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Αν αναλψσισ οφ ΜψοD−δεπενδεντ τρανσχριπτιον υσινγ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 γενε ταργετινγ ιν Ξενοπυσ τροπιχαλισ εmβρψοσ 
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Αβστραχτ 

Μψογενιχ ρεγυλατορψ φαχτορσ (ΜΡΦσ) αρε κνοων το ηαϖε εσσεντιαλ ρολεσ ιν βοτη τηε εσταβλισηmεντ ανδ διφφερεντιατιον 

οφ τηε σκελεταλ mυσχλε χελλ λινεαγε. ΜψοD ισ εξπρεσσεδ εαρλψ ιν τηε Ξενοπυσ mεσοδερm ωηερε ιτ ισ πρεσεντ ανδ αχτιϖε 

σεϖεραλ ηουρσ βεφορε τηε αχτιϖατιον οφ mυσχλε διφφερεντιατιον γενεσ. Πρεϖιουσ στυδιεσ ιν χυλτυρεδ χελλσ ανδ ιν Ξενοπυσ 

λαεϖισ ηαϖε ιδεντιφιεδ σετσ οφ γενεσ τηατ ρεθυιρε ΜψοD πριορ το διφφερεντιατιον οφ σκελεταλ mυσχλε. Ηερε ωε ρεπορτ 

ρεσυλτσ φροm εξπεριmεντσ υσινγ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 το ταργετ τηε ΜψοD γενε ιν τηε διπλοιδ φρογ Ξενοπυσ τροπιχαλισ, τηατ αρε 

αναλψσεδ βψ ΡΝΑ−σεθ ατ γαστρυλα σταγεσ. Wε φυρτηερ ινϖεστιγατε ουρ δατα υσινγ χλυστερ αναλψσισ το χοmπαρε 

δεϖελοπmενταλ εξπρεσσιον προφιλεσ ωιτη τηατ οφ ΜψοD ανδ −χαρδιαχ αχτιν, ρεφερενχε γενεσ φορ σκελεταλ mυσχλε 

δετερmινατιον ανδ διφφερεντιατιον. Ουρ φινδινγσ προϖιδε αν ασσεσσmεντ οφ υσινγ φουνδερ (Φ0) Ξενοπυσ εmβρψοσ φροm 

ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 προτοχολσ φορ τρανσχριπτοmιχ αναλψσεσ ανδ ωε χονχλυδε τηατ αλτηουγη ταργετεδ Φ0 εmβρψοσ αρε 

γενετιχαλλψ mοσαιχ φορ ΜψοD, τηερε ισ σιγνιφιχαντ δισρυπτιον ιν τηε εξπρεσσιον οφ α σπεχιφιχ σετ οφ γενεσ. Wε δισχυσσ 

χανδιδατε ταργετ γενεσ ιν χοντεξτ οφ τηειρ ρολε ιν τηε συβ−προγραmσ οφ ΜψοD ρεγυλατεδ τρανσχριπτιον. 
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1. Ιντροδυχτιον 

 

Τηε ΜψοD φαmιλψ οφ βΗΛΗ τρανσχριπτιον φαχτορσ αρε ωελλ στυδιεδ δεϖελοπmενταλ ρεγυλατορσ τηατ προϖιδε α παραδιγm 

φορ ηοω χελλ λινεαγεσ αρε δετερmινεδ δυρινγ εmβρψογενεσισ (Ταπσχοττ, 2005). Τηε εξπρεσσιον οφ τηεσε κεψ 

τρανσχριπτιοναλ ρεγυλατορσ ισ αχτιϖατεδ ιν σπεχιφιχ χελλσ ιν τηε δεϖελοπινγ εmβρψο βψ λοχαλ σιγναλσ (Εmερσον, 1993), ανδ 

εφφεχτορσ δοωνστρεαm οφ σιγναλ τρανσδυχτιον πατηωαψσ αχτ ον δισχρετε ενηανχερσ πρεσεντ ιν ΜΡΦ γενεσ (Χαρϖαϕαλ ανδ 

Ριγβψ, 2010). Τηε αχτιϖατιον οφ ανψ ονε τηεσε mαστερ ρεγυλατορσ ισ συφφιχιεντ το δριϖε σκελεταλ mυσχλε διφφερεντιατιον ιν 

mανψ τψπεσ οφ χυλτυρεδ χελλσ (Ταπσχοττ ετ αλ., 1988; Wειντραυβ ετ αλ., 1989) ανδ τηισ δοmιναντ αχτιϖιτψ ισ παρτ δυε το 

τηε αβιλιτψ οφ τηεσε τρανσχριπτιον φαχτορσ το αυτο− ανδ χροσσ−;Iデｷ┗;デW W;Iｴ ﾗデｴWヴげゲ W┝ヮヴWゲゲｷﾗﾐ ふTｴ;┞Wヴ Wデ ;ﾉくが ヱΓΒΓき 
Wειντραυβ ετ αλ., 1989). 

 

Dυρινγ mψογενεσισ, προλιφερατιϖε mψοβλαστσ εξιτ τηε χελλ χψχλε ανδ φυσε το φορm mυλτινυχλεατεδ mψοτυβεσ; ατ τηε 

σαmε τιmε τηε τρανσχριπτιον οφ χοντραχτιλε προτειν γενεσ ισ χο−ορδινατελψ αχτιϖατεδ. ΜψοD ανδ Μψφ5 ηαϖε οϖερλαππινγ 

ρολεσ τηατ αρε ρεθυιρεδ φορ τηε εαρλψ χοmmιτmεντ οφ χελλσ το τηε mψογενιχ λινεαγε, ωηιλε ΜΡΦ4 ανδ Μψογενιν πλαψ 

λατερ ρολεσ ιν mψοβλαστ φυσιον ανδ διφφερεντιατιον (Καυλ ετ αλ., 2000).  Υσινγ χελλ χυλτυρε βασεδ mοδελσ οφ mψογενεσισ, 

τογετηερ ωιτη χηροmατιν ιmmυνοπρεχιπιτατιον ανδ τρανσχριπτοmιχσ, σεϖεραλ συβ−προγραmmεσ οφ γενε εξπρεσσιον 

δοωνστρεαm οφ ΜψοD ηαϖε βεεν δεσχριβεδ ανδ τηε τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ οφ ΜψοD ιν mψοβλαστσ πριορ το τηε 

αχτιϖατιον οφ χοντραχτιλε προτειν γενεσ δυρινγ διφφερεντιατιον ηασ βεεν εσταβλισηεδ (Βεργστροm ετ αλ., 2002; Χαο ετ αλ., 

2010; Γιανακοπουλοσ ετ αλ., 2011; Σολειmανι ετ αλ., 2013).  Τηε ουτχοmε οφ τηεσε στυδιεσ ηασ βεεν α δεταιλεδ 

υνδερστανδινγ οφ ηοω τηε ΜψοD τρανσχριπτιον φαχτορ ταργετσ γενεσ φορ τρανσχριπτιον, ινχλυδινγ ιτσ συρπρισινγ 

ωιδεσπρεαδ βινδινγ τηρουγηουτ τηε γενοmε, πρεφερενχε φορ α σπεχιφιχ Ε−βοξ σεθυενχε, αβιλιτψ το mοδιφψ χηροmατιν 

ανδ ιντεραχτ ωιτη οτηερ τρανσχριπτιοναλ ρεγυλατορσ (Βλυm ετ αλ., 2012; Χονερλψ ετ αλ., 2016; Φονγ ετ αλ., 2015).  

 

Ιν ϖιϖο, σκελεταλ mυσχλε χελλσ αρε δεριϖεδ φροm τηε mεσοδερm ανδ ιν αmνιοτεσ τηε ΜΡΦσ αρε φιρστ εξπρεσσεδ ιν χελλσ 

οφ τηε εαρλψ σοmιτε (Ποωναλλ ετ αλ., 2002). Ηοωεϖερ, ιν φρογσ ανδ φιση τηε ΜΡΦσ αρε εξπρεσσεδ ιν τηε mεσοδερm πριορ 

το σοmιτογενεσισ ωηερε ΜψοD ανδ Μψφ5 γενεσ αρε τρανσχριβεδ δυρινγ γαστρυλα σταγεσ (Ηοπωοοδ ετ αλ., 1989; 

Wεινβεργ ετ αλ., 1996) ανδ ιν Ξενοπυσ, τηε ΜψοD προτειν ηασ βεεν λοχαλισεδ το τηε νασχεντ mεσοδερm βψ 

ιmmυνοηιστοχηεmιστρψ (Ηοπωοοδ ετ αλ., 1992). Ξενοπυσ λαεϖισ ΜψοD ηασ βεεν σηοων το βε ρεθυιρεδ φορ τηε εαρλψ 

εξπρεσσιον οφ α σετ οφ γενεσ δυρινγ γαστρυλατιον, πριορ το ανψ αχτιϖατιον οφ χοντραχτιλε γενε εξπρεσσιον (Μαγυιρε ετ αλ., 

2012). Τηισ στυδψ τοοκ αδϖανταγε οφ τηε τιmε ωινδοω δυρινγ Ξενοπυσ δεϖελοπmεντ ωηερε τηε εmβρψο εξπρεσσεσ 

ΜψοD προτειν, βυτ mψογενιχ διφφερεντιατιον ηασ νοτ ψετ βεγυν. Ισολατινγ α σιmιλαρ τιmεποιντ ιν αmνιοτε εmβρψοσ 

ωουλδ βε διφφιχυλτ δυε το τηε ρελατιϖελψ φεω mψοβλαστσ ιν τηε εαρλψ σοmιτε εξπρεσσινγ ΜψοD/Μψφ5, ανδ τηε ραπιδ 

ροστραλ το χαυδαλ προγρεσσιον οφ mψογενιχ διφφερεντιατιον. Τηερεφορε, τηε φρογ εmβρψο προϖιδεσ α ϖερτεβρατε mοδελ το 

ινϖεστιγατε τηε ρεθυιρεmεντ φορ ΜψοD τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ πριορ το mψογενιχ διφφερεντιατιον ιν ϖιϖο.   

 

ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 προτοχολσ αρε παρτιχυλαρλψ εφφεχτιϖε ιν Ξενοπυσ (Λιυ ετ αλ., 2016; Σηιγετα ετ αλ., 2016): σψντηετιχ γυιδε 

ΡΝΑσ (γΡΝΑσ) αρε τρανσχριβεδ ιν ϖιτρο ανδ χο−ινϕεχτεδ ωιτη Χασ9 προτειν διρεχτλψ ιντο το τηε ονε−χελλ εmβρψο, 

χιρχυmναϖιγατινγ ανψ δελαψσ φροm τρανσχριπτιον ανδ τρανσλατιον ινηερεντ το πλασmιδ βασεδ προτοχολσ υσεδ ιν οτηερ 

σψστεmσ. Ηερε ωε υσεδ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 το ταργετ τηε ΜψοD γενε ιν τηε διπλοιδ φρογ Ξενοπυσ τροπιχαλισ ανδ αναλψσεδ 

γενε εξπρεσσιον ατ γαστρυλα σταγεσ βψ ΡΝΑσεθ. Wε σηοω τηατ φουνδερ εmβρψοσ ταργετεδ φορ ΜψοD, ωηιλε γενετιχαλλψ 

mοσαιχ, σηοω σπεχιφιχ δισρυπτιον ιν τηε εξπρεσσιον οφ γενεσ πρεϖιουσλψ ιδεντιφιεδ ασ ΜψοD ταργετσ. Wε φυρτηερ χλασσιφψ 

σετσ οφ γενεσ ιδεντιφιεδ ιν ουρ ΡΝΑσεθ αναλψσισ αχχορδινγ το τηειρ εξπρεσσιον προφιλε δυρινγ νορmαλ δεϖελοπmεντ. Τηισ 

στυδψ προϖιδεσ αν ινσιγητ ιντο τηε εαρλιεστ γενετιχ ταργετσ οφ ΜψοD ιν ϖιϖο, ασ ωελλ ασ αν ασσεσσmεντ οφ φουνδερ 

εmβρψοσ δεριϖεδ φροm γενετιχ ταργετινγ υσινγ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 προτοχολσ ανδ τηειρ υσεφυλνεσσ ιν τρανσχριπτοmιχ αναλψσεσ. 
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2. Ρεσυλτσ  

 

2.1 Γενε ταργετινγ Ξ. τροπιχαλισ ΜψοD υσινγ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 

Dετεχτινγ γενετιχ δισρυπτιον οφ ΜψοD ιν εmβρψοσ 

Ξενοπυσ τροπιχαλισ ισ α διπλοιδ φρογ ανδ, ασ συχη, γενετιχ mετηοδσ αρε σιmπλιφιεδ υσινγ τηισ mοδελ. Wε ταργετεδ Ξ. 

τροπιχαλισ ΜψοD (Φισηερ 2003) υσινγ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ιν ορδερ το ιδεντιφψ γενεσ τηατ ρεθυιρε ΜψοD φορ τηειρ εξπρεσσιον ιν 

τηε εαρλψ mεσοδερm, πριορ το mψογενιχ διφφερεντιατιον.  Α σψντηετιχ γυιδε ΡΝΑ (γΡΝΑ) ωασ δεσιγνεδ αγαινστ α 

σεθυενχε ιν εξον 1 χοδινγ φορ τηε αmινο τερmιναλ παρτ οφ τηε βΗΛΗ δοmαιν, ανδ ινϕεχτεδ τηισ τογετηερ ωιτη Χασ9 

προτειν διρεχτλψ ιντο 1− το 4−χελλ εmβρψοσ. Ιν ορδερ το τεστ mυταγενεσισ, σινγλε εmβρψοσ ωερε χολλεχτεδ φορ σεθυενχινγ 

αναλψσισ. Νον−ηοmολογουσ ενδ−ϕοινινγ (ΝΗΕϑ) τηατ ρεπαιρσ DΝΑ αφτερ χλεαϖαγε βψ Χασ9 ρεσυλτσ ιν ρανδοm ινσερτιονσ ορ 

δελετιονσ (ΙΝDΕΛσ), τηερεφορε γενοmιχ DΝΑ ωασ εξτραχτεδ φροm εαχη εmβρψο ανδ τηε ταργετεδ ρεγιον οφ τηε ΜψοD 

γενε ωασ αmπλιφιεδ βψ ΠΧΡ ανδ χλονεδ συχη τηατ διφφερεντ ινδιϖιδυαλ mυτατιονσ χουλδ βε ιδεντιφιεδ. Α τοταλ οφ 35 

εmβρψοσ ωερε χολλεχτεδ ανδ βετωεεν 3− 15 χλονεσ ωερε σεθυενχεδ φροm εαχη ινδιϖιδυαλ. Οφ τηεσε 35 εmβρψοσ, 31 

χονταινεδ ατ λεαστ ονε mυτατεδ σεθυενχε (ταργετινγ οφ 88.6%; Φιγυρε 1Α), ινδιχατινγ α ηιγη εφφιχιενχψ οφ γενε 

ταργετινγ. Ασ εξπεχτεδ, εαχη εmβρψο διφφερεδ ιν τηε προπορτιον οφ mυταντ σεθυενχεσ, σοmε ρετυρνινγ αλλ mυτατεδ 

σεθυενχεσ, ανδ οτηερσ σηοωινγ ονλψ 50% mυταντ σεθυενχεσ.  

 

Χηαραχτερισινγ αλλελεσ 

Α δεταιλεδ αναλψσισ οφ τηε νατυρε οφ mυτατιονσ προδυχεδ βψ Χασ9 ταργετινγ, εαχη σεθυενχε mυτατιον ωασ 

χηαραχτερισεδ το δετερmινε ωηετηερ ιτ ωασ αν ινσερτιον, α δελετιον ορ α ποιντ mυτατιον. Τηε αϖεραγε ταργετινγ 

εφφιχιενχψ τηρουγηουτ σεθυενχεδ εmβρψοσ σηοωσ τηατ 78% οφ ρετυρνεδ σεθυενχεσ ωερε mυτατεδ (Φιγυρε 1Β), οφ 

ωηιχη τηε mαϕοριτψ ωερε δελετιονσ (77%) ρατηερ τηαν ινσερτιονσ ορ ποιντ mυτατιονσ (Φιγυρε 1Χ). Wε φουνδ τηατ τηε 

λεϖελ οφ mοσαιχισm ωιτηιν α σινγλε εmβρψο ωασ ηιγη, ανδ Φιγυρε 1D σηοωσ 10 σεθυενχεσ φροm α σινγλε εmβρψο αλιγνεδ 

το τηε πρεδιχτεδ ωιλδ τψπε ΜψοD σεθυενχε. Ασ πρεδιχτεδ, αλλ mυτατιον εϖεντσ οχχυρ ανδ τηε νεαρ τηε προτοσπαχερ−

αδϕαχεντ mοτιφ (ΠΑΜ) ωηερε ΝΗΕϑ ρεσυλτσ ιν mανψ διφφερεντ αλλελεσ (Σηιγετα 2016).  Φιγυρε 1Ε δεπιχτσ τηε προπορτιον 

οφ τηε αλλελεσ τηατ χοδε φορ φραmεσηιφτ mυτατιονσ ασ α ρεσυλτ οφ ειτηερ α δελετιον ορ αν ινσερτιον. Wε φουνδ τηατ ονλψ α 

σmαλλ προπορτιον οφ σεθυενχεσ (2.3%) ρεπρεσεντ ιν−φραmε ινσερτιονσ. Φραmεσηιφτ mυτατιονσ ρεπρεσεντ τηε mαϕοριτψ οφ 

mυτατεδ σεθυενχεσ ιδεντιφιεδ, ηοωεϖερ, τηισ εθυατεσ το λεσσ τηαν ηαλφ οφ αλλ σεθυενχεσ ρετυρνεδ (43.7%). Τηισ 

ηιγηλιγητσ α χαϖεατ ωηεν υσινγ Φ0 εmβρψοσ φορ γενετιχ αναλψσεσ; αλτηουγη ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετινγ ρεσυλτσ ιν α ϖερψ 

ηιγη προπορτιον οφ mυτατεδ αλλελεσ ιν αν ινδιϖιδυαλ εmβρψο, ιν τηισ χασε, λεσσ τηαν ηαλφ οφ τηεσε mυτατιονσ ωιλλ ρεσυλτ 

ιν α τρυνχατεδ προτειν ορ α γενετιχ νυλλ.  
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Φιγυρε 1.  Ασσεσσmεντ οφ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετινγ εφφιχιενχψ οφ Μψοδ1 βψ γενοτψπινγ. 
(Α) Τηε προπορτιονσ οφ mυτατεδ ϖσ ωιλδ τψπε σεθυενχεσ ιδεντιφιεδ ιν ινδιϖιδυαλ εmβρψοσ ισ 

σηοων ασ α βαρ γραπη. 88.6% οφ ινϕεχτεδ εmβρψοσ ηαϖε ατ λεαστ ονε χλονε mυτατεδ ατ τηε 

ταργετ σεθυενχε. (Β) Τηε οϖεραλλ προπορτιον οφ mυτατεδ σεθυενχεσ ιδεντιφιεδ ιν ταργετεδ 

εmβρψοσ. Αν αϖεραγε οφ 78% οφ χλονεσ περ εmβρψο ωερε mυτατεδ. (Χ) Χηαραχτερισατιον οφ 

mυτατιον τψπεσ σηοωσ τηε φρεθυενχιεσ οφ ινσερτιονσ/mισσενσε ασ χοmπαρεδ το δελετιονσ. 

(D) 10 σεθυενχεσ φροm α σινγλε Χασ9 ταργετεδ εmβρψο ινδιχατεσ τηε λεϖελ οφ mοσαιχισm 

πρεσεντ ιν Φ0 ινδιϖιδυαλσ. Σεθυενχεσ ωερε αλιγνεδ το τηε πρεδιχτεδ ωιλδ τψπε αmπλιχον 

σεθυενχε (βοττοm ροω) ανδ τηε Χασ9 ΠΑΜ σεθυενχε (ρεδ υνδερλινε). (Ε) Ινδιϖιδυαλ 

σεθυενχεσ ωερε ασσεσσεδ φορ δελετιονσ, ινσερτιονσ ανδ mισσενσε mυτατιονσ.  Μυτατιονσ 

χαυσινγ ΙΝDΕΛσ ιν mυλτιπλεσ οφ 3 ωερε χατεγορισεδ ασ ιν−φραmε δελετιονσ/ινσερτιονσ. 25.9% 

σεθυενχεσ ρετυρνεδ ωερε χονφιρmεδ ωιλδ τψπε, 35.1% σηοωεδ φραmε σηιφτ δελετιονσ, 8.6% 

σηοωεδ φραmε σηιφτ ινσερτιονσ, 24.1% σηοωεδ ιν φραmε δελετιονσ, 2.3% σηοωεδ ιν φραmε 

ινσερτιονσ ανδ 4% σηοωεδ mισσενσε mυτατιονσ. (Βλυε ινδιχατεσ mυτατιον ορ δισρυπτιον; 

ορανγε ινδιχατεσ ωιλδτψπε σεθυενχε ορ σιλεντ mυτατιον) 
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Φιγυρε 2. Αναλψσισ οφ τρανσχριπτσ ιν εmβρψοσ ταργετ φορ ΜψοD υσινγ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 
Εξπεριmενταλ ανδ χοντρολ εmβρψοσ ωερε χολλεχτεδ ατ ΝΦ σταγε 11.5. (Α) θΠΧΡ αναλψσισ σηοωσ τηε 

εξπρεσσιον οφ ΜψοD ανδ τηε κνοων ΜψοD ταργετ γενε Ρβm24.  Παιρ−ωισε τ−τεστσ φορ τηε mεαν 

ρελατιϖε εξπρεσσιον φορ Χασ9 ονλψ ανδ Χασ9 πλυσ γΡΝΑ ινϕεχτεδ σετσ φορ εαχη γενε. Ερρορ βαρσ 

ρεπρεσεντ ΣΕΜ, ∗ = π<0.05, ∗∗ = π<0.01. (Β) ΜψοD σεθυενχεσ ρετυρνεδ φροm mαππινγ ραω ΡΝΑ−

Σεθ ρεαδσ το τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ mψοδ1 γενε. Α τοταλ οφ 1200 ρεαδσ ωερε εξτραπολατεδ αχροσσ 

τηε τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ ανδ τηε προπορτιον οφ ρεαδσ σηοωινγ εαχη mυτατιον τψπε ωασ 

χαλχυλατεδ. Τηε mυτατεδ σεθυενχεσ αρε σηοων αλιγνεδ το τηε σεθυενχε φορ ωιλδ τψπε ΜψοD. Τηε 

τοταλ νυmβερ οφ ρεαδσ φορ εαχη οφ τηε mυτατιονσ σηοων ισ ασ φολλοωσ: #1= 175 (15%), #2= 13.5 

(1%), #3= 219 (18%), #4= 70 (6%), #5= 69.5 (6%), #6= 40 (3%). 

 

2.2 Αναλψσισ οφ τρανσχριπτσ ιν ΜψοD−ταργετεδ εmβρψοσ 

 

Dισρυπτιον οφ ΜψοD γενε τρανσχριπτιον ανδ ΜψοD αχτιϖιτψ 

Το φυρτηερ χηαραχτερισε εmβρψοσ ταργετεδ βψ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9, ωε εξτραχτεδ mΡΝΑ φροm γρουπσ οφ τεν εmβρψοσ ατ ΝΦ 

σταγε 11.5 ανδ υσεδ θΠΧΡ το αναλψσε τηε εξπρεσσιον οφ ΜψοD ανδ ιτσ κνοων ταργετ γενε Ρβm24 (Σεβ4) (Λι ετ αλ., 

2010). Wε φουνδ τηατ τηερε ισ α σιγνιφιχαντ δεχρεασε ιν Μψοδ εξπρεσσιον (Π< .01) ανδ Ρβm24 (Π<.05) ωηεν εmβρψοσ 

ινϕεχτεδ ωιτη ΜψοD γΡΝΑ + Χασ9 προτειν αρε χοmπαρεδ το τηοσε ινϕεχτεδ ωιτη εmβρψοσ ινϕεχτεδ ωιτη τηε σαmε 

αmουντ οφ Χασ9 προτειν αλονε.  Τηε ρεσυλτσ ωερε χαλχυλατεδ ασ ρελατιϖε προπορτιονσ οφ εξπρεσσιον ανδ ρεπεατεδ φορ 

τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ; ωε φουνδ τηατ τηε ρελατιϖε εξπρεσσιον οφ Μψοδ ιν ταργετεδ εmβρψοσ χοmπαρεδ ωιτη 

χοντρολσ ισ ρεδυχεδ το 0.57 ανδ Ρβm24 ισ ρεδυχεδ το 0.77 (Φιγυρε 2Α). 

 

 

Ιδεντιφψινγ γενεσ τηατ ρεθυιρε ΜψοD υσινγ ΡΝΑ−σεθ αναλψσισ 

Τηρεε βιολογιχαλ ρεπεατσ φορ Ξ.τροπιχαλισ εξπεριmενταλ εmβρψοσ (ταργετεδ φορ ΜψοD) ανδ σιβλινγ χοντρολσ (Χασ9−ονλψ 

ινϕεχτεδ) ωερε χολλεχτεδ ατ ΝΦ σταγε 11.5 ανδ mΡΝΑ ωασ εξτραχτεδ φορ ΡΝΑ−σεθ. χDΝΑ λιβραριεσ ωερε πρεπαρεδ ανδ 

Ιλλυmινα δεεπ σεθυενχινγ ρεσυλτεδ ιν 440 mιλλιον ρεαδσ αχροσσ τηε 6 σαmπλεσ. ΡΝΑ−Σεθ ρεαδσ ωερε mαππεδ υσινγ τηε 

Ξενοπυσ τροπιχαλισ γενοmε ϖερσιον 9.0 (Ξενβασε.οργ) ανδ ΦΠΚΜ ϖαλυεσ ωερε εσταβλισηεδ φορ αλλ γενεσ.  Τρανσχριπτσ 

τηατ αλιγν το ΜψοD ωερε αναλψσεδ φορ ΙΝDΕΛσ, ανδ Φιγυρε 2Β σηοωσ τηατ α σιγνιφιχαντ προπορτιον οφ τηε ρεαδσ ηαϖε 

δελετιονσ ιν τηε εξπεχτεδ ταργετ σιτε αδϕαχεντ το τηε ΠΑΜ. Ινσερτιονσ αρε λεσσ λικελψ το βε δετεχτεδ ασ τηεψ ωουλδ φαιλ 
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το αλιγν ωιτη ρεφερενχε γενοmε. 

Το προδυχε αν οϖερϖιεω οφ τηε σιγνιφιχανχε οφ φολδ χηανγεσ οβσερϖεδ ιν ΧΡΙΣΠΡ ταργετεδ σαmπλεσ, α ϖολχανο πλοτ φορ 

(λογ2) φολδ χηανγε ϖσ (にλογ10) παιρεδ τ−τεστ Π−ϖαλυε ωασ χονστρυχτεδ υσινγ Πψτηον σχριπτ (Φιγυρε 3). Εαχη ινδιϖιδυαλ 

ποιντ ρεπρεσεντσ α γενε ανδ τηε δοττεδ λινε ρεπρεσεντσ α π−ϖαλυε οφ <0.05. Ποιντσ ιν ρεδ ινδιχατε γενεσ ωιτη α φολδ 

χηανγε οφ λεσσ τηαν 1; τηατ ισ, ωηερε τηε αϖεραγε ΦΠΚΜ ϖαλυε οφ εξπεριmενταλ σαmπλεσ ηαϖε νοτ δουβλεδ ορ ηαλϖεδ 

χοmπαρεδ το τηατ οφ τηε χοντρολ. Βλυε ποιντσ ρεπρεσεντ γενεσ ωιτη α φολδ χηανγε γρεατερ τηαν 1 βυτ α Π−ϖαλυε οφ 

>0.05, σο νοτ στατιστιχαλλψ σιγνιφιχαντ. Ψελλοω ποιντσ ρεπρεσεντ γενεσ ωιτη α φολδ χηανγε γρεατερ τηαν 1 ανδ α Π−ϖαλυε 

οφ <0.05.  Τηε mαϕοριτψ οφ ποιντσ σηοω α φολδ χηανγε οφ λεσσ τηαν 1 ανδ Π−ϖαλυεσ οφ >0.05, ινδιχατινγ νο σιγνιφιχαντ 

χηανγε ιν γενε εξπρεσσιον ατ ΝΦ σταγε 11.5 ιν ρεσπονσε το ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετινγ οφ ΜψοD. Ηοωεϖερ, 1165 γενεσ 

mαππεδ το τηε Ξ.τροπιχαλισ γενοmε δισπλαψ σιγνιφιχαντ χηανγε ανδ αρε φυρτηερ αναλψσεδ ιν Σεχτιονσ 2.3.  

 

2.3 Χοmπυτατιοναλ αναλψσισ οφ εαρλψ γενετιχ ταργετσ οφ ΜψοD 

Οφ τηε 1165 γενεσ φουνδ το βε σιγνιφιχαντλψ αλτερεδ ιν τηε αβσενχε οφ ΜψοD, σοmε σηοωεδ ϖερψ λοω εξπρεσσιον 

λεϖελσ. Τηερεφορε, α mινιmυm εξπρεσσιον τηρεσηολδ οφ 5.0 ΦΠΚΜ αϖεραγε φορ τηε χοντρολ σαmπλεσ ωασ αππλιεδ. Ιν 

αδδιτιον, ασ ΜψοD εξπρεσσιον ιν ταργετεδ σαmπλεσ σηοωεδ α φολδ χηανγε οφ 0.71, τηερεφορε γενεσ ωιτη φολδ χηανγεσ 

ιν τηισ σαmε ρανγε (βετωεεν 0.68 ανδ 0.91) ωερε σελεχτεδ φορ φυρτηερ αναλψσισ. Dυρινγ ουρ mανυαλ χυρατιον, ωε 

ινχλυδεδ τωο γενεσ τηατ φελλ ϕυστ ουτσιδε τηε χριτερια χυτοφφ: ΦοξΧ1 (0.84; Π<.058) ανδ Πβξ2 (0.93; Π<.02).  Τηισ 

ρεσυλτεδ ιν α σηορτ λιστ οφ 100 ποτεντιαλ ταργετ γενεσ (Συππλεmενταλ Dατα, Ταβλε Σ1). 

 
Φιγυρε 3. Οϖερϖιεω οφ ρεσυλτσ φροm ΡΝΑ−Σεθ 
ΡΝΑ−Σεθ ρεαδσ ωερε mαππεδ υσινγ τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ γενοmε ϖερσιον 9.0 (Ξενβασε). 

ΦΠΚΜ (φραγmεντσ περ κιλοβασε οφ τρανσχριπτ περ mιλλιον mαππεδ ρεαδσ) ϖαλυεσ ωερε χαλχυλατεδ 

το αϖοιδ βιασ τοωαρδσ λονγερ γενεσ βψ νορmαλισινγ τηε νυmβερ οφ ρεαδσ περ φραγmεντ το τηε 

λενγτη. ΦΠΚΜ ϖαλυεσ φορ τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ ωερε αναλψσεδ βψ παιρωισε τ−τεστσ 

χοmπαρινγ εξπρεσσιον ιν Χασ9 ονλψ χοντρολ εmβρψοσ ανδ ΜψοD ΧΡΙΣΠΡ−ταργετεδ σαmπλεσ. Α 

ϖολχανο πλοτ σηοωινγ τ τεστ σιγνιφιχανχε ϖαλυε (−λογ10 π−ϖαλυε) ϖσ φολδ χηανγε (λογ2) ωασ 

χονστρυχτεδ ιν Πψτηον. Γενεσ ιν βλυε ινδιχατε α φολδ χηανγε οφ γρεατερ τηαν 1, γενεσ ιν ψελλοω 

ινδιχατε α φολδ χηανγε γρεατερ τηαν 1 ανδ α π ϖαλυε οφ <0.05. 
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Φιγυρε 4. Ηιεραρχηιχαλ χλυστερινγ οφ Μψοδ ταργετ γενεσ.  
Γενεσ ιδεντιφιεδ ασ σιγνιφιχαντλψ δοωνρεγυλατεδ ιν ταργετεδ σαmπλεσ ωερε φυρτηερ αναλψσεδ 

υσινγ εξπρεσσιον δατα φροm (Ταν ετ αλ., 2013) το χρεατε α ηεατmαπ. Ρελατιϖε εξπρεσσιον ισ σηοων 

ασ α σχαλε οφ λοω (βλυε) το ηιγη (ορανγε). Ευχλιδεαν διστανχε ωασ υσεδ ασ τηε mετριχ φορ 

ηιεραρχηιχαλ χλυστερινγ οφ χοmπλετε σαmπλεσ, ωηιχη ρεσυλτεδ ιν 5 χλυστερσ σηοωινγ διστινχτ 

εξπρεσσιον προφιλεσ. (∗) ινδιχατεσ γενεσ ωηιχη ηαϖε κνοων ορ πρεδιχτεδ ρολεσ ιν mψογενιχ ορ 

πρε−mψογενιχ χελλσ. Τηε εξπρεσσιον προφιλεσ φορ Μψοδ ανδ α−αχτιν (αχτχ1) αρε βοξεδ ανδ σηοων 

το ηιγηλιγητ χλυστερσ ρελεϖαντ το δετερmινατιον ανδ διφφερεντιατιον ρεσπεχτιϖελψ. 
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Φιγυρε 5 

θΡΤ−ΠΧΡ αναλψσισ οφ ιδεντιφιεδ εαρλψ ταργετσ οφ ΜψοD ατ ΝΦ Στ11.5. Αναλψσισ σηοωσ τηε 

εξπρεσσιον οφ ΜψοD ανδ τηε κνοων ΜψοD ταργετ γενε Ρβm24 αλονγσιδε πρεδιχτεδ ταργετ 

γενεσ Ρβm20, Γλι2, Φοξχ1 ανδ Ζεβ2. Παιρ−ωισε τ−τεστσ ωερε χαρριεδ ουτ φορ τηε mεαν ρελατιϖε 

εξπρεσσιον οφ τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ φορ Χασ9 ονλψ ανδ Χασ9 πλυσ γΡΝΑ ινϕεχτεδ σετσ φορ 

εαχη γενε. Ερρορ βαρσ ρεπρεσεντ ΣΕΜ, ∗ = π<0.05, ∗∗ = π<0.01. 

Τεmποραλ εξπρεσσιον αναλψσισ οφ ποτεντιαλ ταργετ γενεσ 

Το φυρτηερ ινϖεστιγατε ωηετηερ τηε ιδεντιφιεδ γενεσ αρε εξπρεσσεδ ατ α τιmε χονσιστεντ ωιτη αχτιϖατιον βψ ΜψοD, 

τεmποραλ εξπρεσσιον προφιλεσ ωερε αναλψσεδ. Ασ ΜψοD προτειν ισ φιρστ δετεχτεδ ιν τηε mεσοδερm ατ ΝΦ σταγε 11, 

χανδιδατε γενεσ ωιτη εξπρεσσιον πριορ το τηεσε σταγεσ αρε λεσσ λικελψ το βε βοναφιδε ταργετ γενεσ οφ ΜψοD. 

Φυρτηερmορε, ασ ουρ αναλψσισ ωασ χαρριεδ ουτ ατ Σταγε 11.5, γενεσ χοδινγ φορ χοντραχτιλε προτεινσ ορ οτηερ 

διφφερεντιατιον σπεχιφιχ γενεσ αρε νοτ εξπεχτεδ το βε ιδεντιφιεδ βψ ουρ στυδψ, ηοωεϖερ, ωε ινχλυδε τηε εξπρεσσιον 

προφιλε οφ αχτχ1 ασ α ρεφερενχε φορ τηισ χλασσ οφ γενεσ. ΡΝΑ−Σεθ δατα φροm α δεϖελοπmεντ τιmε χουρσε οφ Ξενοπυσ 

τροπιχαλισ ισ αϖαιλαβλε (Ταν ετ αλ., 2013) ανδ τηεσε εξπρεσσιον προφιλεσ ωερε υσεδ φορ ηιεραρχηιχαλ χλυστερ αναλψσισ οφ 

ταργετ γενεσ. Το δο τηισ, εξπρεσσιον δατα ωασ εξτραχτεδ φορ τηε 100 σηορτ−λιστεδ γενεσ (Συππλεmενταλ δατα Ταβλε Σ1) 

ανδ υσεδ το χρεατε α ηεατmαπ οφ εξπρεσσιον λεϖελσ οϖερ α δεϖελοπmενταλ τιmε χουρσε (Συππλεmενταλ δατα Φιγυρε Σ1). 

Γενεσ αλιγνινγ ωιτη ρεφερενχε προφιλεσ φορ δετερmινατιον (mψοD) ανδ διφφερεντιατιον (αχτχ1) ωερε σελεχτεδ φορ φυρτηερ 

ηεατ mαππινγ ανδ χλυστερ αναλψσεσ (σηοων ιν Φιγυρεσ 4 ανδ 5).  Ευχηλιδεαν διστανχε ωασ υσεδ ασ τηε mετριχ οφ λινκαγε 

φορ χοmπλετε σαmπλεσ ανδ α σελεχτεδ χυττινγ ποιντ φορ τηε χλυστερεδ δενδρογραm ρεσυλτεδ ιν τηε φορmατιον οφ 5 

χλυστερσ οφ διστινχτ εξπρεσσιον προφιλεσ; τηισ ισ σηοων ιν τηε ηεατ mαπ ωηερε ορανγε βοξεσ ρεπρεσεντ ηιγηεστ 

εξπρεσσιον λεϖελσ (Φιγυρε 4). Το δετερmινε τηε εξπρεσσιον παττερνσ οβσερϖεδ ωιτηιν τηε 5 χλυστερσ, προφιλεσ οφ ρελατιϖε 

εξπρεσσιον φορ εαχη σταγε ωερε χονστρυχτεδ φροm τηε εξπρεσσιον δατα υσεδ ιν τηε ηεατmαπ ανδ χλυστερινγ.  

 

Χλυστερσ 1 ανδ 2 σηοω σιmιλαρ οϖεραλλ εξπρεσσιον προφιλεσ: γενεσ ωιτηιν τηεσε χλυστερσ ηαϖε ϖερψ λοω ορ νο 

mατερναλ εξπρεσσιον ωιτη εαρλιεστ νοταβλε εξπρεσσιον ατ σταγε 10. Εξπρεσσιον ιν βοτη χλυστερσ ινχρεασεσ δυρινγ 

γαστρυλα ανδ νευρυλα σταγεσ, ηοωεϖερ, ιν Χλυστερ 1 εξπρεσσιον ινχρεασε ισ mορε ραπιδ, ασ ηιγηεστ εξπρεσσιον ισ 

οβσερϖεδ ατ σταγεσ 13−14, ωηιλστ γενεσ ιν Χλυστερ 2 σηοω πεακ εξπρεσσιον ατ σταγεσ 16−18. Βοτη χλυστερσ τηεν σηοω 

δεχρεασεσ ιν γενε εξπρεσσιον ιν λατερ σταγεσ. Νοταβλψ, ΜψοD ιτσελφ ισ αλλοχατεδ το Χλυστερ 2. Γενεσ λοχατεδ ιν Χλυστερ 3 

αλσο σηοω λοω ορ νο εξπρεσσιον πριορ το mιδ−βλαστυλα τρανσιτιον (ΜΒΤ) ανδ τηε οϖεραλλ εξπρεσσιον τρενδ σηοωσ 

ινχρεασινγ εξπρεσσιον υντιλ εαρλψ ταιλβυδ σταγεσ 20−22. Εξπρεσσιον τηεν δεχρεασεσ ιν λατερ σταγεσ. Ινδιϖιδυαλ γενε 

εξπρεσσιον ωιτηιν τηισ χλυστερ ηοωεϖερ, ισ mορε ϖαριεδ τηαν ιν οτηερ χλυστερσ. Χλυστερ 4 ισ α mυχη σmαλλερ χλυστερ 

χονταινινγ τηε κνοων ΜψοD ταργετ αλπηα−χαρδιαχ αχτιν (αχτχ1). Γενε εξπρεσσιον φορ τηισ χλυστερ σηοωσ δελαψεδ γενε 

αχτιϖατιον ωιτη ινχρεασεσ οχχυρρινγ φροm σταγε 14 ονωαρδσ, τηισ ινχρεασινγ εξπρεσσιον ισ mαινταινεδ τηρουγη ταιλβυδ 

σταγεσ ανδ ονλψ δεχρεασεσ σλιγητλψ ιν τηε λατερ ταδπολε σταγεσ. Χλυστερ 4 χονταινσ τηε mυσχλε γλψχογεν πηοσπηορψλασε 

πψγm. Χλυστερ 5 ισ διστινχτ φροm αλλ οτηερ χλυστερσ ιν τηατ τηε γενεσ λοχατεδ ωιτηιν τηισ χλυστερ σηοω mατερναλ 

εξπρεσσιον. Εξπρεσσιον δεχρεασεσ ραπιδλψ αφτερ ΜΒΤ ανδ ισ ατ λοωεστ λεϖελσ δυρινγ νευρυλα σταγεσ, τηεν ινχρεασεσ 

αγαιν δυρινγ ταιλβυδ σταγεσ (20−28) τηρουγη το λατερ ταδπολε σταγεσ (31−45). 
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Ηιεραρχηιχαλ χλυστερ αναλψσισ ωασ υσεδ το ηιγηλιγητ γενεσ τηατ σηοω δεϖελοπmενταλλψ ρελεϖαντ εξπρεσσιον 

προφιλεσ, ανδ στρενγτηεν τηειρ στατυσ ασ χανδιδατεσ φορ εαρλψ γενετιχ ταργετσ οφ ΜψοD; χλυστερσ 1 ανδ 2 ινχλυδε γενεσ 

ιδεντιφιεδ ιν οτηερ στυδιεσ ασ mψογενιχ ορ πρε−mψογενιχ γενεσ (ηιγηλιγητεδ βψ αν αστεριξ ανδ δισχυσσεδ ιν Σεχτιον 3).  

Ιν ορδερ το ϖαλιδατε ωηετηερ ανψ οφ τηεσε γενεσ ρεθυιρε ΜψοD φορ τηειρ εξπρεσσιον δυρινγ γαστρυλα σταγεσ, ωε 

ινϕεχτεδ γΡΝΑ ταργετινγ ΜψοD τογετηερ ωιτη Χασ9 προτειν ανδ διρεχτλψ ασσαψεδ τηε εξπρεσσιον οφ σεϖεραλ χανδιδατε 

γενεσ ιν τηεσε εmβρψοσ ατ σταγε 11.5 ασ χοmπαρεδ το Χασ9 ονλψ ινϕεχτεδ εmβρψοσ υσινγ θΠΧΡ (Φιγυρε 5). Φιγυρε 5 

σηοωσ τηατ Ρβm20, Ρβm24, γλι2, ΦοξΧ1, ανδ Ζεβ2 (ακα ΞΣιπ1), ασ ωελλ ασ mψοD ιτσελφ, αρε αλλ σιγνιφιχαντλψ δοων−

ρεγυλατεδ ιν ταργετεδ εmβρψοσ. Τηισ ϖαλιδατιον συππορτσ τηε νοτιον τηατ ουρ γενε ταργετινγ ανδ τρανσχριπτοmιχ 

αναλψσισ οφ φουνδερ εmβρψοσ ηασ προϖιδεδ α ροβυστ λιστ οφ χανδιδατεσ γενεσ ρεγυλατεδ βψ ΜψοD πριορ το τηε ονσετ οφ 

σκελεταλ mυσχλε διφφερεντιατιον. 
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Γενε 

σψmβολ 

ΕΝΣΕΜΒΛ ΙD Αϖεραγε 

ΦΠΚΜ 

Χοντρολ 

Αϖεραγε ΦΠΚΜ 

Εξπεριmενταλ 

Εξπεριmενταλ 

Ρελατιϖε 

εξπρεσσιον 

π−ϖαλυε 

βmπρ1β ΕΝΣΞΕΤΓ00000019220 8.01 5.45 0.68 0.02 

πγπ ΕΝΣΞΕΤΓ00000016097 6.12 4.52 0.74 0.03 

γβξ2.2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000003293 42.10 31.57 0.75 0.01 

σπ8 ΕΝΣΞΕΤΓ00000030115 12.27 9.28 0.76 0.05 

νκξ6−2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000023614 20.42 15.51 0.76 0.02 

τσφm ΕΝΣΞΕΤΓ00000009653 5.08 3.96 0.78 0.05 

δεχρ2−λικε ΕΝΣΞΕΤΓ00000010329 12.93 10.08 0.78 0.04 

ρβm20 ΕΝΣΞΕΤΓ00000025245 7.04 5.51 0.78 0.04 

ζεβ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000000237 18.67 14.88 0.80 0.01 

φοξχ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000016387 80.68 65.42 0.81 0.03 

βαβαm1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000025571 9.14 7.47 0.82 0.02 

γλι2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000011189 12.23 10.04 0.82 0.01 

σπ5 ΕΝΣΞΕΤΓ00000025407 64.04 53.11 0.83 0.03 

πmm2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000004549 45.85 38.21 0.83 0.04 

πψγm ΕΝΣΞΕΤΓ00000034136 123.57 103.71 0.84 0.04 

φοξχ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000000594 73.17 61.58 0.84 0.06 

φστλ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018009 25.29 21.31 0.84 0.02 

πεξ16 ΕΝΣΞΕΤΓ00000001027 8.44 7.15 0.85 0.05 

σλχ13α4 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008163 18.80 15.99 0.85 0.03 

ακ6 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018174 14.39 12.24 0.85 0.03 

πγκ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000007447 19.96 17.15 0.86 0.02 

mρπσ30 ΕΝΣΞΕΤΓ00000017716 11.89 10.23 0.86 0.04 

φλϖχρ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000027282 8.63 7.47 0.87 0.04 

χδξ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000010282 77.18 66.87 0.87 0.03 

πδλιm7 ΕΝΣΞΕΤΓ00000007240 13.77 11.97 0.87 0.01 

mσι1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000012216 55.14 47.91 0.87 0.00 

ρνφ7 ΕΝΣΞΕΤΓ00000014753 99.16 86.80 0.88 0.04 

πχδη8.2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008792 73.31 64.29 0.88 0.01 

ηερπυδ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000013111 5.58 4.91 0.88 0.04 

ρνφ157 ΕΝΣΞΕΤΓ00000019548 5.75 5.16 0.90 0.05 

επν1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000022662 42.43 38.19 0.90 0.04 

δναϕχ24 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008179 14.14 12.76 0.90 0.03 

πβξ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000005223 169.56 158.17 0.93 0.02 

 

Ταβλε 1: Α σηορτλιστ οφ γενεσ ιδεντιφιεδ ασ εαρλψ ταργετσ οφ ΜψοD.   Αφτερ ηεατ−mαππινγ ανδ χλυστερ αναλψσισ, ονλψ 

γενεσ λοχατεδ ωιτηιν χλυστερσ σηοωινγ δεϖελοπmενταλλψ ρελεϖαντ εξπρεσσιον προφιλεσ ωερε σηορτλιστεδ ασ εαρλψ Μψοδ 

ταργετσ. Τηε λιστ ωασ mανυαλλψ χυρατεδ υσινγ εξιστινγ αϖαιλαβλε εξπρεσσιον προφιλεσ ανδ πυβλισηεδ λιτερατυρε το χυρατε 

τηε 33 γενεσ σηορτλιστεδ ασ εαρλψ ταργετσ οφ Μψοδ. 
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3. Dισχυσσιον 

 

ΜψοD ισ κνοων το διρεχτ σεϖεραλ διφφερεντ συβ−προγραmmεσ οφ γενε εξπρεσσιον δυρινγ mψογενεσισ 

(Βεργστροm ετ αλ., 2002; Βλαισ ετ αλ., 2005; Σολειmανι ετ αλ., 2012) χονσιστεντ ωιτη ιτσ ρολε ασ αν εσσεντιαλ 

δετερmινατιον γενε φορ τηε προλιφερατιϖε mψοβλαστ (Ρυδνιχκι ετ αλ., 1993). Ηοωεϖερ, ΜψοD ισ αλσο α ροβυστ ινιτιατορ οφ 

τρανσχριπτιοναλ ταργετσ δυρινγ mψογενιχ διφφερεντιατιον, διστινγυισηινγ ιτσελφ ιν τηισ ωαψ φροm Μψφ5 (Χονερλψ ετ αλ., 

2016). Ιτ ισ αν ιντερεστινγ προποσιτιον τηατ ονε τρανσχριπτιον φαχτορ χαν αχτιϖατε διστινχτ πανελσ οφ γενεσ ατ τωο 

διφφερεντ σταγεσ οφ χελλ λινεαγε σπεχιφιχατιον. Ινδεεδ, τηισ νοτιον οφ προmοτερ σωαππινγ ισ συππορτεδ βψ ΜψοD βινδινγ 

αναλψσισ υσινγ χηροmατιν ιmmυνοπρεχιπιτατιον (ΧηΙΠ−σεθ) προτοχολσ τηατ ηαϖε σηοων τηατ ΜψοD φυνχτιονσ ασ α 

τρανσχριπτιοναλ ρεγυλατορ δυρινγ βοτη mψογενιχ δετερmινατιον ανδ διφφερεντιατιον βψ βινδινγ ανδ αχτιϖατινγ διστινχτ 

σετσ οφ γενεσ (Σολειmανι ετ αλ., 2012).  

Τηε αβιλιτψ το mοδελ mψογενιχ διφφερεντιατιον ιν χελλ χυλτυρε ηασ βεεν εξχεπτιοναλλψ ινφορmατιϖε; ποιντινγ τηε 

ωαψ το α δεταιλεδ υνδερστανδινγ οφ ηοω τρανσχριπτιοναλ ρεγυλατορσ χαν διρεχτ χελλ φατε. Ουρ στυδψ ινϖεστιγατεδ γενεσ 

τηατ ρεθυιρε ΜψοD δυρινγ τηε εαρλιεστ σταγεσ οφ mψογενεσισ ιν ϖιϖο, υσινγ τηε διπλοιδ φρογ mοδελ Ξ.τροπιχαλισ.  

ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 γενε εδιτινγ ϖερψ εφφεχτιϖελψ ταργετεδ τηε ΜψοD γενε ιν εmβρψοσ, ηοωεϖερ νοτ αλλ ΙΝDΕΛσ ρεσυλτ ιν 

αλλελεσ τηατ ωουλδ γενερατε α δισρυπτεδ προτειν. Αππροξιmατελψ 80% οφ ινϕεχτεδ εmβρψοσ αρε συχχεσσφυλλψ ταργετεδ 

ανδ τηε πενετρανχε οφ mυτατιον ιν εαχη ινδιϖιδυαλ ισ αλσο ϖερψ ηιγη. Ηοωεϖερ, βεχαυσε Χασ9 χαν αχτ ον ονε ορ βοτη 

(ορ νειτηερ) αλλελεσ ιν χελλσ ασ τηε εαρλψ εmβρψο διϖιδεσ, ανδ τηε νατυρε οφ ΝΗΕϑ ισ λεαδσ το ρανδοm ΙΝDΕΛσ, τηε 

ρεσυλτινγ Φ0 εmβρψοσ αρε ινηερεντλψ γενετιχαλλψ mοσαιχ. Τηισ λεαδσ το α ποπυλατιον οφ Φ0σ ωιτη ιλλ−δεφινεδ γενοτψπε, 

ωιτη λεσσ τηαν ηαλφ οφ αλλελεσ αναλψσεσ χαρρψινγ α δισρυπτιϖε mυτατιον. Ιν ζεβραφιση, ιτ ισ στανδαρδ πραχτιχε το ουτχροσσ 

φουνδερ φιση ανδ βρεεδ το α κνοων mυταντ γενοτψπε (Λι ετ αλ., 2016); ουτχροσσινγ φρογσ ισ νοτ ασ πραχτιχαλ ασ ιτ 

ρεθυιρεσ mορε σπαχε ανδ τιmε.  

Νεϖερτηελεσσ, ωε ηαϖε εσταβλισηεδ ηερε τηατ υσινγ φουνδερ εmβρψοσ φροm γενε εδιτινγ προτοχολσ ιν 

τρανσχριπτιοναλ αναλψσεσ ισ ϖαλυαβλε. Wε σηοω ηερε τηατ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετινγ οφ ΜψοD ρεσυλτσ ιν α σιγνιφιχαντ 

ρεδυχτιον οφ ΜψοD τρανσχριπτσ οϖεραλλ ανδ α ηιγη περχενταγε οφ τηεσε ωιτη ΙΝDΕΛσ (Φιγυρε 2); mορεοϖερ, τηε κνοων 

ταργετ γενε Ρmβ24(Σεβ4) ισ σιγνιφιχαντλψ δοων ρεγυλατεδ ιν τηεσε σαmπλεσ. Ουρ τρανσχριπτοmιχ αναλψσισ ηασ προϖιδεδ 

α σηορτλιστ οφ γενεσ τηατ ρεθυιρε ΜψοD, ιν ϖιϖο, πριορ το mψογενιχ διφφερεντιατιον (Ταβλε 1). 

Ουρ αναλψσισ οφ πυτατιϖε ΜψοD ταργετσ ιν τηε χοντεξτ οφ α πυβλισηεδ τιmε χουρσε οφ γενε εξπρεσσιον δυρινγ 

Ξενοπυσ τροπιχαλισ δεϖελοπmεντ (Ταν ετ αλ., 2013) προϖιδεδ α ωαψ οφ χυρατινγ γενεσ ον τηε βασισ οφ τεmποραλ 

εξπρεσσιον, ηοωεϖερ σπατιαλ ρεστριχτιον οφ εξπρεσσιον ισ αλσο αν ιmπορταντ φαχτορ το χονσιδερ. ΜψοD ανδ Ρβm24 (ακα 

Σεβ4) σηαρε α ϖερψ χλοσε εξπρεσσιον παττερν, βοτη τεmποραλλψ ανδ σπατιαλλψ, ωιτη τηε νοταβλε εξχεπτιον τηατ Ρβm24 ισ 

εξπρεσσεδ ιν τηε χαρδιαχ ασ ωελλ ασ τηε σκελεταλ mυσχλε χελλ λινεαγε (Λι ετ αλ., 2010; Μαγυιρε ετ αλ., 2012). Τηε σπατιαλ 

εξπρεσσιον παττερν οφ Ρβm20 ηασ νοτ βεεν εξαmινεδ ιν Ξενοπυσ, ηοωεϖερ, ιν χηιχκ εmβρψοσ ιτ σηοωσ ϖερψ εαρλψ (ψετ 

τρανσιεντ) εξπρεσσιον ιν σοmιτεσ ωιτη περσιστεντ εξπρεσσιον τηε ηεαρτ (Γεισηα.αριζονα.εδυ). Γλι2 ανδ Ζεβ2 (ακα ΞΣιπ1) 

αρε εξπρεσσεδ ιν τηε νευρεχτοδερm ϕυστ αφτερ γαστρυλατιον (Αγυερο 2012 ανδ Παπιν 2002); ηοωεϖερ, δυρινγ 

γαστρυλατιον Ζεβ2 ισ εξπρεσσεδ ιν τηε δορσαλ mαργιναλ ζονε ωιτη σοmε mεσοδερmαλ εξπρεσσιον; τηερε ισ νο ιν σιτυ 

ηψβριδιζατιον δατα φορ γαστρυλα σπεχιφιχ εξπρεσσιον οφ Γλι2. ΦοξΧ1 σηοωσ βοτη εαρλψ mεσοδερmαλ ανδ λατερ σοmιτιχ 

εξπρεσσιον ιν Ξενοπυσ, ανδ λικε Ρβm24, ΦοξΧ1 ωασ αλσο ιδεντιφιεδ ασ α ταργετ οφ ΜψοD ιν αν εαρλιερ αλαψσισ υσινγ 

mορπηολινο ολιγοσ (Μαγυιρε ετ αλ., 2012). 

Wε φουνδ τηατ ΦοξΧ1 ανδ ΦοξΧ2 αρε σιγνιφιχαντ ταργετσ ιν ουρ αναλψσεσ, ανδ αρε κνοων το βε εξπρεσσεδ ιν τηε 

παραξιαλ mεσοδερm αmνιοτεσ (Κυmε ετ αλ., 1998), ασ ωελλ ασ φιση ανδ φρογσ (Κστερ ετ αλ., 1998; Μαγυιρε ετ αλ., 2012; 

Τοπχζεωσκα ετ αλ., 2001). ΦοξΧ1/Χ2 αρε εσσεντιαλ φορ σοmιτογενεσισ (Κυmε ετ αλ., 2001; Τοπχζεωσκα ετ αλ., 2001), ανδ 

ιδεντιφιεδ ασ τρανσχριπτιοναλ ταργετσ οφ ΜψοD ιν πρεϖιουσ στυδιεσ (Γιανακοπουλοσ ετ αλ., 2011; Μαγυιρε ετ αλ., 2012). Ιν 

τηε εαρλψ παραξιαλ mεσοδερm, ΦοξΧ1/Χ2 αρε χο−εξπρεσσεδ ωιτη τηε εαρλψ mυσχλε ρεγυλατορ Παξ3, ηοωεϖερ λατερ ιν 

σοmιτογενεσισ ΦοξΧ1/2 ρεγυλατε τηε ενδοτηελιαλ λινεαγε (Λαγηα ετ αλ., 2009; Μαψευφ−Λουχηαρτ ετ αλ., 2014) βυτ τηειρ 

εξπρεσσιον ισ νονετηελεσσ εσσεντιαλ φορ τηε νορmαλ mιγρατιον οφ mυσχλε πρεχυρσορ χελλσ το τηε λιmβ (Μαψευφ−Λουχηαρτ 
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ετ αλ., 2016). Ιντερεστινγλψ, ανοτηερ γενε ωε ιδεντιφιεδ ιν ουρ σχρεεν, Γλι2, ηασ βεεν φουνδ το αχτ υπστρεαm οφ ΦοξΧ1/2 

ιν τηε ινδυχτιον οφ mψογενεσισ ιν Π19 χελλσ (Σαϖαγε ετ αλ., 2010).   

Πβξ2 ισ αλσο αν ιντερεστινγ ταργετ ασ τηισ φαmιλψ οφ ΤΑΛΕ−χλασσ ηοmεοδοmαιν προτεινσ αρε ασσοχιατεδ ωιτη 

mψογενεσισ (Βερκεσ ετ αλ., 2004; Μαϖεσ ετ αλ., 2007) ανδ βινδινγ σιτεσ φορ Πβξ τρανσχριπτιον φαχτορσ αρε φουνδ ιν 

ρεγιονσ οφ τηε γενοmε ασσοχιατεδ ωιτη ΜψοD βινδινγ (Φονγ ετ αλ., 2015); ιτ ισ τηουγητ τηατ Πβξ προτεινσ ηελπ 

けヮｷﾗﾐWWヴげ ﾗヴ Wゲデ;Hﾉｷゲｴ デｴW ﾏ┞ﾗｪWﾐｷI ヮヴﾗｪヴ;ﾏﾏW ふY;ﾗ Wデ ;ﾉくが ヲヰヱンぶく Tｴｷゲ ﾏﾗSWﾉ aｷデゲ ┘Wﾉﾉ ┘ｷデｴ Πβξ γενεσ βεινγ εαρλψ 

ταργετσ οφ ΜψοD ιν ϖιϖο.   Ρβm24 (Σεβ4) ισ αν ΡΝΑ βινδινγ προτειν εσσεντιαλ φορ σκελεταλ mυσχλε σπεχιφιχ αλτερνατιϖε 

σπλιχινγ (Ψανγ ετ αλ., 2014) ανδ ηασ βεεν σηοων πρεϖιουσλψ το βε α διρεχτ ταργετ οφ ΜψοD (Λι ετ αλ., 2010). Ρεχεντλψ, ιτ 

ηασ βεεν φουνδ τηατ Ρβm24 ισ εσσεντιαλ φορ νορmαλ σοmιτογενεσισ ιν φιση (Μαραγη ετ αλ., 2014) χονσιστεντ ωιτη τηε 

φινδινγσ ιν ουρ πρεϖιουσ πυβλιχατιον ιν Ξενοπυσ ωηερε Ρβm24 ωασ ιδεντιφιεδ ασ α ΜψοD ταργετ γενε (Μαγυιρε ετ αλ., 

2012). Ρβm20, α ρελατεδ γενε ωιτη σιmιλαρ φυνχτιονσ ιν διρεχτινγ χελλ σπεχιφιχ αλτερνατιϖε σπλιχινγ (Λι ετ αλ., 2013), ωασ 

αλσο ιδεντιφιεδ ασ α ταργετ ιν ουρ αναλψσεσ.  Ζεβ2 χοδεσ φορ αν Ε−βοξ βινδινγ ρεπρεσσορ, ωηιχη χουλδ αχτ λικε Σναιλ 

ρεπρεσσορσ ιν mοδυλατινγ けWﾐｴ;ﾐIWヴ ゲ┘;ヮヮｷﾐｪげが ┘ｴWヴW M┞ﾗD HｷﾐSゲ デﾗ ヴWｪ┌ﾉ;デﾗヴ┞ ゲWケ┌WﾐIWゲ ｷﾐ SｷaaWヴWﾐデ ｪWﾐWゲ ｷﾐ 
mψοβλαστσ ασ χοmπαρεδ ωιτη mψοτυβεσ (Σολειmανι ετ αλ., 2013). Γενεσ χοδινγ φορ τηε ζινχ φινγερ τρανσχριπτιον φαχτορσ 

Σπ8 ανδ Σπ5 ωερε αλσο ιδεντιφιεδ ασ ταργετσ ιν α σχρεεν φορ εαρλψ ταργετσ οφ Wντ σιγναλλινγ (Νακαmυρα ετ αλ., 2016) ανδ 

ασ δοωνστρεαm ρεγυλατορσ προmοτινγ ΦΓΦ σιγναλλινγ (Βραννεψ ετ αλ., 2009; Κασβεργ ετ αλ., 2013). Ιδεντιφψινγ τηε γενεσ 

χοδινγ φορ Σπ5/8 ασ εαρλψ ΜψοD ταργετσ ισ χονσιστεντ ωιτη τηε ιmπορταντ ρολε φορ ΦΓΦ (Φισηερ, 2002) ανδ Wντ (Ηοππλερ 

ετ αλ., 1996) σιγναλλινγ ιν αχτιϖατινγ ΜψοD ιν Ξενοπυσ. Τηε φαχτ τηατ ωε φινδινγ σοmε ρεγυλατορσ τηατ αρε κνοων το αχτ 

ωιτη ΜψοD (συχη ασ Πβξ ανδ Σπ5/8) ασ δοωνστρεαm ταργετσ οφ ΜψοD ισ νοτ συρπρισινγ ασ ουρ αναλψσεσ αρε φοχυσ ον α 

ωινδοω οφ τιmε ϖερψ εαρλψ δυρινγ τηε σπεχιφιχατιον οφ τηε mψογενιχ λινεαγε ωηεν τρανσχριπτιοναλ φεεδ−φορωαρδ 

πατηωαψσ αρε βεινγ εσταβλισηεδ. Μορε συρπρισινγ ισ τηατ ωε ωερε αβλε το δετεχτ λατερ ταργετσ οφ ΜψοD ατ τηισ εαρλψ 

σταγε: τηε σκελεταλ mυσχλε σπεχιφιχ προτοχαδηερινσ (πχδη8) ανδ κινασεσ (πγκ1 ανδ πψγm), ανδ φολλιστατιν (φστλ1) αρε 

εξπρεσσεδ ιν σοmιτεσ (Βερτι ετ αλ., 2015) ανδ αρε νοταβλε ασ τηεψ αρε ιδεντιφιεδ ασ ΜψοD ταργετσ ατ συχη αν εαρλψ 

τιmεποιντ.  

Χονσιδερινγ τηε στατιστιχαλλψ σιγνιφιχαντ ηιτσ ιδεντιφιεδ ιν ουρ στυδψ ιν τηε χοντεξτ οφ τηειρ νορmαλ 

δεϖελοπmενταλ εξπρεσσιον παττερνσ ανδ ωιτη ρεγαρδ το οτηερ φινδινγσ ιν τηε πυβλισηεδ λιτερατυρε, ωε δεσχριβε ηερε α 

σετ οφ γενεσ (Ταβλε 1) τηατ ρεθυιρε ΜψοD ιν ϖιϖο, εαρλψ δυρινγ τηε εσταβλισηmεντ οφ τηε σκελεταλ mυσχλε χελλ λινεαγε ιν 

Ξενοπυσ τροπιχαλισ. 

 

 

4. Εξπεριmενταλ Προχεδυρεσ 

 

4.1 Γενε ταργετινγ ιν Ξενοπυσ τροπιχαλισ 

 

γΡΝΑ δεσιγν 

Τηε βασιχ δοmαιν οφ ΜΡΦσ φυνχτιονσ ασ α DΝΑ βινδινγ δοmαιν, βινδινγ ατ Ε−βοξ χονσενσυσ σεθυενχεσ ιν ρεγυλατορψ 

ρεγιονσ δοωνστρεαm γενεσ το αχτιϖατε τρανσχριπτιον. Τηερεφορε, α σψντηετιχ γυιδε ΡΝΑ σεθυενχε (γΡΝΑ) ωασ 

δεσιγνεδ το δισρυπτ α ρεγιον ωιτηιν τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ ΜψοD βασιχ δοmαιν, λοχατεδ ιν εξον 1 οφ τηε χοδινγ 

σεθυενχε. Τηε δεσιγν τοολ ΧηοπΧηοπ (ηττπσ://χηοπχηοπ.ρχ.φασ.ηαρϖαρδ.εδυ/) ωασ υσεδ το σχαν τηε ινπυτ σεθυενχε 

φορ συιταβλε Χασ9 ταργετ σεθυενχεσ ινχλυδινγ α ΠΑΜ σιτε. Ανψ οφφ−ταργετσ ωιτη υπ το 2 mισmατχηεσ ιν τηε φιρστ 20βπ οφ 

σεθυενχε ωερε σεαρχηεδ φορ υσινγ τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ γενοmε ϖερσιον (ξενΤρο3/ΓΧΑ_000004195.1).  

 

γΡΝΑ τεmπλατε σψντηεσισ 

Α σεθυενχε σπαννινγ 71−89βπ ιν τηε φιρστ εξον οφ τηε ΞτΜψοD χοδινγ σεθυενχε  

ふヵげ−ΤΧΓΤΧΓΤΑΓΑΑΓΤΧΑΤΧΓΓ−ンげぶ ﾗﾐ デｴW ヴW┗WヴゲW ゲデヴ;ﾐS ωασ σελεχτεδ ασ νο οφφ−ταργετσ ωερε πρεδιχτεδ φορ τηισ 

ゲWケ┌WﾐIWく WW SWゲｷｪﾐWS デｴW ヵげ ヮヴｷﾏWヴ デﾗ ｷﾐIﾉ┌SW ;ﾐ ｷﾐIヴW;ゲWS WaaｷIｷWﾐI┞ ヮヴﾗmοτερ φορ τρανσχριπτιον βψ Τ7 ΡΝΑ 

https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/
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Pﾗﾉ┞ﾏWヴ;ゲWが ;ﾐS ;ﾐ ;SSWS ヵげ G ﾐ┌IﾉWﾗデｷSW デﾗ aｷデ ヴWケ┌ｷヴWﾏWﾐデゲ ﾗa デｴW TΑ ヮﾗﾉ┞ﾏWヴ;ゲWく O┌ヴ ヴWゲ┌ﾉデｷﾐｪ aﾗヴ┘;ヴS ヮヴｷﾏWヴ 
χονσιστεδ οφ τηε σεθυενχε 

ヵ櫨− ΓΧΑΓΧΤΑΑΤΑΧΓΑΧΤΧΑΧΤΑΤΑΓΓ ΤΧΓΤΧΓΤΑΓΑΑΓΤΧΑΤΧΓΓ ΓΤΤΤΤΑΓΑΓΧΤΑΓΑΑΑΤΑ−ン櫨    
ανδ τηε ρεϖερσε πριmερ ισ χοmmον το αλλ γΡΝΑσ ισ 

ヵげAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC ンげ  
(Νακαψαmα ετ αλ., 2014). 

 

γΡΝΑ τρανσχριπτιον 

Πηυσιον πολψmερασε ωασ υσεδ το αmπλιφψ τηε τεmπλατε υσινγ 5υΜ οφ εαχη πριmερ, αννεαλινγ ατ 60Χ ανδ εξτενδινγ φορ 

15 σεχονδσ οϖερ 35 χψχλεσ. Τεmπλατε ωασ τακεν διρεχτλψ φροm τηε ΠΧΡ ρεαχτιον φορ ιν ϖιτρο τρανσχριπτιον υσινγ 

MWｪ;ゲｴﾗヴデゲIヴｷヮデイ TΑ Tヴ;ﾐゲIヴｷヮデｷﾗﾐ Kｷデ ふLｷaW TWIｴﾐﾗﾉﾗｪｷWゲぶ aﾗﾉﾉﾗ┘ｷﾐｪ デｴW ﾏ;ﾐ┌a;Iデ┌ヴWヴゲ ｪ┌ｷSWﾉｷﾐWゲく IﾐI┌H;デｷﾗﾐ ;デ ンΑこI 
οϖερνιγητ ωασ φολλοωεδ βψ ΤΥΡΒΟ DΝασε τρεατmεντ, ανδ γΡΝΑ πυριφιχατιον βψ πηενολ−χηλοροφορm εξτραχτιον ανδ 

ΝΗ4ΟΑχ/ετηανολ πρεχιπιτατιον. γΡΝΑ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν α φιναλ ϖολυmε οφ 20υλ. ΡΝΑ θυαλιτψ ασσεσσmεντ βψ γελ 

ελεχτροπηορεσισ ανδ νανοδροπ mεασυρεmεντ ωασ αλσο χαρριεδ ουτ. Αν οπτιmαλ χονχεντρατιον οφ 1.8υγ/υλ ισ δεσιρεδ 

φορ Χασ9 χοινϕεχτιον mιξτυρεσ. 

 

Χασ9 προτειν προδυχτιον 

Χασ9 προτειν ωασ mαδε υσινγ τηε πλασmιδ (Αδδγενε) βψ εξπρεσσινγ ιν Ροσεττα−2 χελλσ (Νοϖαγεν) ατ 30Χ ιν 

καναmψχιν/χηλοραmπηενιχολ συβστιτυτεδ αυτοινδυχτιον mεδια (Στυδιερ Φ.W., Προτειν 

Εξπρεσσιον ανδ Πυριφιχατιον 2005). Πελλεττεδ χελλσ ωερε ρεσυσπενδεδ ιν λψσισ βυφφερ (βυφφερ Α (50 mΜ Τρισ−ΗΧλ πΗ 8.0, 

500 mΜ ΝαΧλ, 10mΜ ιmιδαζολε) ωιτη χΟmπλετε ΕDΤΑ−φρεε προτεασε ινηιβιτορ χοχκταιλ (Ροχηε) ανδ λψσεδ βψ 

σονιχατιον. ΓΕ Ηεαλτηχαρε ΗιΤραπ Νιχκελ ΝΤΑ χολυmν ωασ εθυιλιβρατεδ ιν 50 mΜ Τρισ−ΗΧλ πΗ 8.0, 500 mΜ ΝαΧλ, 

10 mΜ ιmιδαζολε) ανδ ωασηεδ βεφορε α γραδιεντ οφ Βυφφερ Β (Βυφφερ Α + 500 mΜ Ιmιδαζολε) ωασ αππλιεδ το ελυτε τηε 

προτειν. Τηε πεακ ελυτεδ βετωεεν 7− 30% βυφφερ Β. Τηε φραχτιονσ χονταινινγ Χασ9 ωερε ποολεδ ανδ χονχεντρατεδ 

βεφορε σιζε−εξχλυσιον χηροmατογραπηψ ιν 20 mΜ Τρισ, 200 mΜ ΚΧλ, 10 mΜ ΜγΧλ 2 (Συπερδεξ 200 16/60; Αmερσηαm 

Πηαρmαχια Βιοτεχη). Τηε πυριφιεδ Χασ9 ωασ χονχεντρατεδ το 50 mγ/mλ υσινγ υλτραφιλτρατιον ιν Αmιχον χεντριφυγατιον 

φιλτερ υνιτσ (Μιλλιπορε). Αλιθουτσ ωερε φλαση−aヴﾗ┣Wﾐ ;ﾐS ゲデﾗヴWS ;デ ЪΒヰ ェCく 
 

4.2 Αναλψσισ οφ Ξ.τροπιχαλισ εmβρψοσ 

Γενοτψπινγ εmβρψοσ: 

Το ασσεσσ τηε εφφιχιενχψ οφ Χασ9 ταργετινγ, γενοmιχ DΝΑ ωασ εξτραχτεδ φροm σινγλε εmβρψοσ ανδ τηε ταργετ ρεγιον 

ωασ αmπλιφιεδ βψ ΠΧΡ, χλονεδ ιντο πΓΕΜ Τ−εασψ ανδ σεθυενχεδ. Σινγλε εmβρψοσ ατ ΝΦ Σταγε 25 ωερε τρανσφερρεδ το 

0.5mλ ΠΧΡ τυβεσ χονταινινγ 200υλ οφ λψσισ βυφφερ (50mΜ Τρισ πΗ7.0, 50mΜ ΝαΧλ, 5mΜ ΕDΤΑ, 0.5% ΣDΣ, 10% Χηελεξ, 

aヴWゲｴ ヲヵヰ┌ｪっﾏﾉ PヴﾗデWｷﾐ;ゲW Kぶ ;ﾐS ｷﾐI┌H;デWS ;デ ヵヵこI aﾗヴ ヱｴﾗ┌ヴ aﾗﾉﾉﾗ┘WS H┞ ΓヵこI aﾗヴ ヱヵﾏｷﾐ┌デWゲ デﾗ SW;Iデｷ┗;デW デｴW 
Προτεινασε Κ. Αφτερ χεντριφυγατιον, τηε DΝΑ ισ διλυτεδ 1:10 ανδ αmπλιφιεδ βψ ΠΧΡ ρεαχτιον υσινγ πριmερσ φλανκινγ τηε 

Χασ9 ταργετ σιτε (φορωαρδ:  ΤΤΑ ΧΤΤ ΤΓΧ ΓΧΧ ΓΤΤ ΓΧΤ ΑΤ ανδ ρεϖερσε: ΓΤΤ ΓΧΓ ΧΑΑ ΑΑΤ ΧΤΧ ΧΑΧ ΤΤ). ΠΧΡ προδυχτσ 

ωερε χλονεδ ιντο τηε πΓΕΜ→−T E;ゲ┞ ┗WIデﾗヴ ゲ┞ゲデWﾏ ;ゲ ヮWヴ ﾏ;ﾐ┌a;Iデ┌ヴWヴげゲ ｪ┌ｷSWﾉｷﾐWゲ ;ﾐS デヴ;ﾐゲaﾗヴﾏWS ｷντο Ε.χολι. 

Μινιπρεπσ οφ ινδιϖιδυαλ χλονεσ σεθυενχεδ βψ ΓΑΤΧ Βιοτεχη υσινγ αν ΣΠ6 πριmερ. 

Σεθυενχεσ φροm 3−10 χλονεσ φροm εαχη εmβρψο ωερε αλιγνεδ αλονγσιδε τηε ωιλδ τψπε αmπλιχον σεθυενχε υσινγ 

DΝΑΣταρ ΣεθΜαν το ιδεντιφψ ΙΝDΕΛσ. 

 

Εξπρεσσιον αναλψσισ οφ ταργετεδ εmβρψοσ 

Το ασσεσσ τηε λεϖελ οφ ΜψοD τρανσχριπτσ ανδ τηατ οφ ιτσ κνοων ταργετ Ρmβ24 (Σεβ4) ιν ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετεδ εmβρψοσ 

πριορ το ΡΝΑ−Σεθ αναλψσισ, χοντρολ ανδ εξπεριmενταλ εmβρψοσ ωερε χολλεχτεδ ατ ΝΦ σταγε 11.5 ανδ σναπ φροζεν ον δρψ 

ιχε. ΡΝΑ ωασ W┝デヴ;IデWS ┌ゲｷﾐｪ Sｷｪﾏ; T‘I ‘W;ｪWﾐデイ デﾗｪWデｴWヴ ┘ｷデｴ )┞ﾏﾗ ‘NA  CﾉW;ﾐ  わ  CﾗﾐIWﾐデヴ;デﾗヴゥ−5 χολυmν, ανδ 

ヮ┌ヴｷaｷWS ;ゲ ヮWヴ デｴW ﾏ;ﾐ┌a;Iデ┌ヴWヴげゲ ｷﾐゲデヴ┌Iデｷﾗﾐゲく Fﾗヴ ケPC‘が IDNA ┘;ゲ ゲ┞ﾐデｴWゲｷゲWS ┌ゲｷﾐｪ TｴWヴﾏﾗ FｷゲｴWヴ SIｷWﾐデｷaｷI 
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Συπερσχριπτ Ις Ρεϖερσε Τρανσχριπτασε αχχορδινγ το mανυφαχτυρεσ γυιδελινεσ. Πριmερσ φορ ΜψοD, Ρmβ24, ανδ 

νορmαλισατιον γενε Dιχερ ωερε υσεδ ωιτη Φαστ ΣΨΒΡ Γρεεν 2Ξ mαστερ mιξ ιν τριπλιχατε φορ τηρεε βιολογιχαλ ρεπεατσ. 

 

ΡΝΑσεθ 

mΡΝΑ λιβραριεσ ωερε πρεπαρεδ φορ σεθυενχινγ υσινγ τηε NEBNW┝デイ Uﾉデヴ;ゥ ‘NA LｷHραρψ Πρεπ Κιτ φορ Ιλλυmινα, υσινγ 

τηε ΝΕΒΝεξτ Πολψ(Α) mΡΝΑ Μαγνετιχ Ισολατιον Μοδυλε το ισολατε πολψ(Α) mΡΝΑ φροm τοταλ ΡΝΑ. ΗιΣεθ3000 2 ξ 150 

βπ παιρεδ ενδ σεθυενχινγ ωασ περφορmεδ βψ τηε Υνιϖερσιτψ οφ Λεεδσ Νεξτ Γενερατιον Σεθυενχινγ Φαχιλιτψ. 

 

 

4.3 Χοmπυτατιοναλ αναλψσισ οφ ΡΝΑσεθ δατα 

Ιλλυmινα δεεπ σεθυενχινγ ρεσυλτεδ ιν ∼440mιλλιον ρεαδσ αχροσσ τηε 6 σαmπλεσ. Ραω ΡΝΑ−Σεθ ρεαδσ ωερε mαππεδ 

υσινγ τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ γενοmε ϖερσιον 9.0 (Ξενβασε).  ΦΠΚΜ (φραγmεντσ περ κιλοβασε οφ τρανσχριπτ περ mιλλιον 

mαππεδ ρεαδσ) ϖαλυεσ ωερε χαλχυλατεδ το νορmαλισε τηε νυmβερ οφ ρεαδσ περ φραγmεντ το τηε λενγτη οφ τηε φραγmεντ 

ιν ορδερ το αϖοιδ βιασ τοωαρδσ λονγερ φραγmεντσ. ΦΠΚΜ ϖαλυεσ φορ τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ ωερε αναλψσεδ βψ 

παιρωισε τ−τεστσ χοmπαρινγ εξπρεσσιον ιν χοντρολ ανδ ΜψοD ΧΡΙΣΠΡ−ταργετεδ σαmπλεσ. 655 γενεσ σηοωεδ διφφερεντιαλ 

εξπρεσσιον βασεδ ον παιρεδ τ−τεστσ (π<0.05). Εξπρεσσιον δατα φορ ταργετ γενεσ ωασ εξτραχτεδ φροm ΡΝΑ−σεθ δατα 

αϖαιλαβλε (Ταν ετ αλ 2013) ανδ υπλοαδεδ το ηττπσ://σοφτωαρε.βροαδινστιτυτε.οργ/mορπηευσ/ χρεατινγ α ηεατmαπ οφ 

εξπρεσσιον ανδ ηιεραρχηιχαλ χλυστερινγ.  

 

Αχκνοωλεδγmεντσ 

Wε αρε ϖερψ γρατεφυλ το Ολγα Μοροζ ιν τηε Ψορκ Στρυχτυραλ Βιολογψ λαβσ φορ προτειν προδυχτιον οφ Χασ9. Wε αλσο τηανκ 

τηε Γενοmιχσ λαβ ιν Υνιϖερσιτψ οφ Ψορκ Βιολογψ Dεπαρτmεντ τεχηνολογψ φαχιλιτψ εσπεχιαλλψ Σαλλψ ϑαmεσ ανδ Κατηερινε 

Νεωλινγ φορ τεχηνιχαλ ανδ βιοινφορmατιχ συππορτ. ΧΜ ισ φυνδεδ βψ α Wηιτε Ροσε ΒΒΣΡΧ DΤΠ στυδεντσηιπ 

(ΒΒ/Μ011151/1). 
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Φιγυρε Λεγενδσ 

Φιγυρε 1.  Ασσεσσmεντ οφ ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετινγ εφφιχιενχψ οφ Μψοδ1 βψ γενοτψπινγ.  

Εmβρψοσ ατ τηε ονε−χελλ σταγε ωερε χο−ινϕεχτεδ ωιτη 1νγ Χασ9 προτειν ανδ 300πγ οφ ΜψοD γΡΝΑ. Ατ ΝΦ σταγε 25 

γενοmιχ DΝΑ ωασ εξτραχτεδ ανδ α 432βπ ρεγιον ινχλυδινγ τηε πρεδιχτεδ ΧΡΙΣΠΡ ταργετ σιτε ωασ αmπλιφιεδ βψ ΠΧΡ ανδ 

χλονεδ ιντο πΓΕΜ Τ−Εασψ. 3−15 χλονεσ περ εmβρψο ωερε σεθυενχεδ ανδ α τοταλ οφ 153 σεθυενχεσ ωερε αναλψσεδ. (Α) 

Τηε προπορτιονσ οφ mυτατεδ ϖσ ωιλδ τψπε σεθυενχεσ ιδεντιφιεδ ιν ινδιϖιδυαλ εmβρψοσ ισ σηοων ασ α βαρ γραπη. 88.6% 

οφ ινϕεχτεδ εmβρψοσ ηαϖε ατ λεαστ ονε χλονε mυτατεδ ατ τηε ταργετ σεθυενχε. (Β) Τηε οϖεραλλ προπορτιον οφ mυτατεδ 

σεθυενχεσ ιδεντιφιεδ ιν ταργετεδ εmβρψοσ. Αν αϖεραγε οφ 78% οφ χλονεσ περ εmβρψο ωερε mυτατεδ. (Χ) 

Χηαραχτερισατιον οφ mυτατιον τψπεσ σηοωσ τηε φρεθυενχιεσ οφ ινσερτιονσ/mισσενσε ασ χοmπαρεδ το δελετιονσ. (D) 10 

σεθυενχεσ φροm α σινγλε Χασ9 ταργετεδ εmβρψο ινδιχατεσ τηε λεϖελ οφ mοσαιχισm πρεσεντ ιν Φ0 ινδιϖιδυαλσ. Σεθυενχεσ 

ωερε αλιγνεδ το τηε πρεδιχτεδ ωιλδ τψπε αmπλιχον σεθυενχε (βοττοm ροω) ανδ τηε Χασ9 ΠΑΜ σεθυενχε ισ ινδιχατεδ ιν 

ρεδ υνδερλινε. (Ε) Ινδιϖιδυαλ σεθυενχεσ ωερε ασσεσσεδ φορ δελετιονσ, ινσερτιονσ ανδ mισσενσε mυτατιονσ.  Μυτατιονσ 

χαυσινγ ΙΝDΕΛσ ιν mυλτιπλεσ οφ 3 ωερε χατεγορισεδ ασ ιν−φραmε δελετιονσ/ινσερτιονσ. 25.9% σεθυενχεσ ρετυρνεδ ωερε 

χονφιρmεδ ωιλδ τψπε, 35.1% σηοωεδ φραmε σηιφτ δελετιονσ, 8.6% σηοωεδ φραmε σηιφτ ινσερτιονσ, 24.1% σηοωεδ ιν 

φραmε δελετιονσ, 2.3% σηοωεδ ιν φραmε ινσερτιονσ ανδ 4% σηοωεδ mισσενσε mυτατιονσ. (Βλυε ινδιχατεσ mυτατιον ορ 

δισρυπτιον; ορανγε ινδιχατεσ ωιλδτψπε σεθυενχε ορ σιλεντ mυτατιον) 

 

Φιγυρε 2. Αναλψσισ οφ τρανσχριπτσ ιν ΧΡΙΣΠΡ/Χασ9 ταργετεδ εmβρψοσ.  

Εξπεριmενταλ ανδ χοντρολ εmβρψοσ ωερε χολλεχτεδ ατ ΝΦ σταγε 11.5. (Α) θΠΧΡ αναλψσισ σηοωσ τηε εξπρεσσιον οφ Μψοδ 

ανδ τηε κνοων Μψοδ ταργετ γενε Ρβm24.  Παιρ−ωισε τ−τεστσ φορ τηε mεαν ρελατιϖε εξπρεσσιον φορ Χασ9 ονλψ ανδ Χασ9 

πλυσ γΡΝΑ ινϕεχτεδ σετσ φορ εαχη γενε. Ερρορ βαρσ ρεπρεσεντ ΣΕΜ, ∗ = π<0.05, ∗∗ = π<0.01. (Β) Μψοδ ΡΝΑ σεθυενχεσ 

ρετυρνεδ φροm mαππινγ ραω ΡΝΑ−Σεθ ρεαδσ το τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ mψοδ1 γενε. Α τοταλ οφ 1200 ρεαδσ ωερε 

εξτραπολατεδ αχροσσ τηε τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ ανδ προπορτιονσ οφ ρεαδσ σηοωινγ εαχη mυτατιον τψπε ωερε 

χαλχυλατεδ. Τηε mυτατεδ σεθυενχεσ αρε σηοων αλιγνεδ το τηε σεθυενχε φορ ωιλδ τψπε ΜψοD. Τηε τοταλ προπορτιονσ φορ 

εαχη οφ τηε mυτατιονσ σηοων αρε ασ φολλοωσ: D1= 175 (15%), D2= 13.5 (1%), D3= 219 (18%), D4= 70 (6%), D6= 69.5 

(6%), D8= 40 (3%). 

 

Φιγυρε 3. Οϖερϖιεω οφ ρεσυλτσ φροm ΡΝΑ−Σεθ  

ΡΝΑ−Σεθ ρεαδσ ωερε mαππεδ υσινγ τηε Ξενοπυσ τροπιχαλισ γενοmε ϖερσιον 9.0 (Ξενβασε). ΦΠΚΜ (φραγmεντσ περ 

κιλοβασε οφ τρανσχριπτ περ mιλλιον mαππεδ ρεαδσ) ϖαλυεσ ωερε χαλχυλατεδ το αϖοιδ βιασ τοωαρδσ λονγερ γενεσ βψ 

νορmαλισινγ τηε νυmβερ οφ ρεαδσ περ φραγmεντ το τηε λενγτη. ΦΠΚΜ ϖαλυεσ φορ τηρεε βιολογιχαλ ρεπλιχατεσ ωερε 

αναλψσεδ βψ παιρωισε τ−τεστσ χοmπαρινγ εξπρεσσιον ιν Χασ9 ονλψ χοντρολ εmβρψοσ ανδ ΜψοD ΧΡΙΣΠΡ−ταργετεδ σαmπλεσ. 

Α ϖολχανο πλοτ σηοωινγ τ τεστ σιγνιφιχανχε ϖαλυε (−λογ10 π−ϖαλυε) ϖσ φολδ χηανγε (λογ2) ωασ χονστρυχτεδ ιν Πψτηον. 

Γενεσ ιν βλυε ινδιχατε α φολδ χηανγε οφ γρεατερ τηαν 1, γενεσ ιν ψελλοω ινδιχατε α φολδ χηανγε γρεατερ τηαν 1 ανδ α π 

ϖαλυε οφ <0.05. 

 

Φιγυρε 4. Ηιεραρχηιχαλ χλυστερινγ οφ Μψοδ ταργετ γενεσ.  

Γενεσ ιδεντιφιεδ ασ σιγνιφιχαντλψ δοωνρεγυλατεδ ιν ταργετεδ σαmπλεσ ωερε φυρτηερ αναλψσεδ υσινγ εξπρεσσιον δατα 

φροm (Ταν ετ αλ., 2013) το χρεατε α ηεατmαπ. Ρελατιϖε εξπρεσσιον ισ σηοων ασ α σχαλε οφ λοω (βλυε) το ηιγη (ορανγε). 

Ευχλιδεαν διστανχε ωασ υσεδ ασ τηε mετριχ φορ ηιεραρχηιχαλ χλυστερινγ οφ χοmπλετε σαmπλεσ, ωηιχη ρεσυλτεδ ιν 5 

χλυστερσ σηοωινγ διστινχτ εξπρεσσιον προφιλεσ. (∗) ινδιχατεσ γενεσ ωηιχη ηαϖε κνοων ορ πρεδιχτεδ ρολεσ ιν mψογενιχ ορ 

πρε−mψογενιχ χελλσ. Μψοδ ανδ α−αχτιν (αχτχ1) ωερε ινχλυδεδ ιν τηε αναλψσισ το ηιγηλιγητ ρελεϖαντ χλυστερσ. 

 

Φιγυρε 5.  ΜψοD ταργετ γενε χλυστερ αναλψσισ.  

Εξπρεσσιον δατα φροm (Ταν ετ αλ., 2013) ωασ υσεδ ιν α τιmε χουρσε αναλψσισ οφ ωηολε εmβρψονιχ δεϖελοπmεντ. Ταργετ 

γενεσ ωιτη δεϖελοπmενταλλψ ρελεϖαντ εξπρεσσιον προφιλεσ ωερε ιδεντιφιεδ φροm τηε ινιτιαλ ηεατmαπ. Αφτερ ηιεραρχηιχαλ 
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χλυστερινγ, προφιλεσ οφ ρελατιϖε γενε εξπρεσσιον οϖερ τιmε φορ εαχη χλυστερ ρεϖεαλσ διστινχτ εξπρεσσιον προφιλεσ βετωεεν 

χλυστερσ. Γενεσ ιν χλυστερσ 1 ανδ 2 σηοω σιmιλαρ εξπρεσσιον προφιλε το ΜψοD αρε βεττερ χανδιδατεσ φορ ταργετ γενεσ. 

Μεαν ρελατιϖε εξπρεσσιον ισ σηοων φορ εαχη χλυστερ αλονγ ωιτη εξπρεσσιον προφιλεσ φορ εαχη γενε. (Α−Ε) ρεπρεσεντ 

χλυστερσ 1−5 ρεσπεχτιϖελψ.  

 

 

 

 

Συππλεmενταλ Dατα 

 

 

Γενε σψmβολ ΕΝΣΕΜΒΛ  ΙD mεαν 

χοντρολ 

mεαν 

εξπεριmενταλ 

φολδ  

χηανγε 

π−ϖαλυε 

βmπρ1β ΕΝΣΞΕΤΓ00000019220 8.01 5.45 0.68 0.02 

mψοδ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000001320 90.10 64.29 0.71 0.02 

νδυφαφ3 ΕΝΣΞΕΤΓ00000024755 15.31 11.02 0.72 0.03 

τmεm141 ΕΝΣΞΕΤΓ00000003949 8.53 6.25 0.73 0.04 

πγπ ΕΝΣΞΕΤΓ00000016097 6.12 4.52 0.74 0.03 

τρδmτ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000027671 5.01 3.72 0.74 0.04 

ρασσφ8 ΕΝΣΞΕΤΓ00000023490 11.13 8.34 0.75 0.04 

γβξ2.2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000003293 42.10 31.57 0.75 0.01 

νοδαλ  6.12 4.62 0.76 0.03 

σπ8 ΕΝΣΞΕΤΓ00000030115 12.27 9.28 0.76 0.05 

νδυφβ4  16.41 12.42 0.76 0.01 

νκξ6−2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000023614 20.42 15.51 0.76 0.02 

τσφm ΕΝΣΞΕΤΓ00000009653 5.08 3.96 0.78 0.05 

δεχρ2−λικε ΕΝΣΞΕΤΓ00000010329 12.93 10.08 0.78 0.04 

ρβm20 ΕΝΣΞΕΤΓ00000025245 7.04 5.51 0.78 0.04 

ζεβ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000000237 18.67 14.88 0.80 0.01 

mεσπα  9.87 7.87 0.80 0.05 

ζνφ638 ΕΝΣΞΕΤΓ00000015780 6.74 5.38 0.80 0.02 

σοδ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000007350 28.27 22.64 0.80 0.05 

φοξχ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000016387 80.68 65.42 0.81 0.03 

βαβαm1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000025571 9.14 7.47 0.82 0.02 

γλι2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000011189 12.23 10.04 0.82 0.01 

αρλ10  9.70 7.98 0.82 0.01 

χχνε2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000006660 72.36 59.78 0.83 0.02 

mρπλ15 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008103 12.68 10.49 0.83 0.05 

σπ5 ΕΝΣΞΕΤΓ00000025407 64.04 53.11 0.83 0.03 

λρρν1−λικε.1  6.57 5.46 0.83 0.05 

mτηφσ ΕΝΣΞΕΤΓ00000024293 17.77 14.80 0.83 0.01 

πmm2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000004549 45.85 38.21 0.83 0.04 

χ4ορφ32  26.81 22.39 0.83 0.04 

ενδογ ΕΝΣΞΕΤΓ00000025614 9.73 8.14 0.84 0.04 

πψγm ΕΝΣΞΕΤΓ00000034136 123.57 103.71 0.84 0.04 
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φοξχ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000000594 73.17 61.58 0.84 0.06 

σοωαηχ  5.89 4.96 0.84 0.01 

φστλ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018009 25.29 21.31 0.84 0.02 

σεmα4χ ΕΝΣΞΕΤΓ00000001251 22.06 18.66 0.85 0.04 

πεξ16 ΕΝΣΞΕΤΓ00000001027 8.44 7.15 0.85 0.05 

φαηδ1−λικε  8.00 6.79 0.85 0.05 

επηβ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000013722 7.89 6.71 0.85 0.03 

σλχ13α4 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008163 18.80 15.99 0.85 0.03 

ΑΚ6 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018174 14.39 12.24 0.85 0.03 

ρβm24 ΕΝΣΞΕΤΓ00000024618 30.00 25.56 0.85 0.03 

τmεm18 ΕΝΣΞΕΤΓ00000027985 42.69 36.39 0.85 0.01 

ηυνκ ΕΝΣΞΕΤΓ00000007352 41.66 35.63 0.86 0.00 

χδρ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000016662 6.64 5.69 0.86 0.01 

δχτππ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018900 12.09 10.36 0.86 0.03 

πγκ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000007447 19.96 17.15 0.86 0.02 

mρπσ30 ΕΝΣΞΕΤΓ00000017716 11.89 10.23 0.86 0.04 

δγχρ14 ΕΝΣΞΕΤΓ00000022387 6.43 5.54 0.86 0.02 

ϕαm3  5.05 4.36 0.86 0.05 

στξ18 ΕΝΣΞΕΤΓ00000016051 14.61 12.60 0.86 0.02 

χαβλεσ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000002013 24.42 21.07 0.86 0.00 

ζβτβ8α.1  5.58 4.82 0.86 0.04 

χινπ ΕΝΣΞΕΤΓ00000010255 7.06 6.10 0.86 0.03 

βιχδ2−λικε.1  38.26 33.10 0.87 0.04 

φλϖχρ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000027282 8.63 7.47 0.87 0.04 

χδξ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000010282 77.18 66.87 0.87 0.03 

ϖπσ25 ΕΝΣΞΕΤΓ00000024599 15.21 13.19 0.87 0.05 

mιβ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000003146 14.11 12.25 0.87 0.03 

σεπτ6−λικε  12.70 11.03 0.87 0.02 

πδλιm7 ΕΝΣΞΕΤΓ00000007240 13.77 11.97 0.87 0.01 

mσι1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000012216 55.14 47.91 0.87 0.00 

ζνφ219 ΕΝΣΞΕΤΓ00000016157 19.87 17.28 0.87 0.05 

ρνφ7 ΕΝΣΞΕΤΓ00000014753 99.16 86.80 0.88 0.04 

ριντ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000023226 9.88 8.66 0.88 0.02 

ηmγ20β ΕΝΣΞΕΤΓ00000022092 12.48 10.94 0.88 0.04 

πχδη8.2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008792 73.31 64.29 0.88 0.01 

λρπαπ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000005500 11.86 10.41 0.88 0.02 

εξτ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000019136 47.42 41.62 0.88 0.03 

ωιπφ2−λικε  24.34 21.36 0.88 0.02 

νρ6α1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008578 71.16 62.60 0.88 0.05 

ηερπυδ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000013111 5.58 4.91 0.88 0.04 

πλεκηγ4  10.65 9.42 0.88 0.04 

χενπφ ΕΝΣΞΕΤΓ00000023124 34.80 30.79 0.89 0.00 

ρνφ34 ΕΝΣΞΕΤΓ00000020965 7.57 6.71 0.89 0.04 

δηξ32−λικε  17.74 15.73 0.89 0.05 
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βρι3βπ ΕΝΣΞΕΤΓ00000001207 16.21 14.38 0.89 0.01 

γγνβπ2  24.95 22.16 0.89 0.05 

ελλ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000013296 18.61 16.58 0.89 0.05 

ϖδαχ3  17.56 15.66 0.89 0.05 

επηβ3 ΕΝΣΞΕΤΓ00000017293 42.52 37.95 0.89 0.02 

ρηογ−λικε.1  14.00 12.52 0.89 0.05 

πττγ1ιπ.2  5.42 4.86 0.90 0.05 

ρφχ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018234 11.70 10.49 0.90 0.01 

ρηοα.2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000009241 445.54 399.57 0.90 0.02 

ρνφ157 ΕΝΣΞΕΤΓ00000019548 5.75 5.16 0.90 0.05 

πρρ13−λικε  65.55 58.85 0.90 0.04 

mψβλ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000012125 51.14 45.92 0.90 0.01 

γιγψφ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018415 23.73 21.32 0.90 0.03 

ιλϖβλ  6.74 6.07 0.90 0.05 

επν1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000022662 42.43 38.19 0.90 0.04 

ναχχ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000005594 44.47 40.05 0.90 0.03 

ιρφ6.2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018661 13.55 12.22 0.90 0.02 

ρηπν2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000018271 9.65 8.71 0.90 0.02 

φmνλ3−λικε  15.30 13.80 0.90 0.02 

σλχ30α1  26.69 24.09 0.90 0.04 

δναϕχ24 ΕΝΣΞΕΤΓ00000008179 14.14 12.76 0.90 0.03 

υσπ28 ΕΝΣΞΕΤΓ00000022958 10.14 9.16 0.90 0.03 

νσδ1−λικε  7.39 6.68 0.90 0.02 

χδχ42σε2−

λικε.1 

 6.09 5.51 0.90 0.01 

πβξ2 ΕΝΣΞΕΤΓ00000005223 169.56 158.17 0.93 0.02 

αχτχ1 ΕΝΣΞΕΤΓ00000012911 − − − − 

 

Ταβλε Σ1: Αφτερ παιρεδ τ−τεστ αναλψσισ, 1165 γενεσ ωερε ιδεντιφιεδ ασ σηοωινγ σιγνιφιχαντ διφφερενχεσ ιν εξπρεσσιον ιν 

ΜψοD ταργετεδ σαmπλεσ ασ χοmπαρεδ το Χασ9 ονλψ ινϕεχτεδ χοντρολσ. Οφ τηεσε γενεσ, 100 ωερε σηορτλιστεδ ασ 

ποτεντιαλ ταργετ γενεσ οφ Μψοδ σηοωινγ α mεαν φολδ χηανγε οφ 0.68−0.91 ανδ αν αϖεραγε χοντρολ ΦΠΚΜ οφ >5. Ιν 

αδδιτιον, φοξχ1 ανδ πβξ2 ωερε mανυαλλψ αδδεδ το τηε λιστ δεσπιτε αλτηουγη ϕυστ ουτσιδε οφ τηε χριτερια χυτοφφσ δυε το 

τηειρ κνοων ιντεραχτιονσ ωιτη Μψοδ. Τηε διφφερεντιατιον γενε αχτχ1 ισ α κνοων ταργετ οφ ΜψοD ανδ, ωηιλε νοτ 

ιδεντιφιεδ ιν ουρ σχρεεν, ωασ ινχλυδεδ ιν ουρ χλυστερ αναλψσισ ασ α ρεφερενχε γενε.  
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Φιγυρε Σ1: Ηιεραρχηιχαλ χλυστερινγ υσινγ Ευχλιδεαν διστανχε οφ δεϖελοπmενταλ εξπρεσσιον προφιλεσ οφ 73 ταργετ γενεσ σηορτλιστεδ 

φροm τηε ινιτιαλ ΡΝΑ−Σεθ ρεσυλτσ φιλτερινγ. Γενεσ ινχλυδεδ αρε τηοσε ωηιχη ηαδ ΕΝΣΕΜΒΛ ΙDσ ανδ ωερε ινχλυδεδ ιν τηε δατασετ 

φροm (Ταν ετ αλ., 2013). Μψοδ1 ανδ αχτχ1 ωερε αλσο ινχλυδεδ ασ ρεφερενχε γενεσ. Χλυστερσ ωερε mανυαλλψ ασσεσσεδ το σηορτλιστ 

δεϖελοπmενταλλψ ρελεϖαντ χλυστερσ φορ φυρτηερ αναλψσισ (∗). 

 


