφτιαξα ROC καμπύλες (ROC curves) και υπολόγισα την περιοχή κάτω από κάθε μία 

καμπύλη (Area Under the Curve) για να επαληθεύσω τα αποτελέσματά μου (Κώδικας 4, 

Εικόνα 9). 

 

Στη συνέχεια, μέσω των FDR που είχα ήδη υπολογίσει, βρήκα τα εμπλουτισμένα μονοπάτια 

που βρίσκονται τα γονίδια που ήδη υπολόγισα σαν hits. Στην ουσία, αυτά τα μονοπάτια 

περιέχουν τα απαραίτητα γονίδια που βρήκα.  
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Έπειτα, έκανα ανάλυση εμπλουτισμού (pathway enrichment analysis) με την χρήση του 

στατιστικού πακέτου «Enrichr» της R 
[44]

 και της διαδικτυακής βάσης δεδομένων 

KEGG_2016
[43]

,προσπελάσιμη μέσω του ακόλουθου συνδέσμου: 

https://www.genome.jp/kegg/ . Στην KEGG βρίσκονται όλα τα σηματοδοτικά μονοπάτια που 

θέλω να δω εάν είναι εμπλουτισμένα. Χρησιμοποιώντας αυτή τη βάση δεδομένων εντόπισα 

τα κύρια μονοπάτια που είχαν αφαιρεθεί από το screen λόγω εξελικτικής επιλογής. (Κώδικας 

2).  

 

Τέλος, για να αξιολογήσω τα essential γονίδια των A375 κυτταρικών σειρών, ξέροντας την 

εξάρτηση τους από τα MAPK pathways, κοίταξα στα συγκεκριμένα pathways για να βρω τις 

εξαρτήσεις. Χρησιμοποιώντας την KEGG_2016 βάση δεδομένων βρήκα τα γονίδια που 

εμπλέκονται στο MAPK pathway (217 γονίδια συνολικά) (Παράρτημα) και έπειτα διέκρινα 

αυτά που εμφανίζονται σε τουλάχιστον μία μελέτη και έφτιαξα heatmaps. (Κώδικας 3, 

Εικόνα 12). 

 

Την ίδια διαδικασία ακολούθησα και για άλλα ενδιαφέροντα σηματοδοτικά μονοπάτια, τα 

MTOR, TGFbeta και MELANOMA (Κώδικας 6, 7, 8, Εικόνα 14,15,16).  

 

Συγκεκριμένα, αφού χώρισα το αρχείο Interesting pathways (Παράρτημα) σε 3 διαφορετικά 

αρχεία(KEGG_TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY.csv,KEGG_MTOR_SIGNALING_

PATHWAY.csv, KEGG_MELANOMA.csv) με τα γονίδια που συμμετέχουν σε κάθε 

μονοπάτι (MTOR, TGF beta και Melanoma) προχώρησα σε περεταίρω επεξεργασία για το 

καθένα.  

 

Αρχικά για το αρχείο KEGG_TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY.csv έφτιαξα ένα 

βοηθητικό αρχείο με όνομα Identified_KEGG_TGF_BETA_all με όλα τα γνωστά γονίδια 

από τις 21 μελέτες που το ID τους αντιστοιχίζεται με αυτό των γονιδίων από το 

KEGG_TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY.csv αρχείο. Στην συνέχεια χώρισα σε 

κατηγορίες τα γονίδια ανάλογα με το fdr τους. Με αυτό τον τρόπο ξέρω ποια από τα γονίδια 

είναι σημαντικά και πόσο. Αφαίρεσα τα γονίδια που ανήκαν στην κατηγορία D και 

εμφανίζονταν σε παραπάνω από 20 μελέτες και τέλος έφτιαξα τον heatmap χάρτη για την 

απεικόνιση τους (Κώδικας 6, Εικόνα 17,18). 

 
Την παραπάνω διαδικασία ακολούθησα και για τα άλλα 2 μονοπάτια με την διαφορά ότι 

κάθε φορά άλλαζα τα αντίστοιχα ονόματα των φακέλων (Κώδικας 7,8). 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

https://www.genome.jp/kegg/


34 
 

3.4.2. Ανάλυση των positive selection screens 

 

 

Για την positive selection χρησιμοποιήθηκαν οι βιβλιοθήκες που φαίνονται στον  Πίνακα 3.   

 

 Α Β 

1 Μελέτη Βιβλιοθήκη 

2 Study_4_GeCKOv1_lentiguide GeCKO_V1 

3 Study_3_GeCKOv1_lentiguide GeCKO_V1 

4 Study_2_lentiCRISPRv2 Brunello 

5 Study_2_lentiCRISPRv1 Brunello 

6 Study_2_GeCKOv2lentiguide GeCKO_V2 

7 Study_2_GeCKOv1_lentiguide GeCKO_V1 

8 Study_2_Avana_lentiguide Avana 

9 Study_1_lentiCRISPRv2 Brunello 

10 Study_1_lentiCRISPRv1 Brunello 

11 Study_1_GeCKOv2lentiguide GeCKO_V2 

12 Study_1_GeCKOv1_lentiguide GeCKO_V1 

13 Study_1_Avana_lentiguide Avana 

14 Study_Day7 GeCKO_V1 

15 Study_Day14 GeCKO_V1 

16 Study_2_Day7 GeCKO_V1 

17 Study_2_Day14 GeCKO_V1 

18 Study_1_Day7 GeCKO_V1 

19 Study_1_Day14 GeCKO_V1 

20 Day27_A375_MAPK_Resistant_count Yusa_V1 

21 Day25_A375_WT_Trametinib_treated Yusa_V1 

22 Day24_A375_WT_Trametinib_treated Yusa_V1 

23 Day18_A375_MAPK_trametinib_treated Yusa_V1 

24   

 

Πίνακας 3: Μελέτες ανά βιβλιοθήκη στην positive selection. Στην στήλη Α παρουσιάζεται 

η κάθε μελέτη και στην στήλη Β η αντίστοιχη βιβλιοθήκη της. Τα δεδομένα αφορούν την 

positive selection  

Έχοντας ως δεδομένα τα γονίδια από τις μελέτες και την λίστα με τα γονίδια του MAPK 

pathway βρήκα τα γονίδια που είναι κοινά και στις δύο λίστες. Έπειτα τα κατέταξα σε 

κατηγορίες ανάλογα με το FDR τους και το σε πόσες μελέτες εμφανίζεται το καθένα. Σαν 

έξοδο πήρα ένα αρχείο που περιέχει τα γονίδια, την κατηγορία fdr, την μελέτη και την 

συχνότητα που εμφανίζεται το κάθε γονίδιο. Αυτό το χρησιμοποίησα για να φτιάξω 

heatmaps (Κώδικας 10). Επιπλέον, ξέροντας κάποια γονίδια που είναι ήδη γνωστά στο να 

προσφέρουν ανθεκτικότητα, έφτιαξα έναν ακόμη heatmap χωρίς αυτά (Κώδικας 10). 

 

Τα αποτελέσματα όλων των παραπάνω διαδικασιών επεξηγούνται στο επόμενο κεφάλαιο. 
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Κεφάλαιο 4: Αποτελέσματα 

 

4.1. Αποτελέσματα της ανάλυσης των negative selection screens στις Α375 

κυτταρικές σειρές του μελανώματος: 

    

α)Αξιολόγηση της απόδοσης κάθε βιβλιοθήκης στο να αναγνωρίζει γνωστά essential και 

non-essential (απαραίτητα και μη-απαραίτητα) γονίδια  

 

Δεδομένης της λίστας με τα γονίδια από τις μελέτες που συνέλεξα και των γνωστών essential 

και non-essential γονιδίων (απαραίτητων και μη-απαραίτητων), έφτιαξα διαγράμματα 

πυκνότητας και καμπύλες ROC, προκειμένου να οπτικοποιήσω την απόδοση της κάθε 

βιβλιοθήκης στο να διαχωρίζει τις 2 κατηγορίες γονιδίων.  

  

Σε κάθε ένα από τα 21 διαφορετικά διαγράμματα πυκνότητας (Εικόνα 9) παρατηρούμε την 

απόδοση της κάθε βιβλιοθήκης μέσω των μετατοπίσεων των καμπυλών. Στον άξονα x 

απεικονίζεται το log2FC (Fold Change) το οποίο περιγράφει το πόσο έχει διαφοροποιηθεί το 

control (δηλαδή τα δεδομένα πριν το πείραμα) από το treatment (δηλαδή τα δεδομένα μετά 

το πέρας του πειράματος). Όσο μεγαλύτερη είναι η τιμή του log2FC τόσο μεγαλύτερη είναι 

και η αλλαγή του. Στον άξονα y φαίνεται η πυκνότητα. 

 

Γενικά στα διαγράμματα πυκνότητας προσδοκούμε μεγάλη μετατόπιση της καμπύλης προς 

τα αριστερά. Στα διαγράμματά μου καλύτερες είναι οι περιπτώσεις στις οποίες οι γραφικές 

παραστάσεις των essential γονιδίων είναι κατά πολύ μετατοπισμένες προς τα αριστερά σε 

σχέση με αυτές των μη essential. Αυτό φαίνεται να είναι έντονο στις περιπτώσεις των Yusa 

v1 και Brunello βιβλιοθηκών. Έτσι, οι μελέτες που έκαναν χρήση της Yusa v1 και Brunello 

βιβλιοθήκης είναι καλύτερες καθώς η μετατόπιση των 2 παραστάσεων είναι μεγαλύτερη και 

η επικάλυψή τους ελάχιστη. Χειρότερες φαίνονται να είναι οι παραστάσεις των Gecko v1 και 

Gecko v2 βιβλιοθηκών για τον αντίθετο λόγο. 
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Εικόνα 9: Διαγράμματα πυκνότητας για την απεικόνιση των αποτελεσμάτων ανά 

μελέτη και βιβλιοθήκη. Καλύτερες είναι οι περιπτώσεις στις οποίες η μετατόπιση των 

καμπυλών για τα non-essential γονίδια είναι όσο το δυνατόν πιο αριστερά από αυτές των 

essential και οι επικαλύψεις οι μικρότερες δυνατές. 

Οι καμπύλες ROC είναι καμπύλες πιθανότητας οι οποίες υποδηλώνουν το πόσο καλό είναι 

ένα μοντέλο στο να διαχωρίζει δύο πράγματα, στην δική μας περίπτωση πόσο καλή είναι μία 

βιβλιοθήκη στο να κατατάσσει τα essential (απαραίτητα) γονίδια ως essential και τα non-

essential (μη απαραίτητα) ως  non-essential. Πολύ χρήσιμος είναι και ο υπολογισμός του 

εμβαδού κάτω από την καμπύλη (Area Under the Curve-AUC) καθώς εκφράζει το πόσο 

επιτυχημένη είναι η δοκιμασία. Οι τιμές του κυμαίνονται από 0 έως 1, με καλύτερη 

περίπτωση την AUC=1 που ισοδυναμεί με μία απόλυτα επιτυχημένη πρόβλεψη, και 

χειρότερη την AUC=0.   

 

Στην περίπτωση μου, οι καμπύλες ROC χρησιμοποιήθηκαν για την ποσοτικοποίηση των 

μετρήσεων και μέσω των αντίστοιχων περιοχών κάτω από τις καμπύλες (Area Under the 

Curve-AUC) που υπολόγισα για κάθε μία βιβλιοθήκη ξεχωριστά, έγινε ξεκάθαρη το ποια 

βιβλιοθήκη είναι καλύτερη και ποια χειρότερη (Εικόνα 10). Συγκεκριμένα,  καλύτερες είναι 

οι Yusa_v1 και Brunello βιβλιοθήκeς, ενώ για ακόμη μία φορά χειρότερη είναι η GeCKO_v1 

αφού είναι αυτή με το μικρότερο AUC. Επειδή η GeCKO V1 κρίθηκε ως χειρότερη 

βιβλιοθήκη κρίθηκε απαραίτητο να αφαιρεθεί από την συνέχεια της ανάλυσης. 
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Εικόνα 10: Καμπύλες ROC  για την οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων ανά μελέτη και 

βιβλιοθήκη. Καλύτερες είναι οι περιπτώσεις στις οποίες η περιοχή κάτω από την καμπύλη 

είναι μεγαλύτερη.  

 

β)Αξιολόγηση της απόδοσης κάθε βιβλιοθήκης στο να αναγνωρίζει τα γνωστά essential 

μονοπάτια (pathways)  

 

Για την εύρεση των μονοπατιών βασίστηκα στο fdr που υπολόγισα και για την οπτικοποίηση 

των αποτελεσμάτων έφτιαξα heatmaps (Εικόνα 10). Στον οριζόντιο άξονα αναπαριστώνται 

τα σηματοδοτικά μονοπάτια που περιέχουν τα περισσότερο απαραίτητα γονίδια από τις Α375 

κυτταρικές σειρές του μελανώματος. Στον άξονα χ απεικονίζονται τα pathways που έχουν 

εντοπιστεί σε περισσότερες από μία μελέτες, ενώ στον άξονα y οι μελέτες που είχα στην 

διάθεση μου. Κάθε τιμή μπορεί να πάρει μία απόχρωση του μπλε ή λευκού, ανάλογα με την 

τιμή του FDR που υπολόγισα. Εδώ θέλουμε το κάθε κουτί να είσαι όσο το δυνατόν 

περισσότερο σκούρο μπλε, έτσι ώστε να έχουμε τα βέλτιστα αποτελέσματα. 

 

Όλες οι μελέτες έχουν εντοπίσει τα γνωστά essential μονοπάτια στον βέλτιστο βαθμό. Τα 

συγκεκριμένα αποτελέσματα είναι αναμενόμενα λόγω των διαγραμμάτων πυκνότητας 

(Εικόνα 9) και της ROC καμπύλης (Εικόνα 10), τα οποία ανέδειξαν και αυτά την Yusa ως 

την καλύτερη βιβλιοθήκη. Ουσιαστικά οι heatmaps χρησιμοποιήθηκαν ως μία επαλήθευση 

του προηγούμενου σταδίου. 
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Εικόνα 11: Heatmaps για την οπτικοποίηση της απόδοσης των βιβλιοθηκών.  

 

γ)Εύρεση των essential γονιδίων στις Α375 κυτταρικές σειρές. 

 

Γνωρίζοντας ότι τα γονίδια των Α375 είναι εξαρτημένα στο MAPK σηματοδοτικό μονοπάτι, 

έψαξα σε αυτό για να βρω τις εξαρτήσεις (Εικόνα 11). Επίσης, την ίδια αναζήτηση έκανα και 

στα μονοπάτια κυτταρικής σηματοδότησης MTOR, TGF beta και ‘Melanoma’ για να 

εντοπίσω και εκεί αν υπάρχουν essential γονίδια. Τα αποτελέσματα της αναζήτησης 

φαίνονται στους παρακάτω heatmaps (Εικόνες 12,13,14). Στον οριζόντιο άξονα 

αναπαριστώντα τα γονίδια που έχουν εμφανιστεί σε τουλάχιστον μία μελέτη και ανάλογα με 

το FDR τους πόσο σημαντικά είναι για κάθε μελέτη. 

 
Στην (Εικόνα 11) βλέπουμε μέσω του heatmap τα γονίδια που είναι απαραίτητα στο ΜΑΡΚ 

μονοπάτι. Το BRAF γονίδιο είναι hit στις περισσότερες μελέτες. Αυτό είναι αναμενόμενο 

επειδή τα κύτταρα έχουν μετάλλαξη σε αυτό και εξαρτώνται από αυτό. Αντίθετα, γονίδια 

όπως τo MYC μπορεί να έχουν εντοπιστεί σε πολλές μελέτες αλλά δεν λαμβάνονται υπόψη 

γιατί ανήκουν στην κατηγορία των “Core-essential”, δηλαδή των γονιδίων που είναι 

σημαντικά για όλα τα κύτταρα και όχι μόνο στα κύτταρα με το μεταλλαγμένο  BRAF. 

Επιπλέον, εντοπίστηκε και ένα σύνολο άλλων γονιδίων όπως τα MAP2K1, MAPK1, SRF τα 

οποία είναι essential (Εικόνα 12). 
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Εικόνα 12: Γονίδια του MAPK σηματοδοτικού μονοπατιού τα οποία είναι απαραίτητα  

στην Α375 κυτταρική σειρά του μελανώματος. 

 

 
Εικόνα 13: Essential γονίδια στο MAPK σηματοδοτικό μονοπάτι (τονισμένα με γαλάζιο 

χρώμα) 
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Στο MAPK (Εικόνα 12) και TGF beta pathway (Εικόνα 14) έχουν εντοπιστεί πολλά κοινά 

γονίδια ως essential. Τα MYC και RBX1 γονίδια είναι core-essential και τα RHOA έχουν 

εντοπιστεί να είναι essential και σε άλλες κυτταρικές σειρές καρκίνου του δέρματος. 

Στο MAPK (Εικόνα 12) και MTOR pathway (Εικόνα 15) και πάλι υπάρχουν επικαλύψεις, 

δηλαδή κοινά γονίδια, π.χ. τα BRAF, MAPK1. 

Στο MAPK (Εικόνα 11) και Melanoma pathway (Εικόνα 16) εμφανίζονται επικαλύψεις στα 

γονίδια BRAF, MAP2K1 κ.α.  

 

Οι 3 heatmaps εμφανίζονται στις παρακάτω εικόνες (Εικόνα 14, 15, 16).   
 

 
 

Εικόνα 14: Heatmap για το TGF beta σηματοδοτικό μονοπάτι.  

 

 
 

Εικόνα 15: Heatmap για το MTOR σηματοδοτικό μονοπάτι. Τα γονίδια που είναι 

γραμμένα με μπλε χρώμα ανήκουν στην κατηγορία των “essential” στην Α375 κυτταρική 

σειρά του μελανώματος. 
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Εικόνα 16: Heatmap για το Μelanoma σηματοδοτικό μονοπάτι. 

 

 

 

4.2. Αποτελέσματα των positive selection screens στις Α375 κυτταρικές σειρές 

του μελανώματος. 
 

Εύρεση των γονιδίων που είναι ανθεκτικά στους MEK και BRAF αναστολείς. 

 

Οι heatmaps που πήρα σαν αποτέλεσμα (Εικόνα 17, Εικόνα 18) έχουν στον άξονα x τα 

γονίδια που προσφέρουν ανθεκτικότητα και στον άξονα y τις μελέτες. Το χρώμα που είναι 

ζωγραφισμένο το κάθε κουτάκι συμβολίζει την κατηγορία που ανήκει το κάθε γονίδιο 

ανάλογα με το fdr. Όσο περισσότερο σκούρο είναι το κάθε κουτάκι τόσο πιο σημαντικό 

γονίδιο περιέχει. 

Η Εικόνα 17 έχει όλα τα γονίδια, συμπεριλαμβανομένων εκείνων που ανακαλύψαμε στο 

εργαστήριο από τα δικά μας πειράματα, ενώ από την Εικόνα 18 έχουν αφαιρεθεί αυτά που 

ξέραμε εκ των προτέρων από προηγούμενες μελέτες 
[27] 

ότι προσφέρουν ανθεκτικότητα στο 

κύτταρο (Παράρτημα).  
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Εικόνα 17: Heatmap με όλα τα γονίδια (γνωστά και μη) που είναι ανθεκτικά στους 

MEK και BRAF αναστολείς. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Εικόνα 18: Heatmap μετά την αφαίρεση των γνωστών από πριν γονιδίων.  
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Κεφάλαιο 5: Συζήτηση-Συμπεράσματα-Βιβλιογραφία 

5.1. Συζήτηση-Συμπεράσματα 
 

Συλλέγοντας δεδομένα από 43 μελέτες που έχουν προκύψει από CRISPR screens στις Α375 

κυτταρικές σειρές του μελανώματος και κάνοντας μετα-ανάλυση σε αυτά κατέληξα στα εξής 

συμπεράσματα. Οι Yusa_v1 και Brunello βιβλιοθήκες είναι οι καλύτερες βιβλιοθήκες στο να 

αναγνωρίζουν τα γνωστά essential (απαραίτητα) γονίδια και σηματοδοτικά μονοπάτια στις 

Α375 κυτταρικές σειρές και αποτελούν ένα αξιόπιστο εργαλείο έτσι ώστε να 

χρησιμοποιούνται στις CRISPR screens. Αυτά τα αποτελέσματα ήταν αναμενόμενα καθώς η 

Yusa_v1 βιβλιοθήκη είναι μία από τις πιο καινούργιες βιβλιοθήκες sgRNA που υπάρχουν 

και επιπλέον τα αποτελέσματα ταυτοποιήθηκαν μεταξύ τους μέσω των διαγραμμάτων 

πυκνότητας και των καμπυλών ROC. Επίσης, επόμενο εύρημα είναι και ένα υψηλής 

ποιότητας σετ απαραίτητων γονιδίων στις ίδιες κυτταρικές σειρές. Σε αυτά τα γονίδια 

ανήκουν τα MYC, RBX1, RPS6, CCND1, CDC42. Τέλος, βρήκα και ένα σύνολο γονιδίων 

τα οποία είναι ανθεκτικά στους BRAF και MEK αναστολείς.  

 

Όλα τα παραπάνω ευρήματα μπορούν να χρησιμοποιηθούν στο μέλλον από το group. 

Συγκεκριμένα, θα συνεχίσουν να χρησιμοποιούν την Yusa_v1 βιβλιοθήκη που αποδείχτηκε 

ότι είναι η καλύτερη για screening στις Α375 κυτταρικές σειρές του μελανώματος, και όχι 

και τις υπόλοιπες βιβλιοθήκες. Ακόμη, επειδή πολλά από τα γονίδια που επηρεάζουν τα 

μονοπάτια που μας ενδιαφέρουν είναι essential, για να μπορέσουν να δουν την επίδρασή 

τους στα σηματοδοτικά μονοπάτια που μελετούν θα κάνουν screen σε arrayed μορφή 

(δηλαδή θα εξετάζουν ένα sgRNA σε κάθε σύνολο κυττάρων) και όχι σε pooled 

(χρησιμοποιώντας ολόκληρη την βιβλιοθήκη των sgRNA) όπως πριν. Τέλος, για να 

μελετήσουν τον τρόπο που τα μονοπάτια αναπροσαρμόζονται σε περίπτωση ανθεκτικότητας 

σε φάρμακα θα κάνουν screen σε arrayed μορφή σε όλο το σύνολο των γονιδίων (τα γνωστά 

από πριν και τα καινούργια που βρήκαμε ) που είναι ανθεκτικά στους BRAF και MEK 

αναστολείς  και θα δουν το πώς επηρεάζουν τα μονοπάτια μετρώντας τις αλλαγές στην 

φωσφορυλίωση συγκεκριμένων pathway markers (π.χ. χημικά μόρια ή φθορίζουσα 

πρωτεΐνη). 
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Λίστα 1: Λίστα με τα γονίδια του MAPK signaling pathway 
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Λίστα 1: Λίστα με τα γονίδια του MAPK signaling pathway (συνέχεια) 

 



51 
 

 
 

Λίστα 1: Λίστα με τα γονίδια του MAPK signaling pathway (συνέχεια) 
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Λίστα 2: Λίστα με τα γονίδια του TGF beta signaling pathway 
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Λίστα 3: Λίστα με τα γονίδια του MTOR signaling pathway 
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Λίστα 4: Λίστα με τα γονίδια του MELANOMA signaling pathway 

 
 
 

 
 

Λίστα 5: Λίστα με τα γονίδια που είναι ήδη γνωστό (από προηγούμενες μελέτες) ότι 

προσφέρουν ανθεκτικότητα στο κύτταρο 
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ΚΩΔΙΚΕΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ 
 
 
 

 
 

Κώδικας 1: Κώδικας για την εξαγωγή των δεδομένων από την βάση δεδομένων 

«genomeCRISPR»   
 
 
 
 
 

 
 

Κώδικας 2: Κώδικας για την  pathway enrichment analysis και την δημιουργία  density plot  
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Κώδικας 2: Κώδικας για την  pathway enrichment analysis και την δημιουργία  density plot  

 
 
 
 

 
 

Κώδικας 3: Κώδικας για την  pathway enrichment analysis και την δημιουργία  heatmap 
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Κώδικας 3: Κώδικας για την  pathway enrichment analysis και την δημιουργία  heatmap 

 
 
 
 

 
 

Κώδικας 4: Κώδικας για την δημιουργία ROC_curve 
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 Κώδικας 4: Κώδικας για τη δημιουργία ROC_curve (συνέχεια) 

 

 
 

Κώδικας 5: Γονίδια του MAPK μονοπατιού τα οποία είναι απαραίτητα  στην Α375 

κυτταρική σειρά. 
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Κώδικας 5: Γονίδια του MAPK μονοπατιού τα οποία είναι απαραίτητα  στην Α375 

κυτταρική σειρά. 
 
 
 
 

 
 

Κώδικας 6: Κώδικας για τη δημιουργία heatmap του KEGG_MTOR pathway 
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Κώδικας 6: Κώδικας για τη δημιουργία heatmap του KEGG_MTOR pathway 
 
 

 
 
 
 

 
 
 Κώδικας 7: Κώδικας για την δημιουργία heatmap του  KEGG_TGF_BETA pathway 
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Κώδικας 7: Κώδικας για την δημιουργία heatmap του  KEGG_TGF_BETA pathway 
 
 
 
 
 

 
 

Κώδικας 8: Κώδικας για τη δημιουργία heatmap του  KEGG_MELANOMA pathway  
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Κώδικας 8: Κώδικας για τη δημιουργία heatmap του  KEGG_MELANOMA pathway  
 
 
 
 
 
 

 
 

Κώδικας 9: Positive_selection ( MAPK pathway genes) 
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Κώδικας 9: Positive_selection ( MAPK pathway genes) 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

Κώδικας 10: Positive selection1-heatmap με τα γνωστά και μη γνωστά γονίδια 
 



64 
 

 
 

Κώδικας 10: Positive selection1-heatmap με τα γνωστά και μη γνωστά γονίδια 

 

 

 

 

 

 

 
 

Κώδικας 10: Positive selection1-heatmap χωρίς τα γνωστά γονίδια 
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Κώδικας 10: Positive selection2-heatmap χωρίς τα γνωστά γονίδια (συνέχεια) 
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