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Riassunto

Questo lavoro di tesi tratta dello sviluppo di undello stocastico per simulare le prime fasi
del processo di riprogrammazione cellulare chegpatta produzione di cellule staminali
pluripotenti. Il modello descrive il processo didamione mediante adenovirus per introdurre
nelle cellule i quattro fattori di Yamanaka (Oct89ox2, Klf4, c-Myc) ed i meccanismi
intracellulari successivi. E stato simulato il mdimwniano e convettivo degli adenovirus
nelllambiente extracellulare. Si é descritto in matbcastico 'adsorbimento dei virus nelle
cellule e quindi I'introduzione del DNA virale nalpopolazione cellulare coltivata all'interno
di un canale microfluidico. | processi intracellulanodellati comprendono la trascrizione
del’'mRNA virale nel nucleo cellulare, la sua trathne in proteina nei ribosomi, la
duplicazione cellulare ed i meccanismi di DNA bmglida parte dei quattro fattori di
Yamanaka, tenendo conto degli effetti cooperatiai ®@ct4 e Sox2. Inoltre il modello € in
grado di simulare infezioni multiple a diverse dasali.

Il modello stocastico fornisce risultati che pertoeb di correlare il rilascio di adenovirus,
dipendente dalle condizioni operative dell'espentogall’effettiva espressione episomale dei
quattro fattori di trascrizione esogeni e al loroding a specifici target sul DNA. Infine, €
stata svolta un’analisi di sensitivita per analiezza&ome ciascuna condizione operativa
influisca sulle proprieta medie e distribuite degit@olazione cellulare.
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Introduzione

L’oggetto di studio del presente lavoro di tesi @rocesso di riprogrammazione cellulare,
mediante il quale & possibile ottenere cellule staln pluripotenti a partire da cellule
somatiche. L'approccio seguito si riferisce all’ionfante scoperta scientifica del Dott. Shinya
Yamanaka (Premio Nobel per la Medicina 2012). IttD¥amanaka scopri, nel 2006, che
introducendo quattro geni codificanti per specifaitori di trascrizione in cellule murine
differenziate € possibile riprogrammarle allo stakiostaminale pluripotente, da cui poi
ottenere per differenziamento tutti i tipi di cédudi un organismo adulto. Tale scoperta ha
permesso a numerosi laboratori di tutto il monda, ¢ui il BioERA, di creare nuove
opportunita di ricerca per lo studio dei meccanismiogici e lo sviluppo di nuovi metodi
terapeutici in medicina rigenerativa.

Questa tesi si colloca all'interno di un progetta pmpio in corso nel laboratorio BioERA
per lo studio della riprogrammazione cellulare iatiaforme microfluidiche. La piattaforma
microfluidica ha lo scopo di migliorare l'efficiemzed il controllo del rilascio dei quattro
fattori di Yamanaka nelle cellule mediante adengitUna volta infettate, le cellule iniziano
a produrre i quattro fattori esogeni e a riprograarsn mediante una serie di processi
intracellulari ancora non completamente elucid#ticontributo di questa tesi € di tipo
ingegneristico: si € sviluppato un modello mateomastocastico che consente di correlare
I'espressione dei fattori esogeni, in una popotazicellulare eterogenea, alle condizioni
sperimentali nella piattaforma microfluidica.

Questa tesi si articola in cinque capitoli. Il poineapitolo indica lo stato dell'arte della
riprogrammazione cellulare: vengono introdotti sdepunto di vista biologico i meccanismi
intracellulari che intervengono in seguito all'imfene virale. Si discutono i modelli
matematici presenti in letteratura riguardanti dtondei virus ed il loro adsorbimento sullo
strato cellulare, la produzione di mRNA virale eotgine, che costituiscono i fattori di
trascrizione.

Nel secondo capitolo vengono riportati i materedii metodi utilizzati per la fabbricazione
della piattaforma microfluidica e per l'analisi dnmagine. Inoltre viene discussa la
caratterizzazione fluidodinamica del chip micraflicb, eseguita con un software agli
elementi finiti (Comsol Multiphysics 4.2).

Nel terzo capitolo viene spiegato il modello matgowae il metodo di implementazione nel
software di calcolo MATLAB. Vengono riportate le wagioni che hanno permesso di
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tradurre in linguaggio matematico I'intero processologico che dall’infezione virale porta
all'espressione episomale dei quattro fattori @strizione esogeni.

Nel quarto capitolo vengono esposti i risultati debdello che permettono di correlare le
condizioni operative del rilascio del DNA viralel'espressione episomale multifattoriale
della popolazione cellulare simulata.

Il quinto capitolo tratta I'analisi di sensitivitéolta ad analizzare come ciascuna condizione
operativa influisca sulle proprieta della popolazaellulare.



Capitolo 1

Cellule staminali e stato dell’arte nella
riprogrammazione cellulare

In questo capitolo si trattera degli aspetti biatoghe intervengono nella riprogrammazione
cellulare per ottenere cellule staminali pluripotendotte tramite infezioni virali. Verranno
sottolineati i vantaggi che offrono i dispositiviarofluidici nel condurre sperimentalmente le
infezioni virali e si descriveranno i modelli matatiei proposti in letteratura per simulare
questo processo. Infine verra indicato I'obbiettiir@uesto lavoro di tesi.

1.1 Introduzione alle cellule staminali

Tutti gli organi e tessuti nel nostro corpo sonatitoiti da cellule specializzate con precise
funzioni biologiche che derivano da un gruppo diute, costituenti I'embrione nelle prime
fasi di sviluppo, dalle quali si genera I'interoganismo. Tali cellule sono identificate come
cellule staminali embrionali. Percio esse sonautelprimitive non specializzate, dotate della
singolare capacita di trasformarsi in diversi tipicellule del corpo attraverso un processo
noto come differenziamento. Per questo motivo i garismi biologici di queste cellule
hanno assunto recentemente uno spiccato interasgeiato di vista medico; infatti giocano
un ruolo importante nella medicina rigenerativa domsiste nel trattamento di malattie
incurabili mediante terapie di trapianto.

Grazie alla loro capacita di sostituire le celldignneggiate nel corpo, le cellule staminali
potrebbero essere usate per trattare una seri@mdliztoni patologiche tra cui malattie
genetiche relative al sistema sanguigBda{l et al., 1988; Moayeri et al., 20PDXdiabete
[Burns et al., 2006; Yamoaka et al., 20Q8orbo di Parkinson e lesioni del midollo spinale
La speranza é che il trapianto, I'attecchimenta eréscita delle cellule staminali nel tessuto
danneggiato possa rigenerare i vari tipi di celpresenti nel tessuto stesso e perse a causa di
condizioni patologiche. Questa innovativa frontiedalla medicina spinge la comunita
scientifica ad attuare un grosso sforzo per isplasratterizzare e differenziare cellule



staminali di varia natura in condizioni di coltuzantrollate in modo da concepire e poter
applicare su larga scala il processo di differeme@ato. Tuttavia esistono due problemi
principali che riguardano l'utilizzo di cellule sténali embrionali: il primo e di carattere
etico, infatti il processo di isolamento di quesétiule richiede la distruzione dell’embrione
umano; il secondo riguarda il rigetto, questo pérdhsistema immunitario del paziente
riconosce le cellule ed i tessuti estranei provdoaih rigetto del tessuto trapiantatlgrtin
198]). Per cercare di superare queste problematichertaunita scientifica sta impiegando in
questi anni numerosi sforzi per risolvere I'ostactérivante dalla differenziamentovitro.

1.2 Ottenimento e classificazione delle cellule staminali

E possibile classificare le cellule staminali irseal loro ottenimento: si distinguono cosi le

cellule staminali embrionali (ESC) e le cellulersimali pluripotenti indotte (iPSC).

1.2.1 Cellule staminali embrionali

Le cellule staminali embrionali vengono isolatelaalarte interna della blastocisti e coltivate
in vitro ricreando lo schema di sviluppo e di differenziatog acquisendo cosi la specifica
funzione delle cellule mature del tessuto in cusiedono. Terminato lo sviluppo
dell'organismo il numero delle cellule staminali stiabilizza ed esse acquisiscono altre
mansioni finalizzate al mantenimento dell'integfitézionale dei tessuti.

Le cellule staminali vengono normalmente suddiwseguattro macro-categorie in funzione

dello stadio di maturazion&®po, 2004

- Totipotenti: sono quelle cellule staminali che possono svilugpa un intero organismo e
anche in tessuti extra-embrionali: zigote.

- Pluripotentt sono quelle cellule staminali che possono speggaisi in tutti i tipi di cellule
che troviamo in un individuo adulto ma non in cklche compongono i tessuti extra-
embrionali: cellule staminali embrionali;

- Multipotentt sono quelle cellule staminali in grado di spegrsi solo in alcuni tipi di
cellule: cellule staminali adulte;

- Unipotenti sono quelle cellule staminali che danno origimdo sad un tipo di cellula
specializzata: cellule precursori di cellule diéfeziate.

Questo tipo di suddivisione permette di caratteniezde diverse fasi di specializzazione. Le

cellule staminali totipotenti danno origine a cldlstaminali multipotenti, ciascuna delle quali

da origine a determinate cellule unipotenti chéna) producono le cellule adulte.



1.2.2 Cellule staminali pluripotenti indotte

Le iPS (dall'ingleselnduced Pluripotent Stem Céllsono cellule staminali pluripotenti,
derivate artificialmente da cellule somatiche aelulSi pensa che le cellule staminali
pluripotenti indotte siano identiche alla loro caparte naturale, le staminali embrionali, per
I'espressione di certi geni e proteine, schemi eéitilazione della cromatina, tempi di
divisione, formazione del nucleo embrionale, capadi formare di teratomi e potenziale
differenziativo. Le cellule iPS vengono tipicamedezivate per trasfezione di particolari geni
tipici delle staminali embrionali, all'interno delkule non pluripotenti, come i fibroblasti
adulti. Questo tipo di ottenimento vitro di cellule staminali suscita molto interesse pérch
previene non solo il rigetto immunologico ma andoestioni etiche relative all'impiego di
cellule staminali embrionali. Questo nuovo approdtiiottenimento di cellule staminali lo si
deve al team del Dr. Shinya Yamanaka dell'Univarsii Kyoto, Giappone, nel 2006
[Yamanaka et al. 20061 team del Dr. Yamanaka ha scelto 24 geni ndnmeate espressi in
cellule staminali embrionali e li ha utilizzati sallule somatiche. Dei 24 geni testati, 4 hanno
mostrato di far regredire i fibroblasti adulti: $jgressione dei fattori di trascrizione Oct4,
Sox2, c-Myc e KIf4 in fibroblasti, mediata dallaasfezione di vettori retrovirali, ha
modificato la morfologia cellulare, la capacita Ifevativa, I'espressione di marcatori
superficiale ed ha indotto in queste cellule laac#p pluripotente staminale, da cui il nome
induced pluripotent steicells.

 KLF4, SOX2, c-Myc, Nanog, Oct-3/4, LIN-28 |
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Figura 1.1 Retrovirus per tradurre fibroblasti di ratto coitia geni, individuando i 4 geni chiave
per la produzione delle iPSc cells [Yamanaka e2806].

Sono stati cosi identificati quattro geni chiave lpgoroduzione di staminali pluripotenti: Oct-
3/4, Sox2, c-Myc, e KIf4. Le cellule sono stateezednate tramite selezione antibiotica per le
cellule Fbx15. Ma questa linea di iPS mostro errori nella meidiae del DNA in confronto
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agli schemi naturali nella linea ESC e la produeialin chimere funzionali falli. Nel giugno
del 2007, lo stesso grupp¥dmanaka et al., 200 pubblico uno studio innovativo insieme
con altri due gruppi di ricerca indipendenti di wad, del MIT, e dell'Universita della
California di Los Angeles, ottenendo con succeasipkogrammazione dei fibroblasti in iPS.
Queste linee cellulari sono derivate dai fibroblastratto tramite riattivazione, mediata da
retrovirus, degli stessi quattro fattori endogena i ricercatori questa volta selezionarono
marker differenti. Invece di Fbx15, utilizzaronordg, che € un gene importante per le ESC.
Gli schemi di metilazione del DNA indicano che Ngn@ uno dei fattori principali per la
pluripotenza cellulare, cid porterebbe ad ottenst@minali pluripotenti senza usare le
staminali embrionali. Sfortunatamente, uno dei ®Woatgeni, c-Myc, necessario per
I'induzione di pluripotenza, € cancerogeno, ed#%ei ratti con impianti di iPS sviluppano
teratomi cancerosi. In uno studio successivo, Yakara riferito che si possono creare iPS
anche senza c-Myc. Il processo richiede piu temgce aneno efficiente, ma le chimere
risultanti non sviluppano il cancro. Nel novembid 8007, e stata posta una pietra miliare
ampiamente documentata nella stampa con la creadioi®S da cellule umane adulte. Con
lo stesso principio applicato ai ratti, Yamanakadom successo trasformato i fibroblasti
umani in cellule staminali pluripotenti usandogkssi geni: Oct3/4, Sox2, KlIf4, e c-Myc, per
mezzo di infezione retrovirale.

1.3 Infezioni virali

Per ottenere cellule staminali pluripotenti indosiesegue I'approccio del Dr. Yamanaka,
secondo il quale le cellule differenziate vengamiettate con vettori virali a DNA contenenti
4 geni che si sono rilevati essere i marker assaia staminali embrionali. Un modo per
distinguere i metodi della riprogrammazione cel@leguarda il tipo di virus con il quale si
esegue l'infezione. Si possono usare retrovirudemavirus.

1.3.1 Retrovirus e adenovirus

La differenza principale tra questi due tipi diteetvirali consiste nell'integrazione del DNA
virale nel DNA della cellula infettata da parte detrovirus, cosa che non avviene con gli
adenovirus. | vettori retrovirali vengono spessbaziati per terapie genetiche cliniche e nella
ricerca perché la struttura morfologica e i lorocoamismi biologici sono ben conosciuti ed
hanno un’alta efficienza di trasfezione. Tuttaviasivantaggio principale nel loro utilizzo
deriva dall'integrazione del DNA retrovirale nel ngena ospite che quindi porta
all'espressione persistente di transgeni che pasgwovocare mutazioni genetiche che
degenerano in tumori. Inoltre la loro perdita dpressione puo portare all'inibizione ed al



completo differenziamento e mutazione delle celalenentando il rischio di formazione di
teratomiMontini et al., 2006

Emerge quindi la necessita di sviluppare stratsgierimentali che portino ad un aumento
dell'efficienza di generare delle cellule iPS medé I'uso di adenovirus non integranti
[Chen et al., 2009

1.3.2 Adenovirus

by

Un adenovirus € costituito da un acido nucleicearidato da un rivestimento proteico,

chiamato capside. Il capside virale € composto dgrman numero di catene polipeptidiche

disposte simmetricamentBgnihoud et al., 1999Questo rivestimento svolge due importanti

funzioni:

- Protegge il genoma virale;

- Riconosce ed interagisce con la cellula ospite.

Il virus, inoltre, deve riuscire a sopravvivere'atbiente extra cellulare e deve possedere
anche l'abilita di alterare la propria conformazoim modo che, al momento opportuno,

possa rilasciare il genoma all'interno della cellokpite. Nel caso di adenovirus il diametro
del capside, di simmetria icosaedrica, € di 70490 n

doubla-
stranded
DNA

Figura 1.2 Struttura di un adenovirus [Benihoud et al., 1999]

Come si puo notare dalla Figura 1.2, il capsidesgama 252 capsomeri, quelli disposti ali
vertici dell'icosaedro (pentoni) presentano unaue @roiezioni filamentose rigide (fibre) in
cui risiedono i principali antigeni tipo specifienentre gli altri capsomeri (esoni) sono la sede
degli antigeni comuni di genere. Le dimensioni aenfo i piu grandi virus privi di involucro.
Le loro dimensioni rendono possibile I'entrataiaterno delle cellule bersaglio attraverso i
pori, senza dover ricorrere alla fusione degli ioed. Il genoma invece e formato da una
molecola di DNA a doppia elica lineare di 36-46 kbp

Il vantaggio nell'utilizzo di adenovirus, nel cadelle infezioni, deriva dall'espressione dei
transgeni con una bassissima frequenza di integrazinel genoma ospite. Tuttavia
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I'inconveniente degene delivergramite adenovirus é la diluizione del gene vigdeuta alla
duplicazione delle cellule e percio I'espressioariga non € consistente e non persiste per un
tempo sufficientemente lungo. Nonostante questataggio, per evitare l'insorgere di
teratomi, ci si € concentrati sull'utilizzo di aderus per il processo di riprogrammazione
cellulare. Una prova che giustifica questa sceltsi krova nel lavoro di Zhou et al, il quale ha
generato cellule iPS da fibroblasti umani usandtovieadenovirali che hanno permesso alle
cellule di esprimere Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc sempwon una bassa efficienza di
riprogrammazioneZhou et al., 2009 In contrasto, un aspetto positivo che € emewn d
studio riguarda un piu alto livello di espressiagenica raggiunta con vettori adenovirali
piuttosto che retrovirali.

1.4 Il processo di infezione virale ed i meccanismi di
riprogrammazione

L’ottenimento di cellule iPS tramite infezione Jggrassa per le seguenti fa€igfrter et al.,

2007:

- Trasporto dei virus nel medium ed adsorbimentceszdliule;

- Trasporto del DNA virale dal suo capside al nudebtha cellula, processo noto in letteratura
comeintracellular trafficking

- Meccanismi di reprogramming che si distinguonorascrizione del DNA a mRNA virale
che awvviene nel nucleo cellulare tramite 'RNA podrasi, traduzione dellmRNA a
proteina (che corrispondono ai specifici fattoritidiscrizione esogeni) grazie ai ribosomi
presenti nel citoplasma;

- Traslocazione nel nucleo da parte dei fattori dsdrizione ai promotori dei geni target,
processo noto coni@NA binding

- Espressione dei fattori endogeni.

Per le ragioni anticipate nel paragrafo precedsingescelto di utilizzare adenovirus con DNA

contenenti i geni che costituiscono quei fattorirdscrizione necessari per attivare il processo

di riprogrammazione cellulare. Ciascuna di quesi@teo fasi sono state analizzate al fine di

poterle tradurre in linguaggio matematico e quindplementare questi meccanismi biologici

nel modello sviluppato.

1.4.1 Trasporto del virus dal bulk della sospensione virale alla superficie
cellulare

Nella prima fase il virus viene trasportato dalkbdklla sospensione virale fino a giungere
sulla superficie cellulare. Il contatto inizialeatrvirus e cellula e il risultato di collisioni
casuali. E necessario che una proteina preserite siperficie del virione collida con una



struttura complementare (recettore) presente sudlabrana cellulare. Un virus puo, quindi,
stabilire un rapporto solo con quelle cellule chlasgiedono sulla superficie dei recettori
idonei a reagire con gli antirecettori presentilss@uperficie del virione. L'interazione tra
virus e cellula e di tipo stereochimico e richieoreambiente sufficientemente ricco di ioni in
grado di neutralizzare le cariche di superficidedsirutture complementari in modo da ridurre
la repulsione elettrostatica. | recettori sono liazati sulla superficie cellulare e sono circa
104-105 per singola cellula. La presenza dei redatetermina il “tropismo” per specifici tipi
cellulare, come la specificita d’'organo e d’ospi@i antirecettori sono invece situati sulla
superficie virale. Essi sono costituiti in linea mliassima da glicoproteine nei virus con
envelope, da proteine semplici nei virus nudi eosoappresentati da strutture non ben
evidenti. Alcuni virus sono in grado di legarsiratettore di molteplici tipi di cellule, mentre
altri possono accoppiarsi solo al recettore di tupgo limitato di cellule. L’adsorbimento e
irreversibile e determina un cambiamento nella olodia strutturale del virus che
generalmente fa perdere al capside le proprietéaneblucro protettivo. Il processo di
adsorbimento richiede solo una partecipazione yasklla cellula e si verifica anche a basse
temperature (4°C), a differenza di quanto avviesrelprocesso di penetrazione per il quale e
necessario un intervento attivo della cellula egerature ottimali. Le forze che legano |l
virus al recettore cellulare sono rappresentategkmi idrogeno, attrazioni ioniche e forze di
Van der Walls. Il virione, inizialmente, e legatetdlmente ad una cellula tramite uno o
pochi recettori. In questo stadio, I'interazionemssere considerata reversibile ed il virione
potrebbe distaccarsi. Se cio non si verifica, Magpossibilita che piu siti di ancoraggio
possano legarsi ad un numero maggiore di receReri.un numero di legami molto elevato,
I'adsorbimento diventa praticamente irreversibile.

1.4.2 Trafficking intracellulare

La penetrazione del virus all'interno della cellida verifica quasi istantaneamente dopo
I'attacco del recettore. L'entrata del virus avvaguer endocitosi, ovvero I'adesione del virus
alla membrana citoplasmatica comporta la formazaine vacuolo tramite il quale il virus e

trasportato all’interno della cellula. Il virus iehdosoma mostra un trasporto bidirezionale
lungo i microtubuli Nielsen et al., 1999; Murray et al., 20d0Successivamente il virus

impiega un meccanismo di attivazione di abbassameet pH per rompere la membrana
endosomale ed andare quindi nel citoplasma. lisviaggiunge il nucleo cellulare grazie ai
microtubuli: questi sono dei composti del citoselra, provvedono al supporto di vari

componenti cellulari ed effettuano il trasportordateriali in alcuni punti particolari della

cellula. Dopo di che il virus si attacca al comptesdei pori nucleari e si disassembla
rilasciando il DNA virale all'interno del nucleo. aL Figura 1.3 riassume le fasi

dell'intracellular trafficking.
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Figura 1.3 Percorso di gene delivery[Dinh et al., 2005].

1.4.3 Meccanismi di riprogrammazione

Quando il DNA virale si trova nel nucleo della cédl ospite, avviene la trascrizione ad opera
del RNA polimerasi, quest’'ultima si lega al pronretalel gene virale e vengono sintetizzate
le sequenze di nucleotidi caratteristiche del gareeviene cosi trascritto in mMRNA. Le catene
di mRNA vengono trasferite nel citoplasma dove amei la traduzione nelle rispettive
proteine grazie ai ribosomi. In riferimento allgorogrammazione cellulare i suddetti
meccanismi si devono verificare per i quattro fipivirus che contengono quei geni che
codificano i fattori di trascrizione necessari @tuare la fase di remodeling per arrivare
infine allo stato di staminale. Le cellule dovranesprimere Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc e a
guesto punto avviene la traslocazione nel nucleengo conto di effetti cooperativi come la
formazione, da parte di alcuni dei quattro fatthrirascrizione, di etero-polimerChen et al.,
2008. Con questo processo una cellula, esprimendcitgblasma i fattori di trascrizione
esogeni, attiva tutti quei processi complessiednodelingfino ad ottenere I'espressione dei
fattori di trascrizione endogeni, che caratterizzlnstato staminale.

1.4.4 Rapporti stechiometrici fra i quattro fattori

Negli anni successivi alla pubblicazione del lavoel gruppo del Dr. Yamanaka si sono
svolti degli studi per analizzare sia la duratagerale di espressione dei quattro fattori di
trascrizione sia la loro gquantita stechiometricam ¢@ quale devono essere presenti nella
cellula durante [linduzione allo stato staminaleue®’ultimo aspetto incide molto
sull’efficienza dell'intero processo di riprogrammnane (definita come il potenziale di una
cellula di generare una cellula figlia iPS) che atato attuale raggiunge un range che va da
0.02% a 0.002%T[akahashi et al., 2007; Yu et al., 2007; Maheralle, 200§. In particolare
uno studio condotto dal gruppo di Papapetrou e $bima mostro che I'espressione dei 4
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fattori di trascrizione secondo un’ottima stechitmaeé critica per una riprogrammazione
cellulare efficiente Paparetrou, Tomishima et al., 200%li autori monitorando I'efficienza

di riprogrammazione hanno eseguito infezioni vigdrtendo da una proporzione dei quattro
fattori di 1:1:1:1 ed andando a variare la quarditano dei quattro mantenendo costanti gli
altri tre. Lo studio ha riportato che il relativairaento dell’espressione di Oct4 migliora
I'efficienza di riprogrammazione, mentre il relagiaumento di Sox2, Klf4 o c-Myc produce
un consistente peggioramento dell’efficienza , caingud notare dalla Figura 1.4; inoltre lo
stesso effetto lo si ottiene con una relativa dumione dell’espressione di Oct4, come mostra
la Figura 1.4.

Z
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N—r

P=0.0015 P=0.037
225 & 2.0
c C
2 2.0 :8 15
£ 15 % 1.0
(0]
210 =
= b —1 0
S o0s B 0
Octd 1 3 1 1 1 Oct4 1 03 1 1 1
Sox2 1 1 3 1 1 Sox2 1 1 03 1 1
KIf4 1 1 1 3 1 Kif4 1 1 17 03 1
c-Myc 1 1 1 1 3 c-Myc 1 1 1 1 0.3

Figura 1.4 A) Effetto dell’laumento relativo di ciascuno deidfro fattori; B) effetto di una
diminuzione [Paparetrou et al., 2009].

Questi dati mostrano che molte deviazioni dallahgtemetria 1:1:1:1 producono un effetto
sfavorevole per l'efficienza di riprogrammaziondtdaeccezione per il relativo aumento di
Oct4. In particolare la quantita dell’espressioneOdt4 si € rivelato critico nelle cellule
staminali embrionaliNliwa et al., 200D Concentrandosi sull’effetto del livello di espsgone
di Oct4, gli autori hanno potuto notare che aumahdaguesto fattore di 3 volte si ottimizza
I'efficienza di riprogrammazione, come si nota dadfigura 1.5:

relative efficiency
S

==
0103 1 3 9 27

relative Oct4 vector

Figura 1.5 Effetto della quantita relativa del vettore viraBet4 (ascissa) sull’efficienza di
riprogrammazione (ordinata) [Paparetrou et al., 200
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Percio il rapporto stechiometrico, con il qualegesee le infezioni virali con i vettori Oct4
Sox2 Klf4 e c-Myc, piu utilizzato in letteratureBel:1:1.

1.5 Tecnologia microfluidica

La tecnologia microfluidica si basa sulla progeatiae di sistemi fluidici miniaturizzati che
permettono di trattare volumi di fluido su scalacrametrica. Questo e reso possibile grazie
alla realizzazione di microcanali aventi volume claia generalmente tra le decine e le
centinaia di microlitri. Questi dispositivi vengonmealizzati tramite particolari tecniche di
microfabbricazione come la soft litografia (8 2.1)sistemi microfluidici consentono di
lavorare con quantita di reagente estremamentetaliei bassi tempi di reazione e la
possibilita di effettuare operazioni in parallelBer questi motivi questa tecnologia e
particolarmente apprezzata in campo biologi®edbe et al., 2002; Kim et al., 2Q07

1.5.1 La microfluidica in campo biologico

Il concetto che sta alla base delle applicazioaldgiche nei sistemi microfluidici € noto in
letteratura con il termine diab-on-a-chip”, ovvero l'incorporazione di aspetti multipli di
laboratori biologici moderni in un singolo chip dimensioni molto limitate. Grazie alla
microfluidica & possibile studiare con grande tgane sistemi multicellulari ed a singola
cellula permettendo un controllo localizzato detlendizioni sperimentali all’interno del
sistemaBreslauer et al., 2006

Le piattaforme microfluidiche si prestano bene atiadio di risposte dinamiche di un sistema
biologico in relazione ad un determinato input frn dall’esterno, per mezzo
dell'applicazione di stimoli altamente specifici eall'isolamento della risposta alla
perturbazione. Tutto questo permette una modehaziefficace di un sistema dinamico
biologico. Il motivo principale che ha spinto ligzo della microfluidica per lo scopo di
questa tesi riguarda la coltivazione cellulare nmecrocanali che permette una efficace
interazione delle cellule con la sospensione vifdle altro aspetto importante € la possibilita
di una completa automatizzazione delle condizioperative di flusso, per esempio
impiegando sistemi robotizzati diquid handling Tale vantaggio non si avrebbe con le
colture in statica.

1.5.2 Fisica della microscala

Oltre ai vantaggi descritti dovuti alla miniaturdzzone, il maggior potenziale deriva dalla
fisica che governa la microscala. In presenza diedsioni caratteristiche micrometriche
I'effetto delle forze viscose governa il traspodbmateria. Il moto dei fluidi nei condotti
microfluidici avviene in regime laminare con un renm di Reynolds inferiore a 2100. I
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vantaggio del comportamento fluidodinamico in regilaminare e quello di poter prevedere
il profilo di velocita secondo un approccio analiti senza ricorrere ai modelli di simulazione
di turbolenza che vengono impiegati nella carattaxzione del regime di moto nei condotti
fluidici tradizionali. Infatti nel sistema microfidico I'intero campo di moto si puo
determinare risolvendo le equazioni di Navier-So{@2.2.1). Un altro vantaggio che deriva
dall'impiego della piccola scala € I'aumento sigrafivo della superficie specifica dei
microcanali, il che comporta una diffusione piuidapverso le pareti e quindi un miglior
scambio di massa nel caso di pareti permeabili cquetle di matrice siliconica, materiale
piu utilizzato nella fabbricazione di microchip. dpplicazione importante della fisica della
microscala alla biologia deriva dalla possibilitd dostruire gradienti chimici, che
rappresentano la forza motrice del trasporto denmgtcon una risoluzione a livello cellulare,
permettendo quindi un trattamento molto specifico.

1.6 Modelli matematici

Grazie al modello sviluppato in questo lavoro di & e tradotto in linguaggio matematico |l
comportamento cellulare a partire dall'infezioneale in modo tale da simulare il processo
che porta all’ottenimento di cellule staminali. ffieacia del modello viene valutata
confrontando la risposta fornita dal modello corltueffettiva, osservata sperimentalmente.
I modelli matematici vengono suddivisi in due clagaodello deterministico e modello
stocastico.

1.6.1 Modelli deterministici

I modelli deterministici sono caratterizzati da sigtema di equazioni differenziali ordinarie
(ODE) o parziali (PDE). A partire dalle condizianiziali, il set di equazioni puo predire |l
comportamento del sistema e il modello evolve versanica soluzione.

Nel 1959 Valentine e Allison furono i primi a prap® in letteratura un modello
deterministico con l'intento di studiare il process infezione virale affrontando la dinamica
dell’adsorbimento di virus su particelle non biatdge [Galdiero, 1979; Defer et al., 19R0
Gli autori proposero un modello basato sulla ditine del virus in un film sferico stagnante
intorno ad una particella, considerando, come aowii al contorno sulla superficie una
concentrazione nulla, implicando di fatto un adsuodnto trattato come se fosse una reazione
irreversibile ed istantanea. Negli anni seguentinezo condotti ulteriori prove per confutare
il modello, cosi vennero apportate delle modifigee migliorare la predizione in termini di
velocita di adsorbimento. Si introdusse un fattdrecorrezione noto come efficienza di
collisione [Chilakuru et al., 1991]. L’aspetto dmlodello proposto da Valentine e Allison
preso piu in considerazione e il contatto virusutalche gli autori hanno semplificato con un
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processo controllato dalla diffusione, effettuapeoo ulteriori modifiche con I'inserimento di
parametri correttivi, tenendo conto della formaeiati aggregati cellulari a all'interazione
virus-recettore.

Nel 1990 furono proposti ulteriori modelli che indevano non solo meccanismi di
formazione dei legami virus-recettori ma anched@tyimento non specifico del virus sulla
superficie cellulare\}ickham et al., 1990Inoltre altri modelli descrivono il meccanismo d
attacco del virus sulla superficie cellulare basstiodinamiche brownianeEfglish et al.
2004. Tutti questi tipi di modelli sono sofisticatiamplessi e centrati principalmente sulla
fase di adsorbimento del virus, trascurando quedlativa alla diffusione dei virus nella
sospensione. Per di piu, come anticipato, il pezeati infezione virale assume dinamiche
completamente diverse nel caso di dominio extraleet ed intracellulare ed i modelli
presenti in letteratura descrivono solo 'una dtrigaparte. Dato che i processi nei due domini
sono governati da fenomeni diversi, ne consegue lahmodellazione dovra basarsi su
differenti aspetti: nel dominio extracellulare iloto dei virus ed il relativo adsorbimento e
governato dalla diffusione, mentre nel dominioac#llulare il grado di dettaglio e diverso.
Infatti si hanno sia modelli che descrivono i metgsani dell'intracellular trafficking[Endy et
al. 1997 sia modelli che considerano I'espressione daltggine virali passando per le varie
fasi che costituiscono le sintesi proteizagdanov et al., 2009

1.6.2 Modelli stocastici

In generale un modello stocastico consiste nebtale la probabilita che, in un intervallo di
tempo stabilito, si verifichi il processo. Un’infemne virale ha inizio quando una singola
particella di virus € in grado di trasmettere ibjmio genoma alla cellula ospite. In questi
termini la natura stocastica del processo svilugip@miche significativamente diverse da
quelle previste dal modello deterministico. La matdiscreta delle interazione virus cellula
rende il processo di infezione viraletrinsecamente stocasticdnfatti queste interazioni
avvengono tra quantita discrete in determinatinistali tempo, generando cosi delle
fluttuazioni casuali.

Per questo motivo il modello matematico svilupgatquesta tesi € di tipo stocastico.

In questa tesi la diffusione del virus dal bulkldetospensione virale verso la superficie
cellulare e la fase di trascrizione di DNA viralaté&RNA sono descritti in modo stocastico,
mentre la sintesi dei quattro fattori di trascnmce la loro traslocazione sono trattati mediante
ODE.

1.6.2.1 Moto browniano
Il moto browniano e un fenomeno puramente stocastie caratterizza il moto casuale con
cui le particelle sospese in un fluido si muovoAdbert Einstein, nel 1905, diede una
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formulazione matematica del fenomeno secondo léedaanolecole di un fluido, sottoposte
ad agitazione termica, provocano il moto casualandcorpo che si trova immerso. Inoltre
queste fluttuazioni influenzano tanto piu un comp@anto minore € la sua dimensione.
Secondo questa teoria, applicando questo concktinoto delle particelle virali, il loro
movimento & dovuto al continuo bombardamento adaodelle molecole del fluido in cui
esse si circondano (acqua) che sono in continudmesdo per agitazione termica. In media
questo tipo di bombardamento e isotropo, cioe wgualtutte le direzioni e una particella
soggetta a moto browniano subisce circ& tollisioni al secondo. Pertanto non & possibile
analizzare il suo moto in modo dettagliato utilizda le leggi della meccanica classica.
Einstein studio il comportamento medio di una peita sottoposta all’azione degli urti
molecolari ed alla viscosita del fluido, considetarun modello mono dimensionale, con la
seguente equazione (in cui ¢e(x,t) € indicata la densita delle particelle browniankepoato
x e al tempd):

%500 01

ot 0X
dove D e il coefficiente di diffusione e se al tempo t46,particelle sono tutte collocate
nell’origine, la soluzione analitica della (1.1pari a

X2

e Dt (1.2)

1
PO Dt

Secondo questo approccio analizzando la distanzansa da una particella, che si muove di
moto browniano, si trova che e proporzionale aldige quadra dell’intervallo di tempo in cui
e avvenuto lo spostamentdHalid et al., 201D

Ax =+/2DAt (L.3
Per intervalli di tempo piu piccoli rispetto quetialcolati dalla (1.3) il moto puo essere
descritto come un processo diffusivo caratteristieb moto browniano, essendo su scala
temporale molto maggiore di. Ogni singolo urto da solo € in grado di prodwm@ minima
variazione di velocita che viene subito quasi canspéa da altre variazioni dello stesso segno
e segno opposto, che sono completamente scorddéee traiettoria degli istanti di tempo
precedenti.

1.6.3 Modelli stocastici di ingresso del virus nella cellula

La dinamica della diffusione dei virus durante fémione virale riflette un accoppiamento di
processi fisici e biologici. Mentre i primi includo il trasporto della progenie dei virus dalle
cellule infette ad altre sensibili, dove hanno loiegiove infezioni, i secondi comprendono la
cinetica dei virus nelle cellule infettate. Anelalcolleghi hanno proposto un modello in
grado di descrivere adeguatamente la fase di diffesche caratterizza il processo di
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infezione virale Anekal et al., 2009 Questo processo assume un aspetto assimildidle a
forma di una cometa (Figura 1.6).

Figura 1.6 Forma assimilabile al processo di infezione virgdaekal et al., 2009].

Gli autori hanno proposto un modello continuo e disareto che evidenziano i parametri ed i

gruppi adimensionali che governano il processo.miadiello continuo e stata valutata la fase

di trasporto e di reazione con particolare attemzia quello che succede nello strato cellulare
e nel flusso che insiste al di sopra della supertiellulare. Per la descrizione del modello si &
impiegato un sistema di coordinate cartesiane tlagse di flusso e allineato con I'asse delle

x mentre il monostrato cellula-ospite € definitd pi@no xz, come e rappresentato in Figura
1.7.
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Figura 1.7 Sistema di coordinate cartesiane in cui il viruslasciato nell’origine e trasportato
dal flusso [Anekal et al., 2009].

| fenomeni chiave sono:

- Il trasporto del virus nel fluido;

- Il legame del virus alla superficie cellulare;

- La diffusione del virus negli interstizi della sufieie cellulare;

- L’entrata del virus all'interno della cellula osgit

- La crescita ed il rilascio della progenie viraldlmstrato cellulare.

Nella fase di modellazione il gruppo di Anekal hensiderato la superficie cellulare come
uno strato omogeneo, dove il virus diffonde (corcaafficiente di diffusivita [3), mentre la
cellula rimane adesa al substrato. Inoltre si ctreata la crescita della cellula, considerando
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un’efficienza di infezione cellulare pari al 90%a tinetica del processo d’infezione virale e
stata descritta dal gruppo di Anekal impiegand®guente schema cinetico:

V.+C % | O - D+VYV, (1.4)
doveV, rappresenta la concentrazione libera di vi@id, e D rappresentano rispettivamente
la concentrazione di cellule ospite non infettatdettate e morte; infiné, e k, sono le
constanti di velocita delle due reazioni elemengaYi &€ la progenie virale prodotta da ogni
cellula ospite infetta. Nello sviluppare il modellbgruppo di Anekal, ha assunto che il moto
dei virus sia regolato esclusivamente dalla diinsi mentre le cellule da infettare sono
immobili. Dal bilancio di trasporto per ogni spe@en le relative cinetiche che compaiono
nei termini di produzione e consumo, si individuéseguenti equazioni:

% =D, .07 V.1 -k [V,J[C] + kY[1]
A - vaie
a[|]at (1.5)
o = KIVIICI -kl 1]
9b] _
o=kl

dove le parentesi quadre [ ] indicano la concemareezdi ogni specid),. € il coefficiente di
diffusivita del virus nella cellula &% & I'operatore Laplaciano (un operatore differerezie
secondo ordine). Le condizioni iniziali sono:
y=0-[1]1=[I]

y>0-[1]=0
y=0-[C]=0
y>0 - [C]=[C], (1.6)
y20 - [V]=[D]=0
t20 - (x - ) O[] =[V,] =[D] =00[C] =[C],

Queste condizioni vengono accoppiate con l'equaziome descrive il trasporto del virus
nello strato di fluido in cui i fenomeni chiave chieealizzano sono:
- Lo scambio di virus da e verso lo strato cellulare;
- Il trasporto del virus nello strato di fluido avwie per mezzo di un meccanismo diffusivo e
convettivo.
Questi fenomeni vengono formalizzati nella segueqigazione del trasporto del virus in fase
fluida:
o[V, ]
ot
dove D, e il coefficiente di diffusivita del virus nello rato cellulare. Accoppiando le
equazioni (1.5) e (1.7) e considerando che il Busdsl virus nello strato cellulare coincide con

=vlV, =D, °[V,] (1.7)
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quello nel fluido, il gruppo di Anekal, per aver gggor specificita nell’analisi, ha modellato

il flusso in microscala, considerando il flussodl@aso all'interno di un canale rettangolare di
altezzaH, in cui il campo di velocita e costituito da untméaminare con profilo parabolico

caratterizzato dall’altezza del canale e dalla maswelocita del fluido. La portata di fluido

nella direzione x ha un profilo di velocita linea@pra la superficie, dato dall’espressione

v, =y (1.8)
dove y e la velocita di variaziongy e la direzione normale alla parete, come dimostra |

figura:

flow
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Figura 1.8 Profilo di velocita lungo I'asse x [Anekal et a2009].

Per x < 0 la superficie non contiene virus, mepgex > 0 si ha una rapida dissoluzione dalla
superficie al fluido, cosi che la condizione al twno sulla concentrazioneay=0ex>0¢
[C]=1. Calcolando il numero di Peclet, definito come=v, H /D, , il gruppo di Anekal
ottenne un valore pari a 40, il che significa chearticelle di virus vengono trasportate sul
substrato cellulare (per y = 0) prevalentementenpezzo di fenomeni convettivi prima che
loro possano diffondere alla distanza H. Le conostervate sperimentalmente da Anekal e
colleghi hanno mostrato che il trasporto e I'intem da parte di entita discrete hanno un
impatto sulla struttura della cometa. In particelda sua granulosita, visibile in figura, e
determinata da singole particelle di virus durdatiase di flusso, di diffusione e d’infezione.
La stocasticita associata a questi processi eithdita, sostituendo le equazioni di trasporto
che descrivono il moto di particelle virali con appriate equazioni differenziali stocastiche
(equazioni di Langevin). Le particelle del virumeaconsiderate come entita piccole, rigide e
diluite in una sospensione, in modo tale che isvin@n influenzino il campo di moto del
fluido. Il movimento delle particelle nella sospeme € descritto tramite I'equazione di
Langevin:

X(t +At) = X(t) + k XA + E(At) (1.9)
dove k & il tensore della velocitd di deformazione (secamsidera un moto lungo le tre
direzioni); in un simple shear il tensoke ha come unico componente non nullo
Ky = = Vipa/H -
Il moto Browniano € descritto dalle seguenti prefaristatistiche:
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(B0
(&8)=20,1

dove le parentest) indicano I'operatore media e il coefficiente difaisione D, & dato dalla

(1.10)

relazione di Stokes-Einstein:
_ kT

= sma

dovekg € la costante di Boltzmanp,e la viscosita del fluido a € il raggio della particella di
virus. Per modellare il processo di adesione, Ahaksunse che ogni particella sia sottoposta
ad un adsorbimento secondo una cinetica del pridio®, sul piano y=0. Indicando copla
concentrazione o, equivalentemente, la densitaattigbilita che la particella venga adsorbita
alla parete si ottiene cosi I'equazione 1.12:

—d—?:k c L.12)

11)

vf

dovekesp € la costante della velocita di reazione supatioilel primo ordine. La simulazione
e venne realizzata modellando la probabilita dodaisnento come un processo di Poisson. In
particolare, gli autori considerarono che tutt@aeticelle che al tempbsi trovano a distanza
minore dia dalla superficie cellulare possano essere soggitidsorbimento. La probabilita
che una tale particella venga adsorbita tra il ®ingil tempd+4t e:

Pep =1—€ (1.13)

Cosi in ciascun intervallo di tempo, quelle paitecehe si trovano ad una distanza inferiore
ada vengono rimosse dalla simulazione secondo la jpibitéep,,,,. Inoltre Anekal considero
intervalli di tempo piu piccoli rispetto al temparatteristico di diffusione, indicato con
Hz/va, andando a definire un numero di Damkohler, Da <&lcui la cinetica di
adsorbimento fosse lo stadio limitante dell’intprocesso:

Da=—X :
¥4
dove k & la costante di velocita macroscopica enrlata &.qp dalla
K =Kgpa 1.15)

(1.14)

Se si ottiene Da<<1, lo stadio limitante dell’'irtgarocesso € la cinetica di adsorbimento. La
frazione di particelle virali adsorbiti in certingi € funzione solo del numero di Da e quindi
del termineked. Per grandi valori dk, le particelle diffondono secondo una traiettoria
circolare, il cui raggio di curvatura aumenta masmnom che diminuisck, ovvero al diminuire
del numero dDa. Per valori diDa dell'ordine di 10, le particelle virali adsorbite cambiano
forma, cambia il tipo di cometa e la sua lungheaumenta lungo la direzione assiale x al
diminuire dik. Il gruppo di Anekal arrivo ad affermare che lagetria della cometa dipende
solo dal numero adimensionale di Damkohler.
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1.6.4 Modelli stocastici di espressione genica

L’espressione genica € la produzione di macromd&decta una sequenza di DNA. La
macromolecola pud essere o una proteina o moleioRNA che non e stata tradotta in
proteina. Il processo di espressione genica compsmmpre la trascrizione e puo includere
I'elaborazione di mMRNA (eucarioti), traduzione imoteine, e ulteriori modifiche post-
traduzionali delle proteine. Ad ogni passo sequeezsi ha la possibilita che il processo di
espressione genica possa essere modificato in moltli. La regolazione di ciascuna di
queste fasi controlla il flusso di informazioni d@NA a RNA e quindi a proteina.
L'espressione genica e un processo fondamentalrsestastico, dovuto alla casualita con
cui, durante le fasi di trascrizione e di tradugipda cellula a cellula, si hanno variazioni nel
MRNA e nei livelli proteici Koern et al., 200p Queste variazioni dipendono sia dai
parametri biofisici che regolano I'espressione ¢gensia dalla struttura dei geni. Un processo
stocastico coinvolge un fattore che non puo egseésto e quindi € meglio descritto come
una distribuzione di probabilita piuttosto che coumevalore definito. L'espressione genica
stocastica e quindi I'espressione di una macroral@leda una sequenza di DNA in cui il
processo comporta un fattore casuale, che non gséree determinato. La stocasticita
nell'espressione genica € generalmente consideoata un effetto negativo sulla funzione
cellulare con potenziali implicazioni per le makttTuttavia, la stocasticita nell'espressione
genica pud anche essere vantaggiosa. E in graftoriie la flessibilita necessaria da parte
delle cellule di adattarsi ad ambienti fluttuantiigpondere a sollecitazioni improvvise; € un
meccanismo attraverso il quale I'eterogeneita gelf@olazione pud essere stabilita durante la
differenziazione cellulare e lo sviluppo.

Rapressad pn ar (R} Activa promoter (&) mBRkA (M) Protain |F)

@o i, @

,#@G

| it N : T o :l:;;b
F # - N
en Fy
1,0 —*;,"g

Figura 1.9 Fasi principali che intervengono nell’espressiagrenica [Koern et al., 2005].

La Figura 1.9 illustra alcuni dei passaggi printip&ll'espressione genica. Il controllo della
trascrizione € mediato da fattori che si legand elgimenti promotori posti a monte o che
influenzano il legame di molecole di altri elemerisi-regolatori all'interno o in prossimita del
promotore. Poiché tali eventi vincolanti sono itfo di incontri casuali tra molecole, alcune
delle quali sono presenti in numero ridotto, | @ biochimici che regolano l'inizio della
trascrizione sono intrinsecamente stocastici. tapitprocessi che portano alla sintesi e alla
degradazione di molecole di mMRNA e proteine songgstii a simili livelli di rumore. Il
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modello proposto in Figura 1.9 € semplice in comfocalla reale complessita dell’espressione
del gene. Le origini e le conseguenze di quesegttefsull’espressione di un singolo gene
possono essere dimostrati mettendo a confront@mieentrazioni intracellulari di proteine
ottenute dalle simulazioni stocastiche e deterriafis del modello proposto nella medesima
figura. Le simulazioni deterministiche utilizzanoguazioni che non prendono in
considerazione i processi stocastici per descril@erelocita con cui si hanno variazione di
MRNA e delle proteine. Le simulazioni stocastichievpdono la formazione casuale e il
decadimento di una singola molecola in modo egplicDi conseguenza, l'approccio
deterministico, non e in grado di catturare gle#ffpotenzialmente significativi di fattori che
causano la stocasticita nell'espressione genicairhelazioni deterministiche del modello in
Figura 1.9 prevedono concentrazioni di proteineagllulari che sono simili a quelle previste
dalle simulazioni stocastiche, solo se vengonaatiiagistemi di grandi dimensioni e cinetiche
estremamente veloci, ovvero delle transizioni viekoa gli stati promotori. Gli stati dei
promotori variano con una velocita molto maggiorguktlla di trascrizione e possono essere
considerati in stato stazionario e permettono dswterare la velocita di trascrizione costante.
Queste condizioni sono soddisfatte se la concaatrazdi proteina (intesa come misura
globale dell’'espressione genica) prevista da unaulszione stocastica oscilla con
un‘ampiezza molto bassa in tutto il livello medrevpsto da una simulazione deterministica.
Corrispondentemente, il coefficiente di variaziofoe), dato dal rapporto tra deviazione
standards e media, deve essere molto piccolo. Quando leiziomil necessarie per un buon
accordo tra simulazioni deterministiche e stocastiton sono soddisfatte, gli effetti
molecolari causati dal rumore possono essere didgdimensioni. Le cellule sono formate
da un piccolo numero di molecole, come il DNA edjgesta molecola che da ad ogni
organismo lidentita genetica. Gli individui gereimente identici, cresciuti in ambienti
omogenei, possono essere molto diversi a causiattliazioni casuali nella espressione di
singoli geni. L'osservazione sperimentale che ciamai una variazione dei livelli di
espressione genica da cellula a cellula non eroertee nuova. Nel 1957, Novick e Weiner
hanno mostrato che la produzione di beta-galathissidch singole cellule € molto variabile e
casuale. Tali studi sono stati ostacolati peroadafiancanza di affidabilita nell’analisi
dell'espressione genica di una singola celldlavick et al., 1957 Ko et al. hanno esaminato
I'effetto di diverse dosi di glucocorticoidi peedpressione di un glucocorticoide-sensibile in
grado di codificare il transgene beta-galattosiddsanno scoperto una variazione da cellula a
cellula nell’espressione del transgemé@ [et al., 199D Inoltre, aumentando la dose, si €
ottenuto un aumento della frequenza di cellule aligmate ad un elevato livello di
espressione, piuttosto che un aumento uniformepiessione in ogni cellula; cio € dovuto ad
una variazione della probabilita con cui una siagmllula puo esprimere il gene ad un livello
piu alto. McAdams e Arkin, (1997) hanno modella®spressione genica utilizzando una
formulazione stocastica della cinetica chimica\d®d da Gillespie (1977), prevedendo che in
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alcuni campi i valori assunti dalla proteina flatw notevolmente all'interno di ogni cellula.
La loro analisi condotta per modellare la scelt lisi e lisogenia del fago lambda, ha
dimostrato che la stocasticita dell'espressioneicgepotrebbe spiegare il perché alcune
cellule sono attivate per via litica mentre altegsono il percorso lisogeno.

Un altro punto da considerare € che la trascrizioore avviene in modo uniforme in tutto il
genoma, ma tramite fattori di trascrizione che ey attivati da parte di alcuni geni
[Jackson et al., 1993; Wansink et al., 1993; Osbanal., 2004 Sembra che un numero
limitato di questi fattori (dell'ordine di centir@i sono competenti per la trascrizione del
MRNA nella cellula, cosi che la concorrenza di tjufetori potrebbe provocare l'espressione
stocastica di un dato gene. Tim Gardner e Jim @llihanno fornito ulteriori dati
sperimentali sulla variabilitd fenotipica e la natustocastica dell’'espressione genica
[Gardner, Collins et al., 20Q0Dal momento che la trascrizione del gene, cdgwaonolte
reazioni e non puo essere correttamente modeltate aina reazione istantanea in un unico
passaggio, € stato proposto un modello dove questeioni sono considerate in serie
determinando le cinetiche controllanti. Questi vang poi simulati utilizzando una versione
modificata dell'algoritmo Gillespie, in grado dinsilare le reazioni. L'intero processo di
espressione del gene che include la trascrizioheDN& in MRNA per mezzo del RNA
polimerasi (RNAP) e la successiva traduzione deNMRella catena proteica polipeptidica
mediante l'impiego del ribosoma, puo essere déscdal seguente schema cinetico di
reazione:

—|trascrizione— Iniziazione > M —
DNA O L], - [trascrizione - iniziazione] OIT — mRNAD [] [T

. .. . . 1.1
O . A —[traduzione-iniziazione] OCF - proteina (1.16)

1.6.5 Modelli stocastici di riprogrammazione cellulare

Quantificare l'efficienza e la tempistica degli efteche si verificano durante la
riprogrammazione cellularen vitro e problematico a causa dell’eterogeneita cellukare
genetica delle cellule somatiche infettate. Laagpammazione delle cellule somatiche in
cellule staminali pluripotenti avviene attraver&spressione di 4 fattori di trascrizione come
gia discusso nel paragrafo 1.2.2, ma solo una laictrazione delle cellule contenenti i
quattro fattori puo progredire verso la pluripoteniz’efficienza di riprogrammazione € dello
0,05%, cio significa che su 2000 fibroblasti solmwe in grado di dar vita ad una cellula
pluripotente. Inoltre molte cellule ritenute pluwtpnti, in realta, subiscono un parziale
processo di riprogrammazione, dovuto ad una diperal@iretta dell’espressione continua
dei transgeni dei fattori di programmazione pdoiib autorinnovamento. Bassa efficienza e
parziale riprogrammazione rappresentano gli ostaaggiori che influiscono pesantemente
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nell'ottenimento delle cellule iPS. Dato che, anclopo il controllo di valori adeguati di

Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc, si hanno basse efficiereegoarziali riprogrammazioni, si e

indagato su questioni relative ai meccanismi diebdslla riprogrammazione epigenetica:

come funziona il processo di riprogrammazione, @sade alla maggior parte delle cellule
che non diventano riprogrammate nella fase di deeswellulare continua e cosa succede
durante I'espressione dei fattori di riprogrammagid_a risposta a tali domande é stata quella

di considerare la riprogrammazione come un procasscastico continuoHanna et al.,

2009, in cui la conversione di una cellula somaticauima cellula iPS pud essere pensato

come una deriva dello stato delle cellule. Quesatosdelle cellule puo essere definito da

percorsi o fluttuazioni di espressione genica ogepetici. Queste fluttuazioni sono
probabilmente dovuti all’eterogeneita della celluta alla natura intrinseca stocastica
dell’espressione genica.

Il processo di riprogrammazione puO essere rapptase dal punto di vista matematico

utilizzando due differenti tipologie di modelli:

- Modello deterministicao anchemodello elitein cui la riprogrammazione diretta avviene
solo in un sottogruppo di cellule trasdotte in ampo di latenza fissato, pari ad un valore
costante;

- Modello stocasticpin cui tutte o la maggior parte delle cellule s@mompetenti per essere
riprogrammate a cellule staminali pluripotenti ittép sebbene cio avviene con diversi tempi
di latenza.

Clonal cell .
Somatic cell + Oci4, Deterministic or population with ~ $ 2;:,;*?;;5”;;‘;';‘;; cell
ﬁ u — H
Sax2, Kif4, e-Mye stochastic process IPS cells Intermediate cel
(] 0 & Pluripotent call

Figura 1.10Modello di progressione allo stato pluripotenteraote la diretta riprogrammazione
[Hanna et al., 2009].

La latenza e il tempo assoluto o numero di divisd®lla cellula a cui e sottoposta la cellula
fino ad ottenere un numero cospicuo di celluleidigiPS. Il modello deterministico

presuppone che solo poche cellule sono competentapiprogrammazione. Questo modello
puo essere ulteriormente suddiviso in due categorie

- Modello “elite predeterminato’,

- Modello“elite indotto”.

Nel modello predeterminato, un piccolo numero dilut® sono competenti per la

riprogrammazione di trasduzione retrovirale, anphena dei quattro fattori. Nel modello

indotto, oltre ai quattro fattori, i geni dei fattodevono essere attivati o inattivati
dall'integrazione virale nella cellula ospite. RHérsolo le cellule con specifici siti virali

d’integrazione sono competenti per la riprogrami@ei La generazione delle cellule iPS
puo essere promossa dall’attivazione o inattivazialei geni endogeni da retrovirus o
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lentivirus, aumentando cosi la proliferazione, din@ndo I'apoptosi (morte cellulare

programmata)o aumentando la riprogrammazione. Inoltre, I'esgiege dei transgeni e

fortemente influenzata dalla posizione dell'intezyjpae retrovirale, ogni cellula trasdotta ha
un unico percorso d’integrazione e questo spiegehpesolo una porzione molto limitata di
cellule trasdotte completa il processo di riprogreamione
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Figura 1.11 Grafici che mostrano la forma generale delle diclet di riprogrammazione nei
diversi modelli [Hanna et al., 2009].

Nel modello stocastico, una volta introdotti i 4ttéai di trasduzione, molte cellule
differenziate hanno la possibilita di diventareldel iPS. La differenziazione delle cellule &
spesso descritta (Figura 1.12) come una sferaatb&argiu verso un paesaggio epigenetico,
descritto da Conrad Waddington nel 198Valddington 1957 Ogni cellula, parte dallo stato
di cellula totipotente, attraversa lo stato di glatenza e rotola giu verso lo statolideage-
committed Le cellule pluripotenti sono in uno stato traosd (come se fosse uno stato
metastabile), sono in pendenza e non possono fermeaper effetto della gravita sono
rapidamente differenziate in vari lineages. Le well staminali, invece, possono auto
rinnovarsi € mantengono cosi la pluripotenza pagdutempo (interpretando la figura si
raggiunge unédbuca di potenziale).

24



-,
“u

Totipetent cell P

Flurupottm,r..l[c"“ : _‘\

- T
1 i

Figura 1.12 Rappresentazione schematica della differenziaziefielare [Andrews et al., 2004].

Si ha la completa riprogrammazione se i quattrmifiasono espressi in un percorso che porti
ad avere uno stimolo sufficiente nella giusta doee e se ognuna delle cellule é intrappolata
all'interno di una delle valli di cui e costituitbpaesaggio epigenetico, cosi che loro possono
rimanere nella zona di pluripotenza, anche dopol’espressione del transgene e scomparsa.
La prima richiesta pu0 essere raggiunta solo sticeasente, perché le tecnologie a
disposizione non consentono di controllare con ipi@te i livelli di espressione dei 4
transgeni. | quattro fattori di riprogrammazionenngescono da soli a creare le protuberanze
epigenetiche, quindi anche la generazione dellaleedtaminali pluripotente indotte richiede
la presenza di eventi stocastici. Hanna et al. lsintuil processo di riprogrammazione
cellulare in maniera stocastica, considerando khecesso avvenga in ogni singola cellula.
Per stimare la velocita intrinseca di riprogramroagi per ogni cellula, Hanna et al. hanno
testato se il modello stocastico € in grado di des® i loro dati sperimentali. Il modello
considera (Figura 1.13) la riprogrammazione delleeBule che si verifica in uno step del
processo con una costante di velog&igger ogni cellula intrinseca M(t) indica il numero di

cellule in ogni pozzetto.
N(z)
k
. ——- | |PS cell

Figura 1.13 Rappresentazione del modello di riprogrammazianesierato da Hanna [Hanna et
al.2009].

Il tempo di latenza e dato dalla somma del tempeessario affinché la prima B cellula
dellintera popolazione sia riprogrammata, piuéipo di ritardo,t,, durante il quale la
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cellula figlia ha bisogno di crescere per raggiuada soglia di rilevamento. Ad ogni istante
di tempo e per ogni pozzetto, pesa la velocita gllale si verifica il primo evento di
riprogrammazione, diminuisce il numero della popmae N(t) e la distribuzione di
probabilita cumulativa di riprogrammazione nel tengppari a:

P(t+t)=1-e™ (1.17)

Dover e il tempo in cui la popolazione e ridimensionata:

r= j N(t)dt! (1.18)

Quindi la probabilita diventa:
_kNeff (t_to)

Pt+t)=1-e per t>t, (1.19)

La velocita di divisione della cellula controlla ¢émensione della popolazione, N, e percio
ridimensiona il tempo, influenzando la velocitaarsata di riprogrammazione. Per esempio,
se la velocita di divisione della cellula e le prdare di coltura sono modificate per avere una
dimensione effettiva della popolazione pari a 1668ule invece che 106 cellule per pozzetto,

il tempo necessario affinché piu del 90% dei pdzzea riprogrammato dovra essere piu

grande.

1.7 Obbiettivo della tesi

L’obbiettivo della tesi consiste nello sviluppo din modello matematico che permetta di
simulare il processo biologico della riprogrammagicellulare tramite infezioni adenovirali
transienti in chip microfluidici per la produziord cellule staminali pluripotenti indotte
(iPS). I modello € un algoritmo basato sulla trzidae in linguaggio matematico dei processi
cellulari che intervengono durante la fase di mpammazione, descritta in dettaglio nel
paragrafo 1.4. Tale algoritmo, una volta implemenia un software di calcolo numerico
(MATLAB), permettera di caratterizzare, in funziodelle condizioni operative del processo
di infezione (nput) 'espressione dei quattro fattori di trascrizi@smgeni e la loro azione sui
geni endogeni, che rappresentanoagliput del modello. E in quest’ottica che il modello
matematico cosi sviluppato funge da “laboratoriduale”. L’ottenimento del profilo di
espressione dei quattro fattori esogeni e comesesg legati ai promotori dei geni target,
serve da supporto tecnico per poter ottimizzareirsatalmente I'espressione dei fattori di
trascrizione esogeni e l'efficienza di riprogramiae. Le condizioni operative dell’analisi
sperimentale corrispondono alle varialmiput del modello e sono: la quantita di adenovirus
per cellula (variabile indicata conMOI, multiplicity of infectiof; i rapporti stechiometrici
tra i quattro fattori di trascrizione; il numero d@ifezioni per garantire un livello di
espressione ottimale; il tempo che intercorre trantezione e l'altra necessario alla cellula
per poter esprimere sia i fattori esogeni sia queitogeni. Si svolgera quindi un’analisi
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multi parametrica per selezionare in modo miratodedizioni operative con cui svolgere gli

esperimenti in laboratorio, i quali richiedono usforzo considerevole in termini di tempo e
costi. | risultati che fornira il modello servirammuindi per caratterizzare la correlazione tra
rilascio del DNA virale nella popolazione cellulageé meccanismi che regolano la biologia
intracellulare.

Questo lavoro di tesi e prevalentemente focalizzaitba modellazione matematica del

processo di riprogrammazione cellulare e sullimpdatazione in MATLAB dell'algoritmo

di risoluzione. Tuttavia € necessario interfacciao I'analisi sperimentale in modo tale da
garantire una validazione del modello.
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Capitolo 2

Materiali e metodi

In riferimento allo scopo della tesi sono statedmite prove sperimentali per caratterizzare
I'espressione dei fattori di trascrizione endogeon quelli esogeni forniti dal modello

matematico sviluppato. In questo capitolo vengomscdtte le tecniche di analisi e la
strumentazione utilizzata durante lo svolgimentibedaove.

2.1 Produzione piattaforma microfluidica

Gli esperimenti sono stati svolti su colture caltulin canali microfluidici. La preparazione
del chip microfluidico viene eseguita tramite larteea della soft litografia.

2.1.1 Soft litografia

La soft litografia € una tecnica di microfabbricam utilizzata per la preparazione di

piattaforme microfluidiche. Il termine “soft” demvdall'impiego di materiali elastomerici

come il polidimetilsilossano (PDMS), il polimerotputilizzato per la fabbricazione dei chip.

I PDMS viene fatto reticolare in uno stampo sulla superficie sono impresse strutture in

rilievo che fungono daattern Questo stampo viene supportato da un wafer wicsilll

procedimento della soft litografia € schematizzatBigura 2.1 e puo essere cosi riassunto:

- Produzione di una fotomaschera nella quale vigréssa una geometria specifica;

- Deposizione su wafer di silicio pretrattato di usibato di polimero fotosensibile il cui
spessore viene controllato con precisione tranmtespin coatey

- Pretrattamento termico del photoresist e succassiposizione a radiazione UV, grazie alla
guale avviene la reticolazione sulla parte traggardella fotomaschera;

- Eliminazione con solvente delle porzioni non reftite ed ottenimento del master;

- Trattamento del master con esadimetilsilazano (KBYiper facilitare la successiva
estrazione del PDMS reticolato stabilizzare la sfige in rilievo;

- Deposizione di una soluzione omogenea compostaa@mero ed agente reticolante e
successiva reticolazione per via termica;

- Rimozione dello strato di PDMS.
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b)

Figura 2.1 Schematizzazione dell'intero processo di soft-tifig: a) realizzazione della
fotomaschera; b) deposizione del photoresist semadifsilicio tramite spin-coate; ¢) esposizione
a raggi UV; d) sviluppo del master con opportundvente, con eliminazione delle zone non
reticolate; e) deposizione del PDMS liquido e sssoga reticolazione; f) ottenimento dello
stampo solido in PDMS.

a)

2.1.2 Creazione del master tramite fotolitografia

Il master rigido viene ottenuto tramite un procedsanicrofabbricazione che si basa sulla
deposizione di urphotoresistsu wafer di silicio, sul quale viene impressa largetria
desiderata. Iphotoresisutilizzato (SU-8 2000) € una resina epossidicasiengibile negativa
fornita dalla Microchem. La ditta fornisce ancherdicazioni per tutte le fasi del processo
fotolitografico.

2.1.2.1 Pretrattamento del Wafer

Si utilizza un wafer di silicio di tipo N, di diartre 5” (125 mm). E necessario innanzitutto
assicurarsi che il wafer sia perfettamente privoudiiditd per non compromettere la
successiva adesione dahotoresist Il wafer viene posto in forno (Heraeus) a 130°& p
almeno 20-30 minuti in modo tale che tutta I'umadéventualmente presente sulla superficie
possa evaporare.

La superficie del wafer viene quindi sottopostauadrattamento al plasma della durata di un
minuto alla pressione di circa 0.3 mbar; a talepsecsi utilizza un plasma cleaner (Harrick
Plasma). Sarebbe anche consigliato trattare il wed@ un promotore di adesione, MMC
Primer 80/20 composto per il 20% da esametildiait@z(HDMS) e per I'80% da Polimetil
Acetato (PM Acetato): si pone il wafer nello spwater (Laurell) fissandolo con l'ausilio di
una pompa da vuoto; si deposita il promotore sdewiaa modo omogeneo lasciandolo agire
per almeno 10 secondi e azionando successivamersi@rn coatera 3000 rpm per 20-30
secondi. Al termine dell'operazione si pone il wafeforno a 115°C per 1-3 minuti.

E necessario evitare che il wafer venga sporcatvdatuali depositi di polvere o simili
durante l'intera fase di pretrattamento.
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2.1.2.2 Deposizione del photoresist

Al termine del pretrattamento si pone nuovament&afer sullospin coatere si deposita
centralmente una quantitamhotoresisnecessaria a ricoprire circa il 30% della supesfo!
wafer stesso, facendo attenzione ad inglobare rnaemaopossibile. Da questo punto in poi
tutte le operazioni devono essere condotte al parcevitare la preventiva reticolazione del
polimero fotosensibile.

Il fotoresist SU-8 2000 (Microchem) e disponibile in dodici vista standard, che
permettono di ottenere spessori da 0.5 a piu di @@fon con un singolo processo di
deposizione. Per ottenere una struttura dell'a#tedizL00 micron si utilizza 'SU-8 2100, per
il quale viene fornita la relazione tra lo spesstekfilm di polimero ottenibile e la velocita di
spin. In Figura 2.2 € riportato il diagramma cgrosdente, fornito dalla Microchem.
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400 S
350 g

.
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sa0 1000 1500 2000 2500 300D 3500
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Figura 2.2 Spessori ottenibili con i fotoresist SU-8 2100 e&RIL50 in funzione della velocita di
spin.

Per la creazione dello strato di fotoresist consspee 100um si utilizza unospin coater
(Laurell) in cui viene impostato il seguente pragnaa:

- 1° step: 500 rpm per 5-10 secondi con accelerazio®@0 rpm/sec;

- 2° step: 3000 rpm per 30 secondi con accelerazloB@0 rpm/sec.

2.1.2.3 Trattamento termico ed esposizione

Prima di esporre il wafer alla sorgente UV €& neasdgsprocedere ad una fase di
riscaldamento su piastradft-bake al fine di distendere le tensioni interne al mate e far
evaporare parzialmente il solvente presente alisigono. E previsto un preriscaldamento,
opzionale, a 65°C ed uno successivo a 95°C surapiastcaldante (Falc), le cui durate
dipendono dallo spessore del film depositato. Ib€lla 2.1 sono riportati i tempi di
precottura consigliati in funzione dello spessamalé che si desidera ottenere.
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Tabella 2.1 Tempo di precottura consigliata a 65 ed a 95°Quinzione dello spessore di
fotoresist.

Spessore Tempo di precottura [min]

[um] 65°C 95°C
100 - 150 5 20 — 30
160-225 5-7 30 - 45
230 - 270 7 45 - 60
280-550  7-10 60 - 120

Per la fase di esposizione si utilizza una lam@adaggi UV (AOI) con lunghezza d’onda 365
nm. L'energia di esposizioneeEda impostare prima dell’'esposizione, viene farnit base
allo spessore secondo quanto riportato in Tabella 2

Tabella 2.2Energia di esposizione in funzione dello spessofetadresist.

Spessore Energia di esposizione

[nm] [mJ/cnd]
100 - 150 240 - 260
160 - 225 260 — 350
230 - 270 350 — 370
280 - 550 370 — 600

Nota la potenza P della lampada é possibile detemmiil tempo di esposizione t secondo la

seguente formula:

E
:Fe (2.1)
Prima di procedere con I'esposizione e necessdagiare la fotomaschera sul wafer in modo

che, una volta esposto alle radiazioni, polimersz#o la zona desiderata.

2.1.2.4 Trattamento termico e sviluppo
Un secondo riscaldamento su piastra e necessarifayamire la completa reticolazione del

polimero e I'evaporazione dei solventi. Anche iregio caso sono previsti due step a 65°C
(facoltativo) e 95°C le cui durate dipendono dafmessore. In Tabella 2.3 sono riportati i
tempi di post-cottura consigliati, a 65 e 95°Cfunzione dello spessore di fotoresist.
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Tabella 2.3Tempi di post-cottura consigliati, a 65 e a 95°€funzione dello spessore di
fotoresist.

Spessore Tempo di precottura [min]

[um] 65°C 95°C
100 - 150 5 10 - 12
160 - 225 5 12-15
230 - 270 5 15 - 20
280 - 550 5 20 - 30

La fase di sviluppo prevede l'utilizzo di un appossolvente per eliminare le zone non
reticolate; in questo caso viene utilizzato Metoetacrilato (Sigma). Inizialmente il wafer
viene immerso in una piastra di vetro contenentsoiVente e agitato di tanto in tanto. I
tempo di sviluppo dipende dallo spessore di foisteome riportato in Tabella 2.4; tuttavia
si e notato che tempi di qualche minuto inferioqueelli consigliati sono piu che sufficienti
per ottenere uno sviluppo completo.

Tabella 2.4Tempi di sviluppo consigliati in funzione dello spere di fotoresist

Spessore Tempo di sviluppo

[wm] [min]
100 - 150 10-15
160 - 225 15 -17
230 - 270 17-20
280 - 550 20 -30

Per controllare lo stato dello sviluppo ed infintodoare I'operazione si utilizza alcol
isopropilico (Sigma). Il wafer viene poi lasciatecaigare a temperatura ambiente fino a che i
reagenti utilizzati non sono evaporati completament

2.1.2.5 Trattamento chimico superficiale

Prima di procedere con la fase di produzione dshmpo in silicone, per favorire la fase di
distacco dello stampo, il wafer viene trattato agumalche goccia di esametildisilazano
(HDMS, Sigma) e lasciato per circa 30 minuti atimo di una camera sottovuoto.

2.1.3 Produzione dello stampo in PDMS

La produzione dello stampo in silicone richiedepassaggi fondamentali:
- Preparazione di una miscela liquida, composta darejpolimero e un agente reticolante;
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- Deposizione della miscela sul master rigido ottertitamite processo fotolitografico;

- Reticolazione del PDMS ed estrazione dello stampo.

Prima di illustrare dettagliatamente le fasi digurione dello stampo in silicone, verranno
descritte le caratteristiche principali del PDMS.

2.1.3.1 Caratteristiche fisiche del PDMS
| polidimetilsilossani hanno una combinazione urdcaroprieta che deriva dalla presenza di

una catena silossanica inorganica e gruppi metiliganici attaccati alla catena. Questi
elastomeri si adattano bene alle superfici, anare planari nella scala micrometrica, e su
aree relativamente ampieXip, Whitesides 1998 Il polidimetilsilossano, o PDMS, &
caratterizzato da una bassa temperatura di transizietrosa e quindi e fluido a temperatura
ambiente, ma puo essere convertito rapidamentelidostramite cross-linking. Lo stampo
elastomerico viene preparato mediante cast moldingprepolimero dell’elastomero viene
versato su un master con impressa una strutturéewo sulla superficie e dopo la successiva
reticolazione viene estratto. Il master viene fad#to tramite fotolitografia. Nella seguente
figura viene illustrato in modo schematico la pihao@ di fabbricazione di uno stampo in
PDMS.

l Fabrication and silanization of master
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Figura 2.3 Schematizzazione del processo per I'ottenimento d&lmpo in PDMS: fabbricazione
del master, deposizione del PDMS liquido sul mas®@&ttura ed estrazione.

I PDMS elastomero piu comunemente utilizzato &ylgard 184 (Dow Corning). Viene
fornito un kit che contiene una base costituitauti@ gomma siliconica liquida (PDMS
terminante con gruppi vinilici) ed un agente retare (miscela di un complesso al platino e
copolimeri di metilidrossisilossano e dimetilsilasg), che vengono miscelati tra loro in un
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determinato rapporto. A questo punto la miscelae/iersata sul master e scaldata ad elevate
temperature per ottenere un elastomero solidossdnakato, grazie alla reazione tra i gruppi
vinilici (SICH=CHz) e idrosilanici (SiH). Il materiale cosi ottenukocaratterizzato da una
bassa tensione superficiale (~21.6 dyn/cm) e dahwmma stabilita chimica, inoltre, non
essendo idroscopico, non rigonfia con 'umiditameélto permeabile ai gas, in particolare
all'ossigeno e all’anidride carbonica, ed ha unartaustabilita termica (fino a circa 186°C in
aria); é trasparente dal punto di vista ottico fm800 nm e quindi puo essere trattato anche
tramite raggi UV.

2.1.3.2 Produzione della piattaforma microfluidica

Una volta prodotto il master in fotoresist si paaha solidificazione del PDMS sullo stampo.
Il processo di solidificazione consiste nella refdzione (cross-linking) del dimetilsilossano
tramite un agente reticolante preparato rispettarm in proporzione ponderale 10:1. Dopo
opportuna miscelazione si passa alla degasificaziwon essiccatore) per togliere I'aria
inglobata nel polimero durante 'omogeneizzaziddeccessivamente la miscela di polimero
e agente reticolante viene versato nel mold e dopolteriore degasificazione lo stampo
viene posto in forno a 70°C per 2 ore per permettarreticolazione. Data la consistenza
ottenuta si ritaglia con un bisturi lo strato dif&B per separarlo dal mold e si procede con la
foratura per ottenere i punti di ingresso ed usdiamicrocanali. Successivamente lo strato di
PDMS viene assemblato ad un vetrino tramite ladiegia al plasma: tale tecnica permette di
funzionalizzare le superfici producendo un legatmenco tra vetro e PDMS. Il vetrino ed |l
PDMS vengono rivolti con le superfici che andrarsngontatto verso l'alto e dopo che la
camera € stata sottoposta a 0,3 mbar viene attiVgilasma e mantenuto per 2 minuti
cercando di stabilizzare la pressione con la valvegolatrice. Passati due minuti la camera
viene sfiatata per raggiungere la pressione atrriogafe poter attaccare le superfici. Al fine di
facilitare I'adesione il chip viene posto in unagira riscaldata a 80°C per 30 minuti. A
questo punto il chip € composto da PDMS modellatmsdo lo stampo, composto da fori per
I'entrata e 'uscita dei microcanali e supportasouwh vetrino.

Grazie alle tecniche di micro fabbricazione e pabsirealizzare condotti microfluidici con
dimensione caratteristica micrometrica. Per le iapploni sperimentali di questo lavoro di
tesi e stata utilizzata la piattaforma microflualiechematizzata in Figura 2.8. Il micro canale
ha una sezione rettangolare; la superficie inferiche funge da substrato per le cellule, e
composta da vetro boro silicato, mentre quella Sope € caratterizzata da una matrice
polimerica di PDMS, realizzata tramite uno stamp@rauto con la fotolitografia. Il chip
microfluidico impiegato per gli esperimenti di aoih cellulare é costituito da uno strato di
PDMS di 3 mm di spessore contenente microcandémgolari, ottenuti dallo stampo, le cui
dimensioni sono: 20Qm di altezza, 18 mm di lunghezza e 1,5 mm di lazghelLa Figura
2.4 mostra la forma e le dimensioni finali del chigcrofluidico e una foto del loro
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collegamento con le pompe micrometriche CAVRO atresin grado di manipolare volumi

di fluidi molto piccoli, dellordine dei nanolitre per questa caratteristica sono adatte per
condurre esperimenti in piattaforma microfluidicegi cui canali sono condotte le colture
cellulari. Dal momento che la durata degli espenitinbiologici € dell’ordine dei giorni,
opportuno prevedere delle riserve di medium in PDIQ8esti pozzetti vengono applicati da
un lato del chip e preparati formando dei fori d@lmetro dei 3 mm a uno strato di PDMS di
spessore di 5 mm. Ciascun pozzetto ha un volun®5 gL e funge da riserva di medium
necessaria per il mantenimento della coltura cekulo la sospensione virale durante lo
svolgimento di esperimenti di coltura cellulare.

A) B)
Mediumivirus

resenvoirs \, ..'T'- Channel cutlat 2 mm
-

20 mm

Figura 2.4 A) Forma finale del chip microfluidico (in rosa smindicati i microcanali in parallelo
con i relativi pozzetti e in verde lo strato di PIBM B) dimensioni del chip; C) Foto dei chip
microfluidici collegati alle pompe micrometriche €RO.
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2.2 Caratterizzazione fluidodinamica

Per poter eseguire gli esperimenti in condizionntoalate € necessario studiare |l
comportamento fluidodinamico di un fluido all'imte® della piattaforma microfluidica; in
guesto modo sara possibile quantificare I'interagitra il medium contenente gli adenovirus
e le cellule adese sulla superficie inferiore daromcanale. A tale scopo in questa sezione
vengono studiate la fluidodinamica nei canali dedlattaforma microfluidica utilizzata e
I'entita dell’evaporazione del medium durante I'esmento, aspetto molto critico in un setup
microfluidico con un elevato rapporto superficidiuoe.

2.2.1 Campo di moto

A causa delle ridotte dimensioni caratteristichell{ordine dei micrometri), il moto di un
fluido nei microcanali avviene in regime laminaRercio il trasporto di quantita di moto
lungo il condotto microfluidico € governato dallerZe viscose, piuttosto che da quelle
inerziali.
Un aspetto interessante che caratterizza la fastla microscala e che il campo di moto puo
essere risolto analiticamente tramite le equazioiavier-Stokes (2.1), ottenendo percio un
profilo di velocita esatto.

p% = —Vp + uV?v + pg 2(1)

Per ottenere una soluzione univoca dell'equazio®d) (occorre introdurre opportune
condizioni al contorno: in particolare si & postacondizioneno-slip, secondo la quale la

velocita all'interfaccia tra due fasi diverse desssere uguale, per cui lo strato di fluido
adiacente alla parete ha velocita nulla.

La risoluzione dell'equazione (2.1) e stata ottantamite un software di simulazione
fluidodinamica (COMSOL Multiphysics 4.2), grazie gliale &€ possibile ottenere soluzioni
3D e interpretare in modo piu efficiente i risultat
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Figura 2.5 A)Soluzione numerica del campo di moto, le seziolorate esprimono il profilo di
velocita lungo il piano yz, mentre le frecce viddppresentano i vettori di velocita del campo di
moto; B) Profilo di velocita lungo la coordinata z.
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Come si puo notare dalla Figura 2.5 il profilo diocita trasversale al condotto microfluidico
e parabolico. Tale andamento e costante lungo dadowta assiale. A causa delle piccole
dimensioni del canale e delle basse portate, gstiué sempre laminare negli esperimenti
svolti; percio i sottili strati di fluido trasmetto la quantitd di moto agli strati adiacenti
secondo la propria viscosita.

Dal punto di vista della simulazione CFD il sisterima esame presenta una notevole
semplificazione intrinseca: dato che il tempo daratico di reazione biologica € molto

superiore al tempo di permanenza nel micro canalgossibile disaccoppiare la

fluidodinamica dalla cinetica di reazione e quinsii ha una maggiore semplicita

nell'implementazione dei flussi reattivi.

2.2.2 Stima dell’evaporazione

L’evaporazione e un fenomeno presente nelle amitinalab-on-a-chip date le elevate
superfici specifiche in gioco e la permeabilitalelgdareti in PDMS. Percio si € quantificato
'aumento di concentrazione della soluzione fisgpda dovuto all’evaporazione del solvente
(acqua); tale analisi permette inoltre di prevenineeventuale essicamento del microcanale,
specie per esperimenti di lunga durata (giorni).

Durante gli esperimenti il microchip viene postoun incubatore ad atmosfera controllata:
95% di umidita relativa, 5% di G termostatato a 37°C. Il valore dell’'umidita tefa é tale

da uguagliare le pressioni parziali tra I'acqudalsbluzione fisiologica e il vapore d’acqua
presente nell’incubatore. Tuttavia, dopo 24 oraedewze sperimentali hanno mostrato un
incremento della concentrazione della soluzioneléigica, dovuto all’evaporazione del
solvente acquoso.

Ai fini delle simulazioni, la soluzione fisiologic@BS) € stata considerata come acqua pura
ed e stata studiata la sua evaporazione dal camatlal pozzetto con un approccio
unidirezionale, secondo il quale I'acqua esce datgnanale per evaporazione mentre I'aria
atmosferica non entra. Si sono analizzati due tasaporazione dal microcanale attraverso
lo spessore di PDMS e 'evaporazione direttameatgozzetto.

2.2.2.1 Evaporazione attraverso lo strato di PDMS

Il volume di controllo lungo cui si € eseguita k& e lo strato di PDMS. L'obbiettivo e
quello di quantificare il flusso di vapore d’acqeize dal microcanale migra verso I'atmosfera
in cui & presente aria umida. Percio il traspoitandteria viene dettato dal gradiente di
concentrazione. Si ha cosi la seguente formulazieh8usso diffusivo:

_ dCH20 DH20-PDMS
NHZO - _DHZO—PDMS dy ~ S ACHZO 12

dove Dy2o-pomse il coefficiente di diffusione del vapore d’acqdel PDMS, s € lo spessore
dello strato di PDMS ACy,, € la differenza tr&3,, e Cj,,, che indicano rispettivamente la
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concentrazione di vapore d’'acqua in PDMS all'irdedia con I'atmosfera e all'interfaccia
con il microcanale. Le variabili e i relativi valonecessari per calcolare le concentrazioni
sono riportati in Tabella 2.5.

Tabella 2.5Variabili utilizzate nella stima dell’evaporazione.

Variabile Valore  Unita di misura Referenze
Dyzo-ppms  28*10% m’/s [Toepke and Beebe 2706
S 3 mm
Hys0_ppus 18,52 mmHg Muzenda et al., 2011
Pt 47,07 mmHg Mitrovic 2011
Cl.o 1,363*10 mol/m® [Mitrovic 2017
C%,0 0,847*10 mol/m® [Mitrovic 2017

| valori delle concentrazioni all’interfaccia sorsbati trovati imponendo la condizione di

isofugacita da ambo le parti:

-Lato microcanale-PDMS: fjiigrocanale — fPDMS . yhcanale, | psat — xPDMSIH, 0 pous;
approssimando la soluzione fisiologica (PBS) comgua si ottiene la frazione di vapore
d’acqua in PDMS in equilibrio con l'interfaccia ampa:xfsy " = P53% /Hyzo ppus da cui
tramite trasformazioni si ottier®,,.

- Lato PDMS-aria umidafiiis = fariaumida. considerando I'aria umida come una miscela
ideale di gas ideali, la fugacita del vapore d’acguaria corrisponde alla pressione parziale
dellacqua, ovvero dall'uguaglianza delle fugac#aottiene: x50 Hyz0 poms = YuzoPs
dove la composizione di vapore d’acqua in aria @nfyg,,) si ottiene da dati psicometrici

conoscendo I'umidita relativa (95%), temperaturéd°(® e pressione P (1 atm); quindi la

frazione di vapore d’acqua in PDMS in equilibrioncbinterfaccia gassosa €54 >* =
_YH20" _ ga cui si ricava?,,.
Hyz0_PDMS

Avendo il gradiente di concentrazione si puo camldalla (2.2) il flusso di vapore d’acqua
Ny,0- Infine moltiplicando tale valore per la superiael microcanale, per il tempo e per il
volume specifico dell’acqua si ottiene il volumeH$O evaporato.

| seguenti risultati mostrano come varia il voluew@porato dal microcanale al variare dello
spessore di PDMS; mentre sotto e riportato il téal ottenuto sull’analisi di sensitivita

eseqguita per quantificare I'effetto di una fluttitae di umidita relativa sul trasporto di

vapore d’acqua.
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Figura 2.6 Andamento del volume evaporato in funzione delidsdi PDMS (sopra); volume
evaporato in relazione ad una fluttuazione dell'dit relativa (sotto).

La Figura 2.6 quantifica la diminuzione del volumieH,O evaporato alllaumentare dello
spessore di PDMS e si nota una notevole diminuzpassando da 3 a 6 mm di spessore:
guantitativamente il volume evaporato diminuiscéddaa 0,004 uL aumentando lo spessore
da 3 a 5 mm; mentre I'entita di questa variaziooe @ osservabile per spessori maggiori di 8
mm. L’'analisi di sensitivita mostra che una fluizicme dell’umidita relativa non ha molta
influenza sul flusso di materia. In linea di masajn volume evaporato per uno spessore di
PDMS di 3 mm e 95% di umidita relativa e di 0,116 per 12 ore e 0,225 uL per 24 ore,
quindi, considerando che un canale ha una capdiddtal L, si ha una diminuzione del volume
del 2 e 4%. Percio si puo concludere che, almehmiteocanale, 'evaporazione puo essere
trascurabile.
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2.2.2.2 Evaporazione dal pozzetto

In questo caso il volume di controllo e lo strataile che vi e all'interfaccia liquido/gas. Il

gradiente di concentrazione (quindi le condiziohicantorno del volume di controllo) e

stimabile dalla differenza tra la composizione 'detiua al punto di saturazione e la
composizione d’acqua nel bulk, ovvero quella cheiggonde al 95 % di umidita relativa,

sempre ottenuta da relazioni psicometriche. Si asiderato 1 mm di strato limite.

Utilizzando un approccio analogo al caso precedsingecalcolato il flusso di vapore d’acqua
attraverso l'interfaccia liquido-gas e si € ottenutandamento dellacqua evaporata dal
pozzetto in funzione dell'umidita relativa (Figu2&’).

100
90 '\l
80

70 ‘\l\!
60 s.\‘
50

40
30
20

=—@=—12 ore

=fil=24 ore

volume evaporato [ul]

0,845 0,895 0,945 0,995

umidita relativa

Figura 2.7 Andamento del volume evaporato nel pozzetto irzi@he ad una fluttuazione
dell'umidita relativa.

Considerando una capacita del pozzetto di circal35alle condizioni operative in 12 ore
evapora un volume di 14 uL, e in questo caso I'exagione non € trascurabile se si ha una
diminuzione dell’'umidita relativa. Infatti passandd un 80 % di umidita relativa il pozzetto
potrebbe essiccarsi. Si conclude pertanto che penzzione dal pozzetto e piu importante
rispetto quella del microcanale, cio e dovuto Hi¥#o inibitore dello strato di PDMS.

2.3 Protocollo sperimentale delle infezioni virali

Prima di poter effettuare un’infezione con adentmree necessario eseguire con cura una
semina omogenea delle cellule ad una densita istalia semina cellulare avviene nei canali
dei microchip. Una variabile importante per lo studlella riprogrammazione cellulare,
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secondo l'approccio dell'infezione virale, € il naro di virioni per cellula seminata. Si
definisce quindi il parametro MOI, multiplicity affection:

numero di particelle virali

MOl = (2.3)

numero di cellule

Una volta fissato I'MOI, conoscendo la densita alelémina cellulare, si calcola il numero
totale di particelle virali da prelevare dalla sohne madre. Successivamente viene prelevata
la sospensione madre stoccata nell’apposito frez80°C; per evitare che il virus subisca
shock termico la si pone in un siberino, permetberwki uno scongelamento graduale. Il tutto
viene posto sotto cappa sterile. Di seguito sigmelil volume necessario per effettuare
I'infezione e lo si diluisce in terreno di coltur@uindi si prelevano dall'incubatore le cellule
da infettare, si aspira il terreno di coltura, ffetua un rapido lavaggio in PBS e si incubano
le cellule con la nuova sospensione virale. Inaa il processo che in questa tesi € definito
come fase di infezione. Tramite le micropompe CAVR@ne iniettata, in 2 minuti di
infusione, la sospensione virale nei canali miciditi. Una volta che la sospensione virale &
stata iniettata, il microchip viene lasciato inubatore in condizione di statica per 90 minuti.
Successivamente con le micropompe CAVRO viene @spla sospensione viraleutflow)

ed il microchip viene riposto nell’incubatore.

2.4 Analisi di immagine

Per analisi di immagine si intende l'estrazionenfibrmazioni significative da immagini, nel
nostro caso foto ottenute al microscopio dei camadrofluidici per studiare specifici aspetti
biologici (da cuibioimaging.

Si é esequito il bioimaging per studiare I'effatiiella degradazione dei virus sull’efficienza di
espressione, e per regredire i parametri dell’equazlogistica da dati sperimentali. Per
guesto studio si sono utilizzati due strumenti diteMATLAB, con l'ausilio di subroutine
specifiche per il riconoscimento di immagine, saftware Cell Profiler.

2.4.1 Analisi di immagine con MATLAB

Per studiare I'effetto delle condizioni operativellehfezione si sono infettate le cellule co
virus portatori di una proteina fluorescente ve(@&P). Si € poi dovuta calcolare per ogni
esperimento l'efficienza di infezione EI (%), defancome:
EI((V) __ numero di cellule infette 100% (2 4)
0) — 0 .

numero di cellule totali

Per numero di cellule infette si intende il numetiocellule che esprimono la GFP. Il
programma in MATLAB e stato sviluppato in modo tae ricevere in input immagini in
formato .jpg e restituire il valore dell’efficienza di infezien Affinché questo valore venga
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calcolato, il programma deve elaborare due tipintinagini: la prima contenente i nuclei

marcati con HOECHST e la seconda immagine in cuoswisualizzate le cellule che

esprimono la proteina fluorescente (cellule GFA’analisi della prima immagine &
necessaria per individuare tutte le cellule medidiidentificazione dei loro nuclei, che hanno
una morfologia arrotondata piu facile da identifecaspetto alla varieta di morfologie assunte
dalle cellule.

Seguendo l'ordine del programma, la prima immagthe viene elaborata € quella che

individua il numero di nuclei (e quindi di celluldpopo I'acquisizione della prima immagine

vi e I'elaborazione che passa attraverso i segyoemiii:

- Utilizzando la subroutine di MATLAB gbgr ay si ha la trasformazione dell'immagine di
colore blu in scala di grigi;

- Con il comandoadapt hi st eq viene aumentato il contrasto adattando [intensita
dell'immagine;

- Grazie al comanda n2bw da un’immagine con scala di grigi si passa ad bimaria
secondo una soglia indicata con un parametro nd:vaeri al di sopra di questo gli
elementi identificati negli step precedenti si calw di bianco, invece per valori inferiori a
nl si colorano di nero;

- Con il comanddwnor ph vengono eliminati i piccoli oggetti isolati chetpebbero essere
contati dal programma come nuclei;

- | nuclei vengono identificati e numerati dal pragraa in base al riconoscimento di zone
nell'immagine con intensita analoga e vengono raoipliti utilizzando bwar eopen e
bwnor ph in modo da renderli distanziati gli uni dagli gltr

- Per facilitare l'analisi della seconda immaginen db comandobw abel ed vengono
identificate delle regioni nella foto caratterizadalla stessa intensita di illuminazione;
gueste regioni vengono raggruppate per costituiteiei delle cellule.

Dopo la memorizzazione del numero di nuclei e della posizione nella prima immagine, si

passa all’elaborazione di quella relativa allewtellGFP. Analogamente al caso precedente,

la foto viene trasformata in scala di grigi. Sfamitio la conversione della foto in una matrice e

la memorizzazione delle regioni in cui ci sono iclkey avvenuta nell'ultimo step

dell’elaborazione della prima immagine, si effettaanedia di quegli elementi della matrice
che identificano la posizione dei nuclei. Questedimecalcolate forniscono i valori
dell'intensita di fluorescenza associate a tuttiiclei identificati nella fase precedente. Percio
se nelle regioni in cui vi sono i nuclei I'intersitli fluorescenza € alta vuol dire che quelle
cellule sono GFR in caso contrario l'intensita di fluorescenzaasparagonabile a quella del
background. La soglia che determina questa distigzinel programma viene indicata come
n2, al di sopra della quale si ha una cellula GERI di sotto si ha una cellula che non é stata
infettata (poiché non esprime la GFP).
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Grazie all'elaborazione delle due foto il programreatituisce il numero di cellule totali, il
numero di cellule infette e I'El (%).

2.4.2 Virus decay

Lo scopo di questa analisi consiste nel verificelne I'impiego di virus al di fuori delle
condizioni di utilizzo (indicate dal protocollo speentale) ha effetti sull'efficienza di
infezione. In caso positivo € necessario stabilima correzione sull’efficienza di infezione,
perché si riflette nel modello matematico sullazene tra MOI e El (%).

Sono stati valutati 2 casi che si sono ritenutuiefti sull’efficienza di infezione:

- Il primo riguarda I'adsorbimento dei virus sullergi& del PDMS, questa analisi € stata
realizzata infettando cellule con una sospensi@meposta da medium e virus lasciata nei
canali microfluidici per 2 ore;

- Il secondo e relativo alla degradazione dei vireisgdfetto della temperatura, in questo caso
tale effetto e stato realizzato infettando le dellcon virus stoccati in una eppendorf per 2
ore a 37°C, invece di essere utilizzati subito digpecongelamento graduale dovuto allo
stoccaggio a -80°C.

Si e confrontato I'efficienza di infezione utilizzdo tre chip, ciascuno dei quali avente nei

microcanali un tipo diverso di sospensione virddeprima contenente virus fresco (inteso

come appena scongelato dallo stoccaggio a -804dG&edonda che ha subito I'adsorbimento
sul PDMS di una frazione di virus e la terza ch&tata lasciata a 37°C per 2 ore. Dopo |l

tempo di infezione (90 minuti) sono state scatiati®to con il microscopio a fluorescenza di

ciascun microcanale dei tre chip, in modo tale deempcalcolare la media e la deviazione

standard dell’'EIl (%) per ognuna delle tre condizmperative. Le foto cosi scattate sono state
elaborate dal programma MATLAB descritto nel pashgrprecedente. Il programma ha
quindi valutato I'El relativa alle diverse condimiodi infezione realizzate nei 3 chip. La
media e la deviazione standard dell’El sono staleotate sui microcanali di ciascun chip.

Nel programma sono stati elaborati i risultati ‘dlalisi di immagine in modo tale da

ottenere il numero di cellule co una certa inténsiit fluorescenza per le tre condizioni di

infezione. | risultati sono rappresentati in Fig@r8, indicano il numero di cellule che hanno

una certa intensita di fluorescenza, indicata ansss.

44



A) 900 - - - - - B) 1200

1000
800 -
[N
E 0O so00f
[a o
* il
= O 400F
8 8
= 4
200 -
0
100 ‘ . ‘ ‘ . ‘ 200 . . ‘ . . ‘
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Intensita di fluorescenza (a.u.) Intensita di fluorescenza (a.u.)
1400
Q)
1200
1000
w 800 -
e
*_ 600 -
8 400+ ff
=z
200 -
olud
500 , . . . : .
0 20 40 60 80 100 120 140

Intensita di fluorescenza (a.u.)

Figura 2.8 | grafici rappresentano 'andamento del Numeraéilule*PDF (Ncell*PDF) con le
deviazioni standard calcolate sui microcanali dasgun chip; A) Virus fresco, B) Adsorbimento
dei virus, C) Degradazione termica dei virus.

L’efficienza di infezione dipende dalla soglia nBpostata, infatti se questa e troppo bassa
anche il rumore di fondo potrebbe essere valutatnecuna cellula GFPe se & troppo alta
molte cellule che esprimono la GFP vengono persehpe emettono un’intensita di
fluorescenza minore della soglia. Questa sogliata yalutata da un confronto con un canale
di controllo in cui le cellule non erano state ttdiee ed erano quindi GERJna volta ottenute
le Ncel*PDF di ciascuna delle tre condizioni ogem sono state calcolate le
Complementary Cumulative Distribution Function (Nt@CDF) definite come segue:

Ncell* CCDF(x) = j Ncell* PDF(X)dx (2.5)

threshold

Conx intensita di fluorescenza. Interpretando il sigr@fo dell’integrale, [&CCDF(x) € una
funzione che indica la somma di tutte quelle celldhe hanno un’intensita di fluorescenza
maggiore della soglia. Confrontando le tre dive&Z§&¥DF si ottiene il seguente grafico:
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Figura 2.9 Complementary cumulative distribution functionocddite per i tre chip con le
rispettive condizioni di infezione.

Come ci si aspettava, si pud osservare che l'effea di infezione con virus appena
scongelati € sempre maggiore rispetto quella v@dlimpiego delle altre sospensioni virali,
indipendentemente dalla soglia scelta. I seguestegramma riassume il confronto
sull’utilizzo delle tre sospensioni virali divergetermini di efficienza di infezione.

90

Efficienza %

Virus fresco Adsorbimento virus Degradazione termica virus

Figura 2.10 Efficienza di infezione delle tre diverse sospmmirali usando una soglia pari a
n2=9.
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Dalla Figura 2.10 si nota che I'adsorbimento deiuwisul PDMS é tale da diminuire 'El del
25%, mentre I'utilizzo di virus stoccati a 37°C p&rore ne comporta una diminuzione del
10%.

2.5 Analisi di immagine con Cell Profiler

Cell Profiler e un software specifico per la miserBanalisi di immagini di cellule. Il tipo di

elaborazione delle immagini e simile a quello impémtato col programma MATLAB. Lo

sviluppo dell’analisi di immagini comincia con laeazione di unaipeling intesa come
sequenza di operazioni volte al riconoscimentd’el@borazione dellimmagine. Lpipeline
utilizzata per il calcolo dell’ElI € composta dagsenti comandi:

- Loadimagescaricamento di tre foto della coltura cellulagerella in bianco e nero, quella
relativa ai nuclei marcati con HOECHST e quella Eespressione della GFP;

- Crop: permette all’'utente di selezionare la regioneadalizzare, grazie alla foto in scala di
grigi e successivamente le altre due foto vengotagliate automaticamente allo stesso
modo;

- ColorToGray converte le immagini relative a HOECHST e GFRaala di grigi;

- CorrectllluminationCalculate viene calcolata una funzione di intensita dinlinazione
delle foto HOECHST e GFP. Questa funzione e di piplinomiale e permette di calcolare il
background della foto;

- CorrectllluminationApply viene sottratta la funzione di distribuzione ltliminazione alle
foto HOECHST e GFP eliminando il background delésse;

Illumination function: MiumHoechst

min=0.024500, max=0.046300 o Final image: CorrHoechst
m T T T

Original image: GrayHoecdhst
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Figura 2.11 Elaborazione della foto HOECHST per sottrarredaZione di illuminazione indicata
con lllumination function (al centro), a destradtessa foto senza il background.

- IdentifyPrimaryObjects:questo comando permette di identificare i nucledspnti nella foto
HOECHST modificata secondo gli step precedentin¥istabilito un range in pixel che indica il
diametro tipico dei nuclei e gli oggetti al di fidi questo range non vengono contati come nuclei;
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Figura 2.12 Identificazione dei nuclei assegnando un rangéiainetro dei nuclei.

- MeasureObijectintensitycon la foto GFP viene calcolata I'intensita dunhinazione nei
punti della foto dove sono stati identificati i heicallo step precedente, come si vede in
figura:

Nuclei_Intensity_MeanIntensity_CorrGFP

200

400 4

600

800

0 ' 1000 1200

Figura 2.13Intensita di illuminazione della foto GFP nei piuintcui sono stati identificati i
nuclei

- ClassifyObject classificazione dei nuclei in base all'intensitéedia. Questo comando
permette di calcolare I'istogramma che riportauhmero di oggetti (in questo caso nuclei)
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che hanno una certa intensita di illuminazione dati in ascissa (ovvero l'istogramma
rappresenta la PDF);

Ncell*PDF

Intensity_Meanintensity_CorrGFP

Figura 2.14 Istogramma che rappresenta la Ncell*PDF dell'inséa di fluorescenza della GFP.

- FilterObject: permette di filtrare il numero di feicin base all'intensita di espressione della
GFP, ovvero vengono scartati gli oggetti che nonnbaun valore minimo di intensita. In
altre parole permette di calcolare i nuclei cheosatati infettati almeno da un virus
stabilendo un valore soglia;

- CalculateMath svolge delle operazioni matematiche, in partiehlene calcolata I'El (%)
dividendo il numero di nuclei, filtrati con la samglistabilita inFilterObject, per il numero di
nuclei totali, calcolati indentifyPrimaryObjects

Questa pipeline é stata utilizzata per conferanmiguitati ottenuti con I'analisi di immagine

in MATLAB.

2.5.1 Curva di crescita cellulare

Per caratterizzare matematicamente il processoudlicdzione cellulare nel tempo si €
assunto che esso segua la seguente legge lo@istica et al., 2008
dN(t) _ N (t)?
Cdt K
Dove N(t) e il numero di cellule presenti nella coltura ckdte al tempd, r e la velocita di
duplicazione & corrisponde al numero di cellule presenti allacsmtrazione di confluenza.
Risolvendo analiticamente I'equazione differenzglettiene I'espressione esplicita pgt):

N (t) - (2.6)
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K

1+ (K —1je‘rt
NO

Facendo un grafico dell’equazione si ottiene gagiatmente una sigmoide (Figura 2.19). La
velocita di duplicazione rappresenta la pendenza della curvaNggj nella fase di crescita
esponenziale (fino al punto di flesso della curv@) Mdicato in Figura 2.19). Pdf—o
'Equazione 2.6 diventadN/dt=rN, risolvendo analiticamente, coN(t=0)=No, si ha:
In(N(t)/N,)=rt . Definendoty; come tempo necessario affinché si raddoppi il mon
cellule presenti nella colturaqubling timé, si haN(t=t4)=2Ny, da cui si ottiene I'espressione
della velocita di duplicazione:

 =In2 (2.8)
td

N(t) = 2.7)

N(b)

K

NO

Figura 2.15Andamento qualitativo del numero di cellule nelgpem

Per calcolare i parametri dell’equazione logistidae caratterizza la duplicazione cellulare, si
e svolto un fitting dei dati sperimentali. Questitidcsono stati analizzati grazie all’analisi di
immagine eseguita col software Cell Profiler. Iresjio caso laipelineé piu semplice perché
occorre solo quantificare i nuclei presenti netieof Sperimentalmente si € seguita la crescita
cellulare di cellule MEF coltivate in tre canalierofluidici di un chip. Stabilendo dei time-
point sono stati fotografati col microscopio treneali ogni microcanale, quindi per un totale
di nove foto per ciascun tempo di campionamentoquste foto € stata calcolata la media e
la deviazione standard. Percio per ogni time-psiné ottenuto una media del numero di
cellule e la deviazione standard tra le 9 fotoatametri dell’equazione logistica da fittare
sono la concentrazione di confluenzaeK[cellule/mnf], e il tempo di duplicazione td (h).
Questi valori sono stati trovati minimizzando lazione costo espressa nel seguente modo:
_— 2
cosT=%" [ NP =N (g, Kconc)} (2.9)

exp
i=1

g
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Doven & il numero dei time pointy/" & la concentrazione di cellule teorica calcolaa ka
legge logistica, funzione did.c e td,N/** & la concentrazione di cellule media ottenuta da
nove foto es;*" & la rispettiva deviazione standard.

| risultati di questa regressione sono illustratiFigura 2.16.

2&) T T T T T

xol| td=37h |
Kconfl = 234 cell/mm2

240

[cellule/mmZ]

conc

K

— Dati sperimentali
—&— Cuna di fitting

1 1 T
0 50 100 150 200 250
Tempo [h]

Figura 2.16 Fitting dei dati sperimentali che mostra I'andartedella concentrazione delle
cellule nel tempo.

Dalla regressione si ottiene un tempo di duplicazify) pari a 37 h e una densita di cellule a
confluenza di 234 [cellule/mfth
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Capitolo 3

Modello matematico

In questo capitolo viene descritto in dettaglionibdello matematico sviluppato per simulare
I'intero processo di riprogrammazione cellulare. @scuteranno inoltre gli aspetti di
implementazione nel software ritenuti importanti lgecomprensione dell’intero algoritmo.

3.1 Rappresentazione del processo simulato

Il modello matematico € stato sviluppato in cindps:

- Infezione virale di un singolo fattore di trascome: questa parte del modello riguarda
'adsorbimento dei virus, che si muovono di motmvimniano nella sospensione, sulla
superficie cellulare;

- Processi intracellulari: in questa fase vengono ehati i processi biologici che
intervengono nel tempo che intercorre tra un’irdeei e l'altra, ovvero duplicazione
cellulare, produzione di mRNA e proteina (che sealguolo di fattore di trascrizione);

- Infezioni virali sequenziali: il modello viene sypgpato in modo tale da simulare piu cicli di
infezione;

- Infezioni multifattoriali: il modello viene estesotroducendo i quattro fattori di trascrizione
(Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc);

- DNA binding: processo che comprende la traslocazidei quattro fattori nel nucleo ed il
loro binding al DNA in corrispondenza dei promotadei vari geni.
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Figura 3.1 Rappresentazione delle fasi del processo biologjicmlato: A) Infezione virale di un
singolo fattore; B) Processi intracellulari: sintedi mMRNA e proteina integrata con la
duplicazione cellulare; C) Infezioni virali sequéaldg D) Infezioni multifattoriali; E) DNA
binding da parte dei 4 fattori di trascrizione ckeno traslocati nel nucleo.
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Nei prossimi paragrafi vengono spiegate le assumnaite in ciascuna fase di sviluppo del
modello per giustificare le soluzioni computaziornadn il comportamento biologico delle
cellule sottoposte alle infezioni virali in coltunaicrofluidica.

3.2 Infezione virale di un singolo fattore

Si é sviluppato un modello stocastico che permeittdeterminare la probabilita che ogni

cellula della coltura, adesa sul substrato del leamécrofluidico, venga infettata da un certo

numero di virus che si muove nella sospensiondeviche riempie il microcanale. Questi

virus si muovono non solo per effetto della congee, ma anche in modo casuale di moto

browniano, caratterizzato dal coefficiente di dsfane dei virus nel medium. Ciascuna

infezione avviene in tre stadi successivi:

- Introduzione della sospensione virale nel canalerafiuidico (nfusg, mediante un moto
del fluido con profilo di velocita parabolico;

- Periodo di statica, in cui i virus si muovono sp&r effetto del moto browniano;

- Fuoriuscita della sospensione virabeitflow) per moto convettivo.

Per i vantaggi presentati nel capitolo precedentoiso condotti gli esperimenti in coltura

microfluidica, percio il volume di controllo che 8i simulato comprende un microcanale,

assimilabile ad un condotto di sezione rettangadatenghezza L, larghezza W e altezza H al

cui interno scorre la sospensione virale. Si e id@nato un sistema di coordinate cartesiane,

in cui la direzione della convezione € concorde l@sse x, mentre la superficie che ospita lo

strato cellulare & posta sul piano x-z, come viappresentato nella Figura 3.2.

INGRESSO H USCITA
Y < mliintinli e R - Sl 5~ ~ S
Z — P— <
w
YI Z - L L
X

Figura 3.2 Sistema di riferimento, in cui il canale & schexmdto dal parallelepipedo di
lunghezza L=18mm, larghezza W=1.5mm e altezza Hz&00

Un aspetto importante che riguarda questa faseraplaresentazione della coltura cellulare
nel canale microfluidico. Le cellule sono state sidarate come entita discrete localizzate
solo in alcune zone del substrato e la loro foriparte da fattori fisici e funzionali. Spesso
le cellule possono assumere forme differenti inziome anche della concentrazione di
confluenza: infatti se questa e troppo alta, puovq@eare irregolarita nella morfologia
cellulare per effetto della pressione che le celegercitano tra loro. Le cellule che sono state
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impiegate in questa tesi sono fibroblasti embrionalirini (MEF) che hanno una forma
irregolare, come mostrato nella Figura 2.13 ottemlimicroscopio in contrasto di fase.

Ai fini della modellazione, la superficie di colturcellulare é stata rappresentata come una
griglia regolare la cui spaziatura e pari al disnmeguivalente della celluld ¢, (dato ricavato
sperimentalmente). Il substrato & rappresentatmdamatrice che nel modello viene indicata
con A. In questa matrice vengono introdotte leutejlin posizioni casuali, come elementi di
valore pari a 1. Il numero totale di elementi dlova unitario introdotti nella matrice A
corrisponde al numero totale di celliNe. che sono presenti in una coltura le cui dimensioni
sono determinate dalla dimensione della base deleamicrofluidico. In questo modo si
assume che la coltura cellulare sia composta daleali uguale dimensione, posizionate
casualmente sul substrato e geometricamente aabilndd un quadrato di lunghezza pari a
dceq COMe mostrato in Figura 3.3

e, LTI
g | ¢ 0| 1 1
c c 110 1 .
c c 110 |1

Figura 3.3 Rappresentazione della disposizione casuale dalkile nel piano xz ed in una
porzione della matrice A.

Se ad un certo istante di tempo un virus, per tefféella convezione e/o per diffusione, si

N g s

I'elemento della matrice A sara 1. La rappreseotaidi questa fase € schematizzata nella
Figura 3.4.
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Figura 3.4 Rappresentazione schematica dell'infezione viralessbstrato microfluidico.
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La Figura 3.4 rappresenta schematicamente I'infezigrale in cui i meccanismi di trasporto
dei virus sono governati da fenomeni diffusivi,attgristici del moto browniano, e convettivi,
durante gli stadi in cui la sospensione viraleafihfuse o esce qutflow) dal microcanale.

3.2.1 Equazioni del moto browniano e convettivo

Un virus per infettare la cellula deve trovarsi afma in prossimita del substrato cellulare,
collocato nel piano xz. Percio € necessario stabidi traiettoria che ciascun virus percorre

durante lintero tempo di infezione. Questa trae#t € individuata dalle equazioni
differenziali stocastiche che caratterizzano il enmtowniano:

X (t +At) = x (t) +v, [At +,/2D At L£,
yi(t+48) =y, (t) +/2D At (£, (3.1)
z(t+A4t) =z(t) +2D,At [F,

Dove

- &.,¢,,¢,s0no variabili casuali distribuite normalmente coedia zero e varianza unitaria;

- X, (t) & la posizione dell'i-esima particella viralet@mpo t in direzione x;

- Y, (t) e la posizione dell'i-esima particella virale aijeo t in direzione vy;

- Z(t) e la posizione dell'i-esima particella virale airtpo t in direzione z;

- Dy € il coefficiente di diffusione del virus nellasg®nsione che riempie il microcanale;

- At é I'intervallo di tempo in cui il virus subisce $postamento;

-v e la velocita di convezione con la quale i virisnsiovono all'interno del sistema di
riferimento, che ha un profilo parabolico, come djgcusso nel capitolo precedente.

Il sistema di equazioni 3.1 viene applicato nedlsef di introduzione della sospensione virale

ed in quella di fuoriuscita, mentre nel periodemtedio, in cui non vi é flusso convettivo, la

prima equazione viene opportunamente modificataliamdo il terminev.

3.2.2 Adsorbimento

L’individuazione della traiettoria dei virus duranta fase di infezione virale mediante le
equazioni 3.1 permette di stabilire gli istantiteimpo in cui una cellula puo essere infettata.
Infatti & la condizione al contorno pgr0 che tiene conto dell'interazione tra virus e dallu
Considerando un virus in posiziogé;), che si sposta nel sistema secondo le equazibni 3.
alla posiziong(t;), si possono verificare due casi:
- a) y(t) <0;
- b) y(t2) >0.
Nel caso a), il virus ha intersecato I'asge0 nell'intervallo At e la probabilita di
adsorbimento sullo strato cellulare dateKga e pari a Andrews and Bray 2004

K 4o = PVAt (3.2)
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DoveP e una costante positiva ricavata filing di dati sperimentali, mentre la probabilita
che il virus venga riflesso é:

K, =1-PJAt (3.3)
L’algoritmo che descrive I'adsorbimento verificanfezione del virus generando un numero
casualeq uniformemente distribuito nell'intervallo [0 1]. Iparticolare se q K, avviene
'adsorbimento, il virus viene tolto dalla faseuida e aggiunto all’eventuale cellula che si
trova nella posizione di adsorbimento del virusntme seg> K _ il virus viene riflesso e le
nuove coordinate del virus al tempsono k(t), -y(k), z(b)).

y(t)

y(t)
\
\
: \
y(t2) : \\ Prob = Ky
: \
‘ \

¥(12) » Prob = K aas

Figura 3.5 Probabilita di adsorbimento o riflessione della peella virale sulla superficie
cellulare per un tempod|t; t;], con y(t) < O.

y(t2)<0

Nel caso b), in cuy(ty) = 0, il virus in un istante di tempo compreso tiy& t, potrebbe aver
oltrepassato I'asse y=0 ed essere ritornato inzme y > 0. La probabilita che cio si

verifichi & data daAndrews and Bray 2004

-y(h) Y(tz)]

P= e( DA 4B

y(t) y(t2) >0

ffffff Percorso I

E Z ------ Percorso 11
y(tl) S
\ NN
\ >3
\
¥(t2) \
\
7

Figura 3.6 Adsorbimento della particella virale sulla supeidicellulare per un tempoet[t; t,],
cony() > 0.
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La probabilitd che pey(t;) > 0 il virus venga adsorbito sullo strato cellelax data dalla
probabilita K, moltiplicata per la probabilitd®’ che la particella nell'intervalldAt abbia
intersecato almeno una volta I'asse y:

[—y(tl) Y(tz)j
Kads = PI Kads =€ o P\/A_t (35)
mentre la probabilita che il virus venga riflesso e
(—y(tl)y(tz)J
K, =1-PK,.=€e > 'PJat (3.6)

La verifica dell’effettivo adsorbimento viene vécdta generando il numero casuale
utilizzato con la stessa logica descritta precezteante.

A questo punto il modello permette di simulareahgortamento intrinsecamente stocastico
dell'infezione virale fornendo il numero di viruhe& al termine del tempo di infezione ha
infettato le cellule adese sul substrato microfttod

3.3 Processi intracellulari

Una volta che le cellule sono state infettate dlaisy si ha I'inizio dei meccanismi biologici
conseguenti all'endocitosi del DNA virale. | proseghe sono stati simulati nel modello
matematico comprendono la duplicazione cellulaaetrascrizione nel nucleo cellulare del
DNA esogeno in mRNA, la traduzione in proteina (¢hegera da fattore di trascrizione)
all'interno dei ribosomi presenti nel citoplasmatiaslocazione nel nucleo della proteina cha
avvia il processo di remodeling regolando I'espmss dei geni endogeni. In questo
paragrafo viene descritta I'implementazione di t¢ugwocessi con l'eccezione della
traslocazione nel nucleo e del remodeling, trastatcessivamente (8§ 3.6).

Di seguito vengono descritti separatamente gli ritlgo implementati per la duplicazione
cellulare e per la sintesi di mMRNA e proteina, per esporre il modello che tiene conto di
guesti processi integrati nel tempo. La descrizidee modello ed i risultati che verranno
discussi fanno riferimento a una popolazione catkilarbitraria con condizioni iniziali
fittizie, in modo tale da poter studiare questaonignte fase della modellazione in maniera
indipendente dall'intero programma. Per questo woosii € considerato un microcanale di
dimensione 3x8 celle, in cui ogni cella corrisporadena cellula e i valori corrispondenti
costituiscono il numero di virus che la cellulaziaimente contiene.

3.3.1 Modello di duplicazione cellulare

| dati di input (che costituiscono i valori di outpdella fase di infezione) di questa parte del
modello sono rappresentati dalle matrici AO e BOptima indica la posizione iniziale delle
cellule (1 presenza di una cellula, 0 nessunalegllmentre la seconda indica il numero di
virus presenti nelle cellule che sono state infeftavvero nelle posizioni in cui gli elementi
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di AO sono 1. L'output fornisce le corrispondentatnici al termine del periodo simulato,
denominate Al e B1.
| parametriK e ty sono stati determinati da fitting di dati sperirtaingrazie all’analisi di
immagine (Figura 2.16). Dalla regressione si enottie un tempo di duplicaziorg pari a37
h e una densita di cellule a confluenz288,68 [cellule/mr.
Determinato il numero di cellule nel tempo presamila coltura microfluidica, occorre
stabilire come il DNA virale si ripartisce discretante nelle cellule figlie. Il modello prevede
una ripartizione del DNA virale, dalla cellula madille cellule figlie, secondo una funzione
di probabilita data da una distribuzione normala oceedia pari alla meta del contenuto di
DNA della cellula madre e di deviazione standard paun decimo rispetto la media del
contenuto di DNA della cellula madre. Questo peteneli assegnare il DNA virale alle
cellule figlie anche in modo asimmetrico, essendmunque piu probabile la suddivisione
che permette una ridistribuzione equa del DNA.
% 50
45
40

35

30

PDF

25

20|

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Numero di DNA virale assegnato alle cellule figlie
Figura 3.7 Andamento qualitativo della distribuzione simmetritzl DNA virale alle cellule
figlie, con riferimento ad un valore iniziale pai8 virus/cellula.

La Figura 3.7 rappresenta il seguente esempio: nee agllula contiene inizialmente 8
molecole di DNA virale, dopo una divisione e pilpabile che le cellule figlie abbiano 4
molecole di DNA virale ciascuna (dalla figura ceponde al 80%), ma non si esclude la
possibilita di una suddivisione del tipo 3 e 5 72@) oppure 2 e 6 (0.017%) seppure con
probabilita inferiore.

3.3.1.1 Implementazione della legge logistica

Si definisce la durata dei processi inter-infezitng: e la sua suddivisione in intervalli di

tempo At. Per ogni istante di tempo t, il humero di celladlee si formano pud essere
rappresentato dall’equaziond(t) =2"N,, dove n e il numero di generazioni, da cui si
ottiene:
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n= Iogz( NN(t)] [¢:2

0

per ogni time pointt viene calcolato il numero di cellule teoriche céieformano con
'Equazione (2.7) e tale valore viene impiegato geterminare il numero di generazioni con
la (3.7). Dal momento che quest’ultimo valore enumero reale, esso viene suddiviso nella
sua parte intera e nella parte decimale. La pateza corrisponde al numero di volte in cui
tutte le cellule presenti al temgaosi duplicano, mentre la parte decimale rappresanta
frazione delle cellule presenti al temgoche si duplica un’ulteriore volta. Ad ogni
duplicazione una delle cellule che si forma vieosizionata nella matrice A1 casualmente
(previa verifica che non ci sia una cellula netlsssa posizione), mentre l'altra cellula rimane
nella posizione della madre. La quantita di DNAalgrassegnata alle cellule figlie segue la

distribuzione asimmetrica spiegata sopra. Un eserdpiquanto puo avvenire e illustrato
schematicamente in Figura 3.8:

X 4 | X | X 21 2|0 X

X 2 0| X 110X

3 | X 1 X 2 X |01

X | X | X 2 1 X171
t t+At

Figura 3.8 Esempio di distribuzione del DNA virale alle cefldiglie che si formano, le celle con
X indicano che in quella posizione non ci sonoutell

La collocazione delle cellule figlie avviene in nmodasuale secondo una certa sequenza. Per
analizzare i processi intracellulari ad ogni tine@nAp, € necessario che le cellule al temptit t+

si duplichino secondo la stessa sequenza impiedatmpo t. Cio significa che la posizione
delle cellule figlie e la distribuzione simmetridal DNA virale devono essere riproducibili
agli istanti di tempo successivi. Per realizzarest@ importante condizione e stata fissata la
sequenza casuale che regola il posizionamento delligle figlie. Cosi facendo € possibile
monitorare l'evoluzione dei processi intracellulagbbene siano regolati da fenomeni
stocastici.

Dopo aver simulato la duplicazione cellulare sogescritta per I'intervallo di tempo dei
processi intracellulari si sono ottenuti i risult@ortati in Figura 3.9.

60



195

AO
130 Cellula
€
2
™ 65
- . I
0
0 65 130 195 260 325 520
X(pum)
195 DNA virale/cellula
4
BO 130 3
— 2
£
2
0
No cellua
0
0 65 130 195 260 325 520
x(um)
195
Al 130 Cellula
E
=
™ 65
No Cellula
0
0 65 130 195 260 325 520
x(um)
195 DNA virale/cellula
4
Bl
130 3
- 2
€
&
™ 65 1
0
No cellula
0
0 65 130 195 260 325 520
X(um)

Figura 3.9 Rappresentazione delle matrici AO, Al, BO e Blsm®rando § =121 ore.

Un aspetto importante, che si coglie osservandadtici BO e B1, € I'evidente diluizione nel
tempo del DNA virale nelle cellule. Questo aspéttevidente nell’istogramma che segue, in

Cui viene riportata, al tempo iniziale e finale plrcentuale di cellule che hanno il numero di
virus indicato in ascissa.
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Figura 3.10Istogramma che indica la diluizione del numeroidis per cellula avvenuta dopo un
tempo pari ad
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3.3.2 Bilanci di materia di mRNA e della Proteina

Per quantificare la sintesi di mMRNA e di proteim@geguente alla presenza di DNA esogeno
nella cellula si & risolto un sistema di equazidtiferenziali ordinarie QDE) che
rappresentano in forma matematica i bilanci di mwtdi MRNA e della proteina associata.
Questi bilanci assumono la forma generale:

ACCUMULO = PRODUZIONE — DEGRADAZIONH particolare

dmRN
T/@:) = KtrascrizimeDNA(t) - KdengNA!ﬂRNAt)

(3.8)
T2 = K pndMRNAD) = K g P
Dove K sono le costanti cinetiche che caratterizzanoocegssi intracellulari, i cui valori
ricavati dalla letteratura sono riportati in Tabel.1,mRNAe P rappresentano il numero di
molecole per cellula di MRNA e proteina, rispettente.
Anche in questo caso, per studiare piu accuratangmdsta fase, si e realizzato un algoritmo
indipendente per risolvere il sistema di ODE retatad una singola cellula. Le condizioni
iniziali poste sono:

MRNAt=0)=0
{ Pt=0)=0

(3.9)
Mentre per il DNA si € generata una sequenza teat@dittizia di numeri del tipo[55555
5..83333...1111...0000...], dove la dimensidakvettore corrisponde al tempoo:
L’istante in cui si ha un cambiamento indica chaveenuta una duplicazione anche se la
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concentrazione [n°/cellula]

cellula simulata ha mantenuto tutte le molecolRNA e proteina. La soluzione numerica del
sistema di ODE 3.11 per una cellula & rappresemdtgura 3.11.

1200

mRNA virale
Proteina

1000 ~

60

mRNA virale
Proteina

800
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400 |

concentrazione [n°/cellula]

200 -

0 L T
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Figura 3.11 A sinistra il profilo temporale di mRNA virale elldeproteina associata in una
cellula che si duplica variando il suo contenutohA virale; a destra gli stessi andamenti agli
istanti iniziali.

Dalla figura si pud osservare che il numero di roole di proteina per cellula € molto
maggiore rispetto a quello di mMRNA. Inoltre si natee 'andamento dellmRNA é costante
per alcuni istanti di tempo perché raggiunge ldossazionario molto piu rapidamente. La
Figura 3.12 mostra il confronto tra la risoluziodel bilancio microscopico considerando
I’'mRNA una variabile continua o discreta.

80 T T T T T
mRNA (discreto)
mRNA (continuo) [

~
o

concentrazione [nRNA/cellula]
N w B [o2] D
o o o o o

—_
o

0 | [ 1 [ 1
0 20 40 60 80 100 120
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Figura 3.12 Confronto fra mRNA virale risolto con un approcdieterministico e stocastico
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Dalla Figura 3.12 si vede come anche nel casondRINA, il cui numero di molecole per
cellula é inferiore a quello delle proteine, lauzbne continua approssima bene quella
discreta.

Questa analisi ha permesso di studiare il compaméonnel tempo della produzione e del
consumo dellmRNA virale e della proteina associdtale studio giustifica la scelta di
trattare I'evoluzione temporale del’lmRNA secondo approccio deterministico, nonostante
la sua natura intrinsecamente discreta.

3.3.3 Bilanci di materia integrati con la duplicazione cellulare

Lo step finale di questa fase di sviluppo del mimdelquello di integrare la risoluzione delle
ODE (Equazioni 3.11), che rappresentano i bilaresi fFmRNA virale e per la proteina
associate, con la duplicazione cellulare. InfattiDNA virale compare nel termine di
produzione del bilancio dellmRNA. Il passo suctessconsiste nel risolvere le ODE per
ogni cellula della coltura microfluidica usandodiatribuzione temporale del DNA virale che
deriva dall’algoritmo della duplicazione.

Innanzitutto, dopo aver generato le matrici A ed® mdicare la posizione delle cellule e il
contenuto di DNA in esse, si introducono le mat@ice D che indicano rispettivamente |l
numero di molecole di mMRNA e di proteina present®gni cellula. Si e risolto il sistema
ODE analiticamente, considerando la variabile DNAAne una costante dal momento che
varia solo ad ogni duplicazione, quindi con un teropratteristico molto piu lungo du quelli
relativi ai processi di variazione del numero dilesole di mRNA e proteine. Si ottengono

cosi le due equazioni risolutive:

DNA\(GK degRNAT __ 1) K
K

P(t) = f, (t, DNA mRNAt), mMRNAt = 0), P(t =0)) =

= { DNATK o€ ~ K gy ™ + (K agrun = Ko JE5 7] 0

[K EK + KdegP |:KdegRNA( Ktrad ERNA)(—GK degPEﬂ))(_ K degP PO + K degRNAPO +

trad trasc

+Kya RNA)} e e degP KdegRNA(K degRNA — K degP )}

trascr + K |:R Nm

K degRNAT

degRNA

MRNAt) = ,(t, DNA mRNAt = 0)) =

degRNAe

(3.10)

Dal punto di vista dellimplementazione dell’algono, all’istante di tempo t e per ogni
cellula presente nella coltura microfluidica, aweah numero di molecole di DNA virale pari
a DNA, si determinano, tramite le Equazioni 3.1&RMA e P. Il valore della variabile DNA
corrisponde alla quantita di DNA virale che unaludal contiene all'istante di tempo
precedente. L’'andamento temporale del’'mRNA e deitateina dipende non solo dai tempi
caratteristici delle Equazioni 3.10, ma anche daewaria il humero di DNA virale nelle
cellule in seguito alla loro duplicazione. All'atte di tempo in cui avviene la duplicazione,
oltre a distribuirsi il contenuto di DNA virale telcellule figlie, si ripartisce anche la quantita
di mMRNA e di proteina. Si € utilizzato lo stessg@ecio di distribuzione simmetrica,
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descritta precedentemente, per i tre tipi di mdecma con varianza distinta per le tre
variabili (DNA virale, mRNA e proteina). In Figu@l3 e 3.14 é possibile osservare come,
per ogni cellula, la duplicazione influenza il ploftemporale dellmRNA e della proteina
producendo una discontinuita.

concentrazione di RNA per cellula

120

80

e ‘ 60
40

Figura 3.13 Andamento temporale del’'mRNA tenendo conto deifdichzione cellulargcon
At=5h

400 .

120

concentrazione di PROTEINA per cellula

80

: 60
: 40
20

Figura 3.14 Andamento temporale della proteina tenendo cdetta duplicazione; cont=5h.
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Osservando i grafici riportati nelle Figure 3.133€l4 si osserva che l'effetto della
duplicazione e piu marcato rispetto ai termini éngrazione che compaiono nei bilanci

microscopici per 'mRNA e per la proteina. Infadtievidente la discontinuita negli istanti di
tempo in cui avviene la duplicazione.

3.4 Infezioni sequenziali

Per ottenere il maggior numero possibile di celli® dalla popolazione cellulare infettata e
per il mantenimento dello stato staminale e necisshe il livello di espressione dei fattori
di trascrizione sia elevato e prolungato nel ten@ame si € visto nel paragrafo precedente la
duplicazione produce una notevole diluizione deltenuto di DNA virale e con esso anche
MRNA e proteina che si &€ prodotta nella cellula reaiiho all'istante della duplicazione.
L’entita della diluizione dipende dalla distribum® asimmetrica che regola la ripartizione di
DNA virale, mRNA e proteina. Per mantenere un liveli espressione elevato si eseguono
infezioni multiple. | cicli di infezione vengonopetuti a varitime-pointed aMOI diversi. Il
numero di infezioni da eseguire durante un inte@eamento, i time-point di infezione ed i
relativi MOI sono variabili che nel modello matemat costituiscono 3 gradi di liberta.

Prendendo in considerazione un singolo fattore/oliezione temporale di un esperimento
viene rappresentata in Figura 3.15.

MOI|.
[ Ciclo ‘ I Ciclo i III Ciclo
5 i Processi ' i Processi = Processi
S intracellulari (I) | : intracellulari (IT) @ | intracellulari (IIT) :
= — 3 :
a 5 =
= > 5
= N, |
=] —
: -
2
t
0 t) th el ¢l ¢l

Figura 3.15Rappresentazione schematica delle infezioni seiplecan indicata la nomenclatura
adottata per i time-point, considerando 3 ciclinfiezione.

Dalla figura emerge che ogni infezione puo esseraatta ad MOI diversi, mentre la loro
durata rimane costante: 2 minuti per infuse, 90utnidi statica e 2 minuti di outflow. Il
tempo che intercorre tra una infezione e l'altr&edessere scelto in modo tale da limitare
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I'effetto di diluizione dovuto alla duplicazionelzdare, ma abbastanza grande da permettere
ai processi intracellulari di esprimere adeguatdmein fattore di trascrizione. La
nomenclatura adottata per collocare nel tempo fagei dell'intero processo € la seguente:
ticon j=0:1 i=1:n°cicli.

3.5 Infezione multifattoriale

Per simulare I'espressione episomale multifatterial necessario predisporre il modello
matematico in modo tale da modellare non solo iofezmultiple ma anche l'introduzione
dei 4 fattori di trascrizione. L’espressioneQiit4, Sox2 Klf4 e c-Myc permette alla cellula di
attivare i meccanismi di remodeling che consentdndoranre allo stato staminale. Un
esempio di esperimento con infezione multifatterialriportato in Figura 3.16.

Mot |

h |

il

MOI
Klf4

MOI
Oct4

MOI
cMyc

-+

t

Figura 3.16 Sviluppo temporale di un esperimento con MOI cheé pariare ad ogni ciclo di
infezione, in ordinata & indicato la MOI di ognitiare di trascrizione.

Ad ogni ciclo le cellule vengono infettate con us@spensione caratterizzata da 4 MOI
generalmente differenti. In questo modo € possilmiettare le cellule con rapporti
stechiometrici virali piu noti in letteratura, per esempio MOI
3(0ct4):1(Sox2):1(Klf4):1(cMyc). In particolare pud anche non effettuare un ‘infezione ad
un certo ciclo e per un tipo di virus, condiziorezificata perl\/IOI,-i =0 con j=1:4 e i =1:n°cicli

di infezione.
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Le combinazioni che si possono ottenere, tra numdrocicli di infezione rapporti
stechiometrici tra i 4 fattori ed i relativi MOl 80 numerose. E in questi termini che il
modello stocastico sviluppato serve da supportmidec il programma implementato in
MATLAB funge da “laboratorio virtuale” per eseguinena progettazione sperimentale
(experimental designAnalizzando i risultati che fornisce il model®,possibile selezionare
una serie di condizioni operative da testare iodatorio.

3.5.1 Metodo di implementazione nel software

Il modello é stato sviluppato andando a modellarenaniera indipendente le diverse fasi
dell’esperimento: infezione virale e processi iofléulari. Questo ha permesso di studiare in
dettaglio l'algoritmo che traduce in linguaggio erattico i processi biologici e poterli
ottimizzare in maniera indipendente. Una volta sateiqueste fasi, esse sono state integrate
in modo tale che i dati output del modello di inte® forniscano gli input del modello che
descrive i processi intracellulari, come rappresémtigura 3.17.

Modello

o AN OUTPUT

virale

+

Modello
intracellulare

OUTPUT
Al,BI,CI, DI

¥
—
—

Modello ad
un fattore

OUTPUT
Al,BI,Cl, DI

"

Figura 3.17 Fase di sviluppo del modello ad un fattore

A questo punto il programma e in grado di simulaspressione della popolazione cellulare
per un fattore di trascrizione. Le infezioni cof fattori sono state introdotte in parallelo per
poi unire i risultati andando ad analizzare I'esprene proteica derivante dai 4 tipi di virus.
Successivamente si e predisposto I'algoritmo in eniade da poter simulare piu infezioni in
serie ed andando a salvare i risultati alla fineodhi ciclo di infezione. L’'algoritmo e
rappresentato in Figura 3.18.
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Figura 3.18 Diagramma di flusso che permette di simulare ilqgasso di riprogrammazione fino
all'espressione citoplasmatica dei quattro fattoon infezioni multiple.

Nel diagramma di flusso si parte da una popolazieikilare identificata dalla matrice AO
che viene infettata in modo differente dai 4 vifasseconda di ciascun MOI). Dopo ogni
blocco relativo all’infezione si ottengono 4 maitrB0 diverse (matrici che rappresentano il
numero di virus per cellula in tutta la popolazipreventi la stessa griglia cellulare
rappresentata da A0. Ogni matrice BO viene elabadat blocco dei processi intracellulari,
ciascuno dei quali elebora in modo separato I'espoae di MRNA e di proteina a seconda
del tipo di fattore. | risultati vengono salvatirog ore di simulazione (considerando che |l
tempo tra un’infezione e l'altra & dell’ordine aetiecine di ore). E importante precisare che,
mentre i processi di sintesi di mMRNA e proteinacsgestiti in maniera indipendente, la
duplicazione cellulare evolve nel tempo allo stessmdo in tutti e 4 i casi, sebbene ogni
blocco venga eseguito in parallelo. Questa condé&ié necessaria per unire i risultati in
maniera coerente facendo in modo che la griglidasstessa. Come discusso nel paragrafo
3.3.1.1 il posizionamento di una delle cellule ibghvviene in modo casuale nella griglia
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rappresentata dalla matrice AO. Per fare in mod® @hscuno dei 4 blocchi dei processi
intracellulari elaborino la stessa informazione AQ si é fissato ilseed relativo alla
generazione di numeri casuali che determina lazpos delle cellule figlie. In questo modo
la matrice Al viene aggiornata ad ogni time-poialion stesso modo e questo consente di
considerare in maniera indipendente i processadettulari caratteristici di ogni tipo di
fattore facendo riferimento alla stessa popolazioekulare. Fisicamente questo vuol dire
assumere che non vi sia alcun genere di interaziénta il moto dei 4 tipi di virus nella
sospensione né nei processi di trascrizione e 2rande che portano I'espressione dei 4 fattori.
Nel riprodurre la duplicazione cellulare nel tengdmulato si € assunto che durante la fase di
infezione, che dura 94 minuti (2 minuti di infu®®, di statica e 2 di outflow), nessuna cellula
si duplichi. Percio la legge logistica non é statgplementata nelldunction che regola
I'infezione virale. Questa considerazione e giusdih dal fatto che il tempo di duplicazione
ottenuto dditting di dati sperimentali € di 37 ore (Figura 2.19) éhaettamente maggiore
rispetto la durata dell’infezione; inoltre il tempmb discretizzazione adottato per simulare i
processi intracellulabel t a_t € di 5 ore.

3.6 DNA binding

Dopo aver simulato i cicli di infezione, compregirocessi intracellulari, il modello fornisce
la quantita di ciascuno dei quattro fattori di tré&@one (FT) che viene espresso nel
citoplasma di ogni cellula della popolazione. Iqgessi biologici che seguono comprendono la
traslocazione dei quattro fattori nel nucleo celtal e quindi I'attacco di essi (binding) ai
promotori dei geni target, che sono stati iderdtiiin letteraturaKim and Orkin et al., 2008
Orkin et al studiando l'intero genoma di cellule embrionalunme, hanno identificato i
promotori dei geni target dei fattori che regolat®o riprogrammazione delle cellule
somaticheOct4, Sox2 Klf4 e c-Myc Una volta che questi 4 fattori si sono legap@motori
target vengono attivati i complessi meccanisnmetinodelinggenetico che portano la cellula
allo stato staminale. Questi geni target sono tgtioin Appendice F.

Questi dati forniti in letteratura sono stati inge@ nel modello stocastico per tracciare una
mappatura di quei promotori che vengono occupatn earie combinazioni, dai fattori
sintetizzati nel citoplasma. La Figura 3.19 modtraumero di promotori target comuni a piu
fattori.
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Figura 3.19Numero di target comuni a piu fattori. L'ordinatappresenta il numero di promotori
target occupati dai fattori di trascrizione. | puntossi rappresentano i promotori target

accumulati.

La Figura 3.19 mostra che in confronto ai 5073 darghe vengono attaccati in diverse
combinazioni dai quattro fattori, il 60% vengonocopati da solo uno dei quattro fattori.
Tutte le possibili combinazioni con cui Oct4, Sok2f4 e c-Myc si attaccano ai promotori
dei geni target vengono riportate in Figura 3.20.
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Figura 3.20 Numero di promotori che vengono occupati dalle fmscombinazioni. 1l box
rappresenta in forma di istogramma la tabella 3Kirh and Orkin et al., 2008]. Nomenclatura:
O=0Oct4, S=Sox2, K=KIf4, M=c-Myc, OS=0ct4-Sox2, OMet@-c-Myc, SK=Sox2-Klf4,

KM=KIf4-c-Myc,

SKM=Sox2-Klf4-c-Myc, OKM=0ct4-KlIf4®lyc, OSM=0ct4-Sox2-c-Myc,

OSKM=0ct4-Sox2-Klf4-c-Myc.
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Si puo interpretare la Figura 3.20 con il seguesempio: delle 783 proteine di Oct4 che si
attaccano ai promotori, 250 si legano singolarméimteascissa O), 101 si legano con Sox2
(0S), 46 con Klf4 (OK), 148 con c-Myc (OM), 108 lsgano sia con Klf4 che con c-Myc
(OKM), 26 con Sox2 e c-Myc(OSM), 101 con Sox2 ed{@SK) e 80 si legano con gli altri
tre (OSKM). Dal punto di vista biologico i quatttipi di fattori di trascrizione prodotti nel
citoplasma traslocano nel nucleo e si possono degarpromotori dei geni target sia
indipendentemente gli uni dagli altri sia secondecoanismi di cooperazione. Questo
concetto viene rappresentato in Figura 3.21.

Fattore di trascrizione A

DNA bindin

Fattore di trascrizione B

Promotore

Q © o
(A) (B) (©) (D) (E)

Figura 3.21 Meccanismi cooperativi che intervengono nel DNAdbig: A) Probabilita del
fattore A di attaccarsi al promotore; B) Probahdlitdi attacco indipendente tra i fattori; C)
Meccanismo cooperativo positivo; D) Meccanismo ewafivo negativo; E) Meccanismo di
attacco tramite formazione di etero-dimero; F) Qusitbne di attacco causato dall’ingombro
sterico di un fattore.

La letteratura mostra che, in riferimento ai 4datti trascrizione di interesse, Oct4 e Sox2
interagiscono secondo un meccanismo cooperativitiymo&-igura 3.21 C), mentre Klf4 e c-
Myc si legano ai promotori target in maniera indigente dagli altri. La Figura 3.20
identifica i promotori dei geni target dei 4 fattadi trascrizione di interesse. Queste
identificazioni costituiscono i dati input dell'ufta parte del modello stocastico, ovvero
guella che descrive i meccanismi di DNA bindinglelgdroteine espresse nel citoplasma in
seguito ai cicli di infezioni simulati.
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3.7 Parametri del modello matematico

Fino ad ora si e descritto il modello stocasticduppato e come l'algoritmo implementato
traduce in linguaggio matematico i meccanismi ¢atluche intervengono nel processo di
riprogrammazione. In Tabella 3.1 vengono riporigiarametri del modello, con il relativo

valore e significato, mentre in Tabella 3.2 vengorthcati i gradi di liberta del modello.

Tabella 3.1Parametri utilizzati nel modello.

o ) Oggetto Riferimenti
Nome Variabile Simbolo Valore ) o -
matematico bibliografici
) Ricavato
Diametro cellulare d _cell 65 um Scalare sperimentalmente
Portata infuse e outflow Q ot 6 uL/min Scalare
Coefficiente di diffusione del )
virus e medium D vf 3,67um‘/s Scalare Andrews et 3l
G , | 05 Ricavato
Probabilita di adsorbimento P 0.0079 & Scalare sperimentalmente
Costante cinetica di o i
trascrizione di DNA K transcription 1.98 ¢ Scalare [Reddy et al., 1999
Costante cinetica di
degradazione mRNA K _deg_mnmRNA 0,1368 & Scalare Jackson et al., 2090
Costante cinetica di . i o
traduzione di mMRNA K transl ati on 1,008 & Scalare Yildrim et al., 2008
Costante cinetica di g [Bachmair et al,.
degradaione della proteina ~ K_d€g_pr ot 0,0504 Scalare 1986]
. L Ricavato
Tempo di duplicazione td 37h Scalare sperimentalmente
Concentrazione cellulare di 234 Ricavato
confluenza Kconc cell/mnt Scalare sperimentalmente
Tabella 3.2Nomenclatura.
Nome Variabile Simbolo
Griglia cellulare A
Numero di DNA virale nella
popolazione cellulare B
Numero di molecole di mMRNA
nella popolazione cellulare C
Numero di proteine nella
popolazione cellulare D
Tabella 3.3Gradi di liberta.
Nome Variabile Simbolo

Numero cicli di infezione
Rapporti stechiometrici
Moltiplicity of infection
Tempo inter-infezione

Concentrazione cellulare iniziale

n_i nf ezi oni
rapporti _stech
Mol
ti_

Conc_seni na
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La Tabella 3.3 indica che i gradi di liberta delstesma sono:n_i nfezioni,
rapporti _stech, MJ,ti i e Conc_sem na. In generale i gradi di liberta sono le
variabili da fissare nel sistema di equazioni piereere una soluzione univoca. Nel contesto
di questa tesi le variabili citate costituiscon@dmdizioni operative sperimentali su cui si puo
agire per correlare il rilascio del DNA virale aentanismi dei fattori di trascrizione esogeni
che regolano il remodeling cellulare mediante bigdal DNA cellulare. | risultati del
modello stocastico permetteranno di caratterizzgresta correlazione affinché si possa
massimizzare l'efficienza di riprogrammazione, éhébbiettivo finale del progetto in corso
al laboratorio BioERA.

Nel prossimo capitolo verranno mostrati i risultiile simulazioni eseguite.
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Capitolo 4

Risultati del modello

In questo capitolo vengono mostrati i risultatibeleati dai datoutputche fornisce il modello
stocastico. Questi risultati fanno riferimento altendizioni nominali di simulazione riportate
nel paragrafo 4.1. Ogni paragrafo di questo capitoldedicato al post-processing di una
determinata fase del processo ed alla relativasanhdfine verranno riportati alcuni grafici
significativi che evidenziano la variazione stogzst cui sono soggetti i risultati.

4.1 Condizioni nominali di simulazione

Le simulazioni sono state condotte fissando i gdidiberta del modello. In particolare in
Tabella 4.1, sono indicati i valori attribuiti allariabili operative. Inoltre, si sono svolte
prove a due MOI diversi.

Tabella 4.1Valori dei gradi di liberta

Variabile Valore
Concentrazione di semin@pnc_semn na 80 10° cellulefum?
Rapporti stechiometricr,apporti _stec 3(Oct4) : 1(Sox2) : 1(Klf4) : 1(c-Myc)
N° cicli di infezione,n_i nf ezi oni 2
Durata dei processi intracellularii _i (121, 121) h
MO (prima simulazione) 1 [n°virus/cellula]
MO (seconda simulazione) 20 [n°virus/cellula]

| risultati che seguono fanno riferimento alle car@hi operative riportate in Tabella 4.1.

4.2 Duplicazione cellulare

In riferimento all’equazione logistica (Equazion®)2viene mostrata in Figura 4.1 'aumento
del numero di cellule della popolazione cellulanéigata nel canale microfluidico.
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Figura 4.1 L’istogramma indica il numero di cellule presentlia coltura cellulare simulata
all'instante iniziale, dopo il primo ed il seconduclo di infezione (rispettivamentd e ti’di
Figura 3.15).

Dalla Figura 4.1 emerge che partendo da un numegelldle nel canale iniziale pari a 2000,
dopo 121 ore dalla prima infezione il numero dildelaumenta del 112%, mentre dopo altre
121ore dalla seconda infezione l'incremento e nwedtae inferiore: 8%. Questo tipo di
evoluzione e dovuto allandamento della legge libtascaratterizzata qualitativamente da una
sigmoide (Figura 2.15): infatti dopo 121 ore dalkéma infezione il numero di cellule per
unita di superficie raggiunge quasi la concentmaeidi confluenzaconc = 234 cellule/mrh

Per questo motivo la derivata prima di tale andamdminuisce molto in quanto la curva di
crescita tende ad assumere un valore costante.

La Figura 4.2 rappresenta la simulazione della casescellulare all’interno del canale
microfluidico (matriceA) agli stessi istanti di tempo della Figura 4.1.

B R
A) € ? «:"
= ene R R
3000 6500 10000 130000 16000
X (um) Cellula
B) &
N
3000 6500 10000 130000 16000
X (um)
No cellula
Q) ’g 1300 (e
= 650 |
3000 6500 10000 130000 16000
x (um)

Figura 4.2 Rappresentazione della griglia di celle che simidadistribuzione spaziale delle
cellule adese nel canale microfluidico; A) matrisg!), B) matrice Af!), C) matrice A{}).
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Dalla rappresentazione visiva della matcsi comprende che ttg et! il numero di cellule
aumenta molto perché questo periodo include ladaseescita esponenziale, prima del punto
di flesso della sigmoide (Figura 3.7), mentre neligo trat! et si & quasi raggiunta la
concentrazione di confluenza. Oltre alla duplicaeioi processi intracellulari implementati
nel programma descrivono I'andamento temporale’ndRINA virale e dei fattori di
trascrizione esogeni. Si é assunto che la dupbtoazicellulare non sia influenzata dalla
qguantita di mRNA virale né di proteina contenutéaneellula.

4.3 Rilascio di DNA virale nella popolazione cellulare

Nei 94 minuti in cui avviene l'infezione un certwmero di virus, muovendosi di moto
browniano, e stato adsorbito sullo strato cellutdéna rilasciato nelle cellule il proprio DNA
virale contenente i geni che codificano per i fatti trascrizione. La quantita di cellule
infettate & funzione della traiettoria che compianarus, della probabilita di infezione e
del’MOI. Dal momento che sono state simulate doedézioni per la MOI i risultati vengono
mostrati separatamente.

4.3.1 DNA virale nella popolazione cellulare per MOI 1

La Figura 4.3 mostra 'andamento nel tempo dellxgrduale di cellule positive a ciascuno
dei 4 fattori, ovvero quelle cellule che contengaimeno una molecola di DNA virale,
ricordando che tale variabile € una quantita diacterisultati ottenuti fanno riferimento a 10
simulazioni eseguite.
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Figura 4.3 Profilo temporale della percentuale di cellule gos per MOI 1, con rapporti
stechiometrici 3:1:1:1; A) Oct4, B) Sox2 C) Klf4 B}Myc. La barra di errore indica la
deviazione standard di 10 simulazioni stocastictepeite.
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Poiché l'infezione e stata condotta con rapporclsiometrici 3:1:1:1, la percentuale di
cellule positive a Oct4 e circa il doppio rispetjoelle positiva a Sox2, Klf4 e c-Myc. Da
questo risultato si comprende che non vi € unaspmndenza lineare tra MOI ed efficienza di
infezione. Cio é dovuto all’effetto stocastico gebcesso di infezione regolato dal moto dei
virus. Dal momento che i rapporti stechiometria 8ox2, KlIf4 e c-Myc sono pari a 1, si
ottengono risultatistatisticamente equivalenper questi tre fattori. Questo concetto vale
anche per i risultati che verranno analizzati imus®. E possibile inoltre notare una
diminuzione della percentuale di cellule positive @vviene tra i tempi, e t!, e tra tl’ e

ti’. Questa diminuzione & dovuta alla duplicazionéutz#e che porta ad una diluizione del
DNA virale contenuto nelle cellule madri e cheipartisce secondo la distribuzione in Figura
3.8. Percio avviene una diminuzione del numeroetlule positive perché, per esempio, se
all'istante 0 una cellula conteneva una molecol®NA virale, dopo la sua duplicazione se
ne é formata una con nessuna molecola di DNA catdeal!’interno e una con una molecola
di DNA virale, di conseguenza aumenta il numerealiule non positive. L'incremento che
emerge tra! etl & dovuto alla somministrazione di nuovi virus dueail secondo ciclo di
infezione. Si pud notare che i risultati relatiliagpercentuale di cellule positive hanno una
bassa variabilita stocastica, essendo la deviaztaedard bassa (in Figura 4.3 la barra di
errore € piu piccola del marker impiegato). Il lmagalore della deviazione standard € dovuto
al fatto che la variazione stocastica si distribelisu un numero elevato di cellule, percio le 10
simulazioni eseguite risentono poco della fluttoaei stocastica.

Un’analisi piu precisa della quantita di DNA viralene fornita dalla Figura 4.4 che indica la
percentuale di cellule che contengono un certo momiemolecole di DNA virale, indicato in
ascissa.
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Figura 4.4 Percentuale di cellule presenti nella popolaziahe contengono un certo numero di

barra di errore indica la deviazione standard di §ihulazioni stocastiche eseguite.

e

L’andamento qualitativo dei grafici della FiguratZonferma i risultati presentati in Figura

sono statisticamente equivalenti mentre per Ooihitb in eccesso rispetto agli altri fattori,
contenente 2 virus.

th e tl, etra tl! e tif con uno spostamento delle curve verso sinistra aumento del

numero di cellule non contenenti nessun virus.ttapli andamenti per Sox2 Klf4 e c-Myc

minore il numero di cellule non infettate ed € prée un numero di cellule significativo
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Analizzando il virus contenente Oct4, alla fine Healiclo si ottiene un 30% della popolazione
che é infetta da una sola molecola di DNA viralentre il 10% é infettato da 2 molecole di
DNA. Focalizzandosi sul fattore Oct4, queste pexganvanno diminuendo con I'aumento
del numero di DNA virale all'interno della cellulai va da un 40% delle cellule che hanno
una molecola di DNA virale, ad un 3% che ne harinque, ma per avere una tale quantita si
e dovuto ricorrere al secondo ciclo di infezioness€vando i grafici relativi agli altri tre
fattori si nota, come ci si aspettava, che le peuzdi di cellule positive al DNA virale
contenente Sox2, Klf4 e c-Myc sono nettamente imflerispetto Oct4. In particolare il 10%
della popolazione e positiva a una molecola di DiNAox2 mentre solo I'1% € positivo a 2
molecole. In generale il numero di molecole di DMifale in tutti e quattro i casi € piccolo,
questo €& dovuto dal fatto che la MOI e 1. Percistaisticamente improbabile che una
percentuale consistente di cellule abbia almenoNA Rirali per ciascuno dei 4 fattori di
trascrizione. Si ricorda inoltre che questa comdliei € necessaria, anche se non sufficiente,
per indurre i meccanismi dreprogramming Inoltre la diluizione per effetto della
duplicazione cellulare & molto inferiore duranteetondo ciclo di infezione rispetto il primo.
Cio e dovuto dal fatto che gia dopo il primo tenganter-infezione si & quasi raggiunta la
concentrazione di confluenza

Un dettaglio maggiore viene fornito dalle Figuré&-8-7 che rappresentano il substrato
microfluidico, sul quale € adesa la popolaziondutae. L'intensita del verde indica il
numero di DNA virale presente in ciascuna cellut@entre le zone colorate in nero
rappresentano la posizione delle cellule che nomdanolecole di DNA.
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Figura 4.5 Numero di molecole di DNA, che codifica per Octdntenuto in ogni cellula della
popolazione adesa sul substrato microfluidico alfio ed al termine di ogni ciclo di infezione
con MOI 3; A) matriceB (t}), B) matriceB(t!), C) matriceB (ti).
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Figura 4.6 Numero di molecole di DNA, che codifica per Soxthtenuto in ogni cellula della
popolazione adesa sul substrato microfluidico alfio ed al termine di ogni ciclo di infezione
con MOI 1; A) matriceB(t}), B) matriceB(t!), C) matriceB (t!).
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Figura 4.7 Numero di molecole di DNA, che codifica per Klféntenuto in ogni cellula della
popolazione adesa sul substrato microfluidico alfio ed al termine di ogni ciclo di infezione
con MOI 1; A) matriceB (t}), B) matriceB(t!), C) matriceB (ti).

Comparando la Figura 4.5 con le Figure 4.6 e 44dsserva che l'intensita del verde e piu
elevata nel primo caso. Questo e dovuto al fate rlediamente il numero di molecole di
DNA, che codificano per la proteina Oct4, contenmatdutta la popolazione &€ maggiore. La
Figura 4.5 mostra I'effetto del secondo ciclo deone che contribuisce ad aumentare non
solo la percentuale delle cellule positive ma anthamero di molecole presenti nelle cellule
che si vanno a sommare a quelle che erano gia mudetenel ciclo precedente. Questa
caratteristica € meno visibile se si osservancelkile aventi DNA relativo a Sox2 e Klf4
(Figure 4.6-7). Cio e dovuto alla bassa MOI rigpettquella relativa ad Oct4. Si nota anche
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che i risultati che forniscono le due figure sotatisticamente equivalenti, ragion per cui si
omette la rappresentazione che riguarda c-Myc. @s® che per aumentare il numero di
molecole di DNA virale contenute nelle cellule siopagire su due variabili operative:
aggiungere piu cicli di infezione ed incrementar®lOl relativa a tutti e quattro i fattori.

4.3.2 DNA virale nella popolazione cellulare per MOI 20

Di seguito vengono illustrati lo stesso tipo diulig del caso precedente con MOI 1,
simulando pero una infezione con MOI 20 per tuttti¢li. Questa analisi serve per
guantificare I'effetto che ha un aumento della MgDI rilascio di DNA virale alle cellule
presenti nel substrato microfluidico. La Figura t8stra la percentuale di cellule positive ai
4 fattori di trascrizione.

100 —e s . 100 B) a—
+ + .., g
<t AN
43 3 e
® n
[} [0
3 50 S 50
© ©
@) @)
X X
0 0
I I n I I I n I
to ty T, U t oty oty
Tempo Tempo
100 C) K LTI 100 D) T,
. .. e 3 .. e
P - £ e
x 1
o
2 50 @ 50
= 3
O [0
o o
) 0 = 0
1 1 'y 11 I I i 11
¢ 0 t 1 t 0 t 1 t 0 ¢ 1 t 0 t 1
Tempo Tempo

Figura 4.8 Profilo temporale della percentuale di cellule gos per MOI 20; A) Oct4, B) Sox2
C) KIf4 D) c-Myc. La barra di errore indica la deagione standard di 10 simulazioni stocastiche
eseguite.

La Figura 4.8 relativa a Oct4 mostra che ad ogmetipoint di campionamento tutta la
popolazione risulta positiva ad almeno una moledol2NA virale. Dato il maggior numero
di virus presenti nel sistema anche dopo la dupilices tutte le cellule hanno almeno una
molecola di DNA alla fine del Il ciclo di infeziondJna valutazione piu precisa di quanto
accade nel tempo infettando le cellule con MOI Bhe& fornita dalla Figura 4.9 che indica la
percentuale di cellule aventi un certo numero dietme di DNA virale.
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Figura 4.9 Percentuale di cellule presenti nella popolaziehe contengono quel numero di DNA
virale indicato in ascissa per MOI 20; A) Oct4, Bpx2 C) Klf4 D) c-Myc. La barra di errore
indica la deviazione standard di 10 simulazionicststiche eseguite.

Osservando i grafici si deduce che, in generalelgpMOI e elevata, piu la media del numero
di fattori di trascrizione contenuti nelle cellid@menta. Infatti analizzando I'andamento di
guella percentuale si puo apprezzare una distobeziassimilabile ad una gaussiana che
caratterizza i modelli stocastici, in cui il centtotale distribuzione puo essere riconducibile
alla media del DNA contenuto. Si riesce anche antifigare |'effetto della duplicazione
cellulare che porta ad una diminuzione della méddianumero di molecole di DNA. Dopo la
seconda infezione la media del numero di DNA vicalntenuti nelle cellule si sposta verso
un valore piu elevato. Quantificando gli andameescritti relativi Oct4 si ha che:

- Al tempo t} il 15% della popolazione contiene 7 molecole diON questo numero &

riconducibile alla quantita media di DNA contenirtdutte le cellule;
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- Al tempot! per effetto della duplicazione, il 30% della pgmbne contiene 2 molecole di
DNA

- Al tempotl il 14% della popolazione contiene 9 molecole diON

- Al tempot! la distribuzione diventa piu eterogenea, infattid% delle cellule contengono
dalle 4 alle 9 molecole di DNA.

Per quanto riguarda l'infezione di Sox2, Klf4 e ¢dvisi possono distinguere due picchi, in

cui il primo e dovuto all’effetto della diluizionger mezzo della duplicazione:

- Al tempo t} il 25% della popolazione contiene 2 molecole diMirali ed il 5% ne
contiene 11;

- Al tempo t! il 50% della popolazione contiene 1 molecola difNirale ed il 4% ne
contiene 6;

- Al tempo ti! il 25 % della popolazione contiene 3 molecole ti/virale ed il 6% ne
contiene 12;

- Al tempo t!! il 25% della popolazione contiene 2 molecole diMNrale ed il 5% ne
contiene 12.

Le Figure 4.10-12 rappresentano il rilascio di DMiRale che é avvenuto all'inizio ed alla

fine dei cicli di infezione per MOI=20.
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Figura 4.10 Numero di molecole di DNA, che codifica per Ocwntenuto in ogni cellula della
popolazione adesa sul substrato microfluidico alfio ed al termine di ogni ciclo di infezione
con MOI 60; A) matriceB(t)), B) matriceB(t!), C) matriceB(ti)).
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Figura 4.11 Numero di molecole di DNA, che codifica per Sox&tenuto in ogni cellula della
popolazione adesa sul substrato microfluidico alfio ed al termine di ogni ciclo di infezione
con MOI 20; A) matriceB (t}), B) matriceB(t!), C) matriceB(ti}).
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Figura 4.12 Numero di molecole di DNA, che codifica per Klféntenuto in ogni cellula della
popolazione adesa sul substrato microfluidico alfio ed al termine di ogni ciclo di infezione
con MOI 20; A) matriceB(t}), B) matriceB(t!), C) matriceB(ti}).

Si nota che rispetto alle Figure 4.5-7 il numerdlA virale contenuto in tutte le cellule é
nettamente maggiore, cio e percepibile dall'inténsii verde della Figura 4.10 rispetto la
Figura 4.5. Inoltre dato che in riferimento allgtiia 4.8 (relativa a Oct4) tutte le cellule sono
positive, per cui in Figura 4.10 non compaiono wellsenza DNA virale contenuto
(rappresentate dalle celle nere).

Dopo aver commentato gli andamenti dei grafici idluFa 4.3-12 si possono riassumere gli
aspetti che caratterizzano la correlazione traoledizioni operative di infezione (gradi di
liberta del modello) ed il rilascio del DNA viralkelle cellule del substrato microfluidico:
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- La duplicazione che avviene durante il primo cidioinfezione diluisce il contenuto del
DNA virale in modo piu marcato rispetto a quelledhi verifica nel secondo ciclo, questa
diluizione dipende inoltre dal tempo scelto di miéezione t;, che costituisce un grado di
liberta del modello;

- Se si esegue un’infezione con MOI elevata, miglibrdlascio virale quantificabile con il
maggior numero di molecole di DNA che viene distiib in tutta la popolazione cellulare.

4.4 Risultati ottenuti dai processi intracellulari

Una volta aver determinato il numero di molecol®dIA virale assorbite dalle cellule dopo
il processo di infezione, viene prodotto nel nuclesllulare I'mRNA che trasloca nel
citoplasma e nei ribosomi vengono prodotte le pnetehe codificano per i diversi fattori di
trascrizione. Questi processi sono stati modetlati il sistema di ODE (Equazioni 3.8) e
vengono riportati i risultati ottenuti da simulazi@ondotte a MOI 1 e MOI 20.

4.4.1 Produzione di mRNA e proteina per MOI 1

Nel modello le informazioni contenute nelle mati@l e D1 riguardano rispettivamente |l

numero di molecole di mRNA e proteine che si sonodgptte in ciascuna cellula della
popolazione durante il tempo di interinfezione.Rigura 4.13 mostra il numero di molecole
di mRNA, contenute in ogni cellula presente nelatammicrofluidico, prodotte alla fine

dell'ultimo ciclo, mentre la Figura 4.14 mostraaumero di proteine tradotte.
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Figura 4.13 Numero di molecole di mRNA prodotte a partire d DiXFale presente in ogni
cellula, MOI 1; A) Oct4, B) Sox2 C) KIf4 D) c-Myc.
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Figura 4.14 Numero di proteine prodotte in base al contenutanéiNA sintetizzato nel nucleo,
MOI 1; A) Oct4, B) Sox2 C) Klf4 D) c-Myc.

Osservando entrambe le figure si nota chiaramdmelmumero di mMRNA e di proteine si
distribuisce su livelli. Ad ogni livello corrispoeduno specifico numero di DNA virale
contenuto in quella cellula. Per esempio, integrdd le Figure 4.13 e 4.14 A, si nota che
guelle cellule che contengono due molecole di DNralg, una volta raggiunto lo stato
stazionario, hanno 30 molecole di mMRNA che a loottavvemgono tradotte in circa 600
proteine. La dispersione osservabile attorno abreaB molecole di mRNA/cellula & dovuto
all'effetto della duplicazione: questo andamenttida una duplicazione che e avvenuta poco
prima del termine del tempo di interinfezione. Rerper le cellule che si sono duplicate poco
prima del termine del ciclo di infezione, il temdosintesi non é tale da far raggiungere lo
stato stazionario del contenuto di mMRNA e protana quantita finale e riconducibile alla
distribuzione che regola la suddivisione asimmatuelle molecole alle cellule figlie. La
Figura 4.15 mostra una rielaborazione dei datiifodalla Figura 4.14 al fine di evidenziare
la media e la distribuzione del numero di protepredotte al termine di ogni ciclo di
infezione, considerando I'eterogeneita cellulare.
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Figura 4.15 Distribuzione del numero di proteine presenti ngit@polazione cellulare al termine
di ogni ciclo di infezione, I'asterisco indica lacahia.

Dalla Figura 4.15 si nota l'effetto del rapportedtiometrico ed i profili statisticamente

equivalenti riguardo Sox2, Klf4 e c-Myc. L’aspetitl importante da considerare e I'elevata
eterogeneita dei dati forniti dal modello che e wtoval numero relativamente basso di
proteine prodotte per infezioni a MOI 1, condiziogcbe provoca un aumento della
fluttuazione stocastica.

La Figura 4.16 mostra la percentuale di celluleitp@sad un tipo di fattore di trascrizione

(indicato in ascissa) ed il simbolo OSKM indicaplarcentuale di cellule della popolazione
che sono positive a tutti e quattro i fattori daderizione. Inoltre sono state condotte 10
simulazioni per studiare la fluttuazione stocastiearisultati.
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Figura 4.16 Andamento della percentuale di cellule positivetipi di fattori di trascrizione
indicati in ascissa, MOI 1. La barra di errore irgdi la deviazione standard di 10 simulazioni
stocastiche eseguite. Nomenclatura: O=0ct4, S=Sd%2Klf4, M=c-Myc, OS=Oct4-Sox2,
OM=0ct4-c-Myc, SK=Sox2-Klf4, KM=KIf4-c-Myc, SKM=SbXIf4-c-Myc, OKM=0Oct4-KIf4-c-
Myc, OSM=0ct4-Sox2-c-Myc, OSKM=0ct4-Sox2-Klf4-c-Myc
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Si puo osservare l'effetto dell'infezione con ungg®r numero di virus contenenti geni che
codificano per Oct4 rispetto a quelli che codificger gli altri tre. Al termine del primo ciclo

di infezione il 30% della popolazione & positivo@dt4 ed un 10% é positivo a Sox2, Klf4 e
c-Myc, mentre al termine del secondo ciclo di indee le percentuali aumentano passando da
un 50% di cellule positive a Oct4 ad un 20% positrgli atri tre. L'infezione con basso MOI
comporta che una bassa percentuale di cellulecsidiva a tutti e 4 i fattori (OSKM), che al
termine del secondo ciclo non supera il 2%. Infagti la quantita di virus presenti nel sistema
la probabilita che una cellula venga infettataudti & quattro i fattori & bassa.

4.4.2 Produzione di mRNA e proteina per MOI 20

La Figura 4.17 mostra il numero di molecole di mRiN@ntenute nelle cellule, sottoposte a
infezione con MOI=20, al termine del secondo callinfezione, mentre la Figura 4.18 indica
la distribuzione di proteina nelle medesime coroiki
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Figura 4.17 Numero di molecole di mRNA prodotte a partire d DiXNAale presente in ogni
cellula, MOI 20; A) Oct4, B) Sox2 C) KlIf4 D) c-Myc.
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Figura 4.18 Numero di proteine prodotte in base al contenutanéRNA sintetizzato nel nucleo,

MOI 20; A) Oct4, B) Sox2 C) KIf4 D) c-Myc.

Osservando entrambe le figure emerge che il nurdemmolecole di mMRNA e proteina
contenuto nelle cellule si distribuisce su livgdlll ravvicinati, rispetto a quelli ottenuti da
infezioni a MOI 1, avvicinandosi a risultati conaudistribuzione continua. Questo indica che
la stocasticita intrinseca che caratterizza i pecmtracellulari pud essere descritta su ampia
scala con modelli continui impiegando ODEs. La Fig4.19 indica il numero di proteine
contenute nella cellula al termine di ogni ciclardezione.
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Figura 4.19 Distribuzione del numero di proteine presenti ngil@polazione cellulare al termine
di ogni ciclo di infezione, I'asterisco indica lacaia
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La Figura 4.19 mostra che alla fine del secondtm d&cmedia su ogni cellula del numero di
proteine € di 2200 mentre per Sox2, KlIf4 e c-Myti 800.
La Figura 4.20 mostra la percentuale di cellulatp@salle combinazioni possibili di virus.
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Figura 4.20 Percentuale di cellule positive ai tipi di fattodk trascrizione indicati in ascissa,
MOI 20. La barra di errore indica la deviazione stiard di 10 simulazioni stocastiche eseguite.
Nomenclatura: O=0Oct4, S=Sox2, K=KIf4, M=c-Myc, OSe@-Sox2, OM=0Oct4-c-Myc,
SK=Sox2-Klf4, KM=KIf4-c-Myc, SKM=Sox2-Klf4-c-Myc,K®=0ct4-Klf4-c-Myc, OSM=0ct4-
Sox2-c-Myc, OSKM=0ct4-Sox2-Klf4-c-Myc.

Confrontando la Figura 4.20 con la 4.16 si notdfdteo di una infezione con MOI piu
elevato. Alla fine del primo e del secondo ciclordezione tutte le cellule risultano positive a
Oct4. Leffetto di un MOI relativamente basso pdir atri tre tipi di virus e limitato: al
termine del primo ciclo di infezione il 91% dellagwolazione e positivo a Sox2 Klf4 e c-Myc,
mentre dopo il secondo ciclo questa percentuaddzaifino al valore di 98%. La percentuale
di cellule positive a tutti e quattro i fattori ettamente piu elevata rispetto ai risultati ottenut
per MOI 1: al primo ciclo si ha un 76% mentre al@®do ciclo si raggiunge il 97%. Inoltre la
percentuale di cellule positive a Sox2, KIf4 e cavig inferiore rispetto alle altre tre
combinazioni terziarie. Cid € dovuto al minore M@il Sox2, Klf4 e c-Myc che rende
inferiore la probabilita che le cellule siano inéd¢ da tutti quei tipi di virus.

La Figura 4.21 riassume le considerazioni fattmerito al modello deterministico impiegato
per descrivere i processi intracellulari (considei@aanche I'espressione citoplasmatica della
proteina). Viene rappresentato I'andamento del mandk cellule contro il numero di
molecole di proteine.
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Figura 4.21 Andamento del numero di cellule rispetto il numetiomolecole di proteine,
elaborazione dei dati forniti in Figura 4.14 e 4.18

La figura mostra I'effetto dell’'utilizzo di un motle deterministico impiegato per descrivere i
processi intracellulari, simulando infezioni mulé@ MOI 1 e MOI 20. A bassi valori di MOI
la distribuzione é discreta ed il numero di molecsi ripartisce su livelli determinati dallo
stato stazionario. In particolare con MOI 1 cird@6&cellule contengono 300 molecole di
proteina Oct4, mentre per MOI 20, 150 cellule cogt@o 2800 molecole di Oct4. L’effetto
della duplicazione sulle distribuzioni in Figura2#.si nota dalla fluttuazione stocastica
presente per un numero basso di molecole (150 @ A@OMOI 1 e MOI 20 rispettivamente).
Ad alti valori di MOI la distribuzione sembra avinarsi di piu ad un andamento continuo.
Questo indica che su ampia scala il modello det@stico € in grado di descrivere i processi
biologici intrinsecamente stocastici. | dati spexitali forniti dalla letteraturakim and Orkin

et al., 2008 confermano i profili qualitativi riportati in Figra 4.21 per MOI 20.

4.5 Risultati del DNA binding

Una volta che sono stati prodotti nel citoplasmea (iibosomi) i quattro fattori di trascrizione,
qguesti ultimi traslocano nel nucleo e, secondo icecagaismi intrinsecamente stocastici
descritti nel paragrafo 3.6 , si legano ai promodi@i geni target. In riferimento alla Figura
3.21, che indica il numero di promotori che vengoroupati dalle possibili combinazioni, si
e simulato il comportamento stocastico delle pritethe si legano ai promotori dei geni
target.

4.5.1 DNA binding per MOI 1

La Figura 4.22 mostra il numero di promotori cheg@no attaccati dai rispettivi fattori di
trascrizione con varie combinazioni

92



400 T

350 - : 1

300 - |

250 | | |
1

200 - : -

150

Numero di Promotori

100

50

O S K M 0OS OK OM SK SM KM SKM OKM OSM OSKOSKM
FT

Figura 4.22 Numero di promotori che vengono occupati dai fattbirtrascrizione, prodotti nel
citoplasma, secondo varie combinazioni, MOI 1.

Comparando la Figura 4.22 con la 3.20 si notadeliénfezione con MOI basso si ottiene un
modesto numero di promotori occupati, rispetto allgyossibili. 1 dati fanno riferimento
all'intera popolazione cellulare, percio la var@ze dei risultati ottenuti e alta per effetto
dell'elevata fluttuazione stocastica caratteristieabassi valori di MOI.

Il processo di DNAbinding, che avviene per ogni tipo di fattore di trasang, puo essere
rappresentato nella Figura 4.23. Questa permettasdalizzare il profilo genetico di ogni
cellula al termine dell’'ultimo ciclo di infezionén ordinata sono indicati tutti i promotori del
DNA mentre in ascissa tutte le cellule della popigiae. In bianco vengono riportati i
promotori che non sono target relativi ad uno dpecifattore di trascrizione, in nero i
promotori target sui quali non si € legato il fattali trascrizione, mentre in verde vengono
indicati i promotori target sui quali si e legatoauproteina secondo i meccanismi del DNA
binding
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Figura 4.23 Profilo genetico relativo ai promotori target per® 1; A) Oct4, B) Sox2, C) Kif4,

D) c-Myc.

La Figura 4.24 indica I'andamento quantitativo vig@ dalle Figure 4.23 A, B, C, D: la
figura mostra la percentuale di cellule che hanelolaro DNA i fattori di trascrizione legati
ai loro promotori target, indicati in ascissa pgniatipo di fattore di trascrizione.
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Figura 4.24 Percentuale di cellule in cui i fattori di trasciime si sono legati ai promotori dei
geni target, MOI 1; A) Oct4, B) Sox2 C) Klf4 D) oM

Interpretando la Figura 4.24 (relativa ad Oct4haiche il 10% della popolazione cellulare
contiene un DNA ai cui promotori target si € legatea molecola di Oct4. Quindi queste
proteine sono traslocate nel nucleo e si sonoilagatlativi promotori secondo i meccanismi
di DNA binding descritti nel paragrafo 3.6. Per quanto riguarda2Sinvece I'8% della
popolazione cellulare contiene quel fattore di driasone nei promotori dei geni target.
Queste percentuali sono relativamente basse patcetfi infezioni con MOI piccolo.

4.5.2 DNA binding per MOI 20

Per MOI 20 il numero di promotori che vengono attdicdai fattori di trascrizione secondo
varie combinazioni é riportato in Figura 4.25.
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Figura 4.25 Numero di promotori che vengono occupati dai fattrtrascrizione, prodotti nel
citoplasma, secondo varie combinazioni, MOI 20.

Comparando la Figura 4.25 con la 4.22 si nota diedf di un MOI alto: il numero di
promotori ai quali si sono legati i fattori di tcazione € maggiore e la variabilita e piu
limitata in quanto i risultati risentono meno deflattuazione stocastica. Un altro aspetto
rilevante al fine di aumentare I'efficienza di grammazione & 'aumento del numero di
promotori che contengono tutti e quattro i fattoEmerge inoltre una considerazione
importante della simulazione stocastica: il numdirpromotori ai quali &€ attaccato sia Oct4
che Sox2 é maggiore rispetto a tutte le altre coamioni binarie. Questo indica che il
modello simula in modo appropriato i meccanismipErativi positivi che avvengono fra
Oct4 e Sox2 nella fase del DNAnding (Figura 3.21C). | risultati del DNAinding per MOI

20 vengono riportati nella Figura 4.26 che illustrprofilo genetico relativo ai promotori
target dei quattro fattori di interesse.
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Figura 4.26 Profilo genetico relativo ai promotori target per® 20; A) Oct4, B) Sox2, C) Klf4,
D) c-Myc.

La quantificazione dei profili genetici illustratiene riportata in Figura 4.27.
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Figura 4.27 Percentuale di cellule in cui i fattori di trasciime si sono legati ai promotori dei
geni target, MOI 20.

Comparando la Figura 4.24 con la 4.27 emerge chquest’'ultima le percentuali sono
aumentate fino al 60%, a prova del’aumento dell@IMPer ogni fattore di trascrizione, la
disposizione in cui sono riportati i promotori dgéni € analoga. Questo significa che e
possibile identificare (analizzando dall'alto versbasso la Figura 4.27) i promotori target in
comune per i diversi fattori di trascrizione. Inrfi@olare, si pud notare che la percentuale di
cellule in cui si sono legate le proteine Oct4 @inpotori target € del 60%, questo valore é
analogo per i promotori target di Sox2 che son@aamune a quelli di Oct4. Focalizzando
I'attenzione sui promotori di Sox2, si nota che sjagpercentuale diminuisce per i promotori
che sono target solo di Sox2. Questa discontipétanette di caratterizzare il contributo del
meccanismo di DNAvinding di tipo cooperativo positivo per quei promotorieckono target
dei fattori Oct4 e Sox2. La percentuale di celimeui KIf4 si lega ai suoi promotori € del

30%, mentre per c-Myc é del 20%.
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Capitolo 5

Analisi di sensitivita

In questo capitolo viene valutato I'effetto sul DNonding conseguente a variazioni delle
condizioni operative di infezione. Pertanto vienel& un’analisi di sensitivita rispetto alle
condizioni operative che costituiscono i gradiibetta del modello stocastico. Tale analisi
viene eseguita rispetto ad uno stato nominale prese riferimento, presentato nel paragrafo
5.1. Verra studiato l'effetto delle singole varialbperative in termini di espressione dei
fattori di trascrizione e di binding ai promotorigpecifici geni sul DNA, non solo in termini
medi ma anche tenendo conto dell’eterogeneita pir@della popolazione cellulare.

5.1 Simulazione di riferimento

Per condurre I'analisi di sensitivita si e fissata simulazione di riferimento, caratterizzata
dalle condizioni riportare in Tabella 5.1.

Tabella 5.1Valori dei gradi di liberta per la simulazione dfgrimento.

Variabile Valore

Concentrazione di semin@pnc_semni na 80 10° cellulefum?

Ne cicli di infezione,n_i nf ezi oni 2
Durata dei processi intracellularii _i (121, 121) h
MOl 20 [n°virus/cellula]

Di seguito viene riportato una rielaborazione dmsultati ottenuti nel capitolo 4 alle

condizioni indicate in Tabella 5.1. Tutti i risuitgpresentati in questo capitolo fanno
riferimento alla stechiometria 3 (Oct4) : 1 (Sox2) (KIf4) : 1 (c-Myc), risultata ottimale da

studi di letteraturaRaparetrou et al., 2049 Quindi alle condizioni nominale Oct4 ha MOI
60 e Sox2 ha MOI 20. La Figura 5.1 mostra la pdteda di cellule che contiene un certo
numero di molecole di Oct4 e Sox2 al termine d#itho ciclo di infezione.
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Figura 5.1 Andamento Distribuzione del numero di molecoleattofi di trascrizione per cellula
nella popolazione cellulare. Condizione di riferimie riportata in Tabella 5.1; A) Oct4, B) Sox2.

Dalla Figura 5.1 emerge che per MOI 60 il puntondissimo della distribuzione e costituito
dal 2,5% della popolazione cellulare contenenteD280lecole di Oct4, mentre per MOI 20
dall’8% delle cellule contenente 1000 molecole ax& Tuttavia calcolando la media pesata
Su tutta la popolazione cellulare del numero deglleteine Oct4d e Sox2 per cellula si
ottengono valori di 2296 e 797, rispettivamenteefiuwalori sono molto inferiori a quelli del
punto di massimo. In Figura 5.1 si nota che laritszione di proteine € costituita da una
distribuzione ben definita di tipo gaussiano allivdiscreti e da una distribuzione con livelli
molto ravvicinati a bassi numeri di proteine pdiuta. Questa seconda distribuzione & dovuta
all’effetto della duplicazione cellulare, che preducellule con un limitato numero di
proteine, ed include la maggio parte delle celjuesenti nella popolazione. per questo la
media dell’intera distribuzione € molto inferiorgjaella della distribuzione di tipo gaussiano.
Ad MOI piu elevati, € il caso di Oct4 rispetto ax3pil contenuto di proteine per cellula
mediamente aumenta e la percentuale di cellulecohéene un certo numero di proteine
diminuisce rendendo la distribuzione piu eterogee@ossibile quantificare I'eterogeneita
della popolazione cellulare mediante il calcololaleleviazione standard pesata, che vale
1035 per Oct4 e 483 per Sox2. Ad MOI piu elevatidaiazione standard € maggiore, quindi
la distribuzione di proteine nella popolazione welte € piu eterogenea. Calcolando il
coefficiente di variazioneCV, delle distribuzioni riportate in Figura 5.1, é spibile
normalizzare la deviazione standad,, rispetto alla mediax, , secondo I'equazione:
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(5.1)

2|2

i=1
dovew; rappresenta la percentuale di cellule avete urenoii proteine per cellula parixa
quindi, allaumentare della MOI, il CV € maggiodimostrando che I'aumento della media
(al denominatore nell’Equazione 5.1) influisce maggente sul CV rispetto allaumento
della deviazione standard (al numeratore).
La Figura 5.2 riporta una rielaborazione dei da¢ispntati nella Figura 4.28. La percentuale
di binding é definita come il numero di promotarigaali una certa combinazione di fattori di
trascrizione si lega rispetto al numero totale rdinpotori target per quella combinazione che
sono stati identificati in letteratur&im and Orkin et al., 20Qd8secondo I'equazione:

numero di promotori attaccati

Percentuale di binding = +100% (5.2)

numero di promotori target

In Figura 5.2 viene riportata la percentuale diding per ciascuna combinazione di fattori di
trascrizione (FT) che possono attaccarsi ad urssateromotore. Per esempio, considerando i
promotori ai quali si possono legare Oct4, Sox2f4ké c-Myc (OSKM), si possono
distinguere cinque casi:

- Nessun FT si lega ad un promotore (in rosso inrai§.e);

- Un tipo di FT si lega al corrispondente promotaneafancione in Figura 5.2);

- Due tipi di FT si legano ai corrispondenti promo(ar verde in Figura 5.2);

- Tre tipi di FT si legano ai corrispondenti promai@n azzurro in Figura 5.2);

- Tutti e quattro i FT si legano ai relativi promatdm blu in Figura 5.2).

Questa visualizzazione mostra il binding del DNAfettivo da parte dei fattori di trascrizione
rispetto a quello di saturazione dei promotori dispili. Per motivi di visualizzazione, i
grafici a barre della Figura 5.2 riportano soltandati medi su tutta la popolazione cellulare.
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Figura 5.2 Percentuale di binding alla condizione di simulamwodi riferimento. La legenda
indica il numero di fattori di trascrizione attacttaad uno stesso promotore.

Si puo notare che il 60% dei promotori disponip#ir I'attacco di Oct4, rilasciato a MOI 60,
viene occupato. Nel caso di Sox2, Klf4 e c-Myctitukasciati con MOI 20, la percentuale di
binding differisce da fattore a fattore, a caushdierso numero di promotori a cui questi
fattori possono legarsi. Il numero di promotorigelr per Sox2, Klf4 e c-Myc e 234, 770 e
2507 rispettivamente, per questo la percentual@ndling e' minore passando da Sox2 a c-
Myc. In generale, confrontando i dati riportati Figura 3.20, maggiore € il numero di
promotori target relativo alle possibili combinaaiali fattori, minore € la percentuale di
binding.

Osservando la percentuale di binding relativa anmtori target sia per Oct4 che per Sox2
(0S), I'80% di questi promotori vengono occupatimgarticolare il 40% dei promotori ha 2
fattori di trascrizione legati ed il rimanente 409 un solo fattore. Sebbene il numero di
promotori target per Oct4-Sox2 sia maggiore rigpetielli relativi a Oct4-KIf4 (101 e 46
rispettivamente) la percentuale di binding di OKdél 70%. Questa deviazione dal
comportamento generale descritto precedentemerdeveto alla regolazione del binding
secondo un meccanismo cooperativo positivo tra @c®bx2 (Figura 3.21C). Tale effetto e
evidente anche confrontando la percentuale di bgndii OS e SK (aventi un numero di
promotori target pari a 101 e 106, rispettivament) nota che il 40% dei promotori
disponibili per OS vengono occupati dai relativedattori di trascrizione, mentre per SK tale
percentuale si riduce al 10%.

Un risultato di cui si terra particolare conto ralblisi di sensitivita € la percentuale di
binding dei promotori OSKM, in particolare la pemtgale di quelli che hanno tutti e quattro i
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FT attaccati. Alle condizioni nominali di simulam® si ha che il 2 % dei promotori relativi a
OSKM vengono occupati dai quattro fattori.

Di seguito si analizzera I'effetto di una variazionelle principali variabili operative (MOI,
60 e 20) sul profilo genetico conseguente all’'irdae. In particolare, gli output del modello
considerati saranno quelli analizzati nelle Figakee 5.2 per il caso nominale.

5.2 Analisi di sensitivita

Per eseguire I'analisi di sensitivita sono statidificati i gradi di liberta elencati in Tabella
5.1. Ogni simulazione é caratterizzata da una s&angadifica dei gradi di liberta rispetto alla
condizione nominale, al fine di quantificare I'éttedi quella variabile sul numero di proteine
per cellula e sulla percentuale di binding. Le damioni sono state eseguite variando le
seguenti condizioni rispetto al caso nominale:

- MOI 60 e 40;

- Tre e quattro cicli di infezione;

- Tempo di durata dei processi intracellulari tra thiezioni consecutive pari a 24 h e 48 h.

5.2.1 Variazione della MOI

5.2.1.1 MOI 60

La simulazione condotta a MOI 60 ¢ finalizzata anjificare I'effetto di un aumento della
MOI sul numero di proteine contenute nella popaaei cellulare e sulla percentuale di
binding. La Figura 5.3 mostra la distribuzione aglercentuale di cellule che contengono un

certo numero di molecole di Oct4 e Sox2.
A) ) 9 ] B)

MOI 180, istante t! MOI 60, istante t)

% cellule

.1.1||||HI““l“lln.....

0 5000 10000 15000 0 5000 10000 15000
# proteine Oct4/cellula # proteine Sox2/cellula

Figura 5.3 Distribuzione del numero di molecole di fattori glascrizione per cellula nella
popolazione cellulare. MOI 60; A) Oct4, B) Sox2.
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Confrontando la Figura 5.1 con la 5.3 si possorsemsire gli stessi andamenti qualitativi
passando da Oct4 a Sox2. In particolare, mediandott la popolazione cellulare, il numero
di molecole di Oct4 per cellula e di 6871, menir€alk2 & di 2292. In generale, confrontando
gli andamenti della percentuale di cellule che engbno un certo numero di molecole di
Oct4 e Sox2, si notano i seguenti aspetti:
- La media del numero di molecole Oct4 per cellulaeenpre maggiore della media del
numero di molecole di Sox2;
- La percentuale di cellule contenenti un numero dilecole pari alla media aumenta
passando da Oct4 a Sox2.
Questi andamenti sono dovuti al rapporto stechiooteti Oct4 rispetto a Sox2 che viene
mantenuto 3:1. La distribuzione attorno alla megliguantificabile mediante la deviazione
standard: per Oct4 (Figura 5.3A) si ha un valor@sf11, mentre per Sox2 (Figura 5.3B) si
ottiene un valore pari a 1031. Questi dati indicahe per MOI piu alti la deviazione standard
€ maggiore e cio indica che l'eterogeneita del eoutio di fattori di trascrizione sulla
popolazione cellulare € piu elevata.
La Figura 5.4 indica la percentuale di binding gemotori che contengono un numero di
fattori di trascrizione che va da 0 a 4. Gli asihi rappresentano i valori ottenuti relativi alla
condizione di riferimento (MOI 20 in Figura 5.2)le frecce evidenziano la variazione
ottenuta.
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Figura 5.4 Percentuale di binding per MOI 60. Gli asterischdicano i valori della simulazione
di riferimento. La legenda indica il numero di faft di trascrizione attaccati ad uno stesso
promotore.

In generale, si puo osservare che per MOl magd#rmpercentuale di binding aumenta
considerevolmente in tutti i casi. L'unica ecceeiehcostituita dai promotori target per il solo
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Oct4, in questo caso vi € un aumento trascural@la gpercentuale di binding rispetto la
condizione di riferimento. Cio e dovuto al metoddrdplementazione del processo di DNA
binding. In particolare si & assunto che i fatthirascrizione abbiano il 60% di probabilita’ di
legarsi ai promotori target. Percio e statisticarmemprobabile che la percentuale di binding
superi il valore della probabilita impostata.

5.2.1.2 MOI 40
In Figura 5.5 viene riportata la percentuale diutelcontenenti un certo numero di molecole
di Ocy4 e Sox2 per cellula.

A) 9 B)

MOI 120, istante t}

MOI 40, istante t}

% cellule

1.” M“lh

0 1 1
0 5000 10000 15000 0 5000 10000 15000

# proteine Octé4/cellula # proteine Sox2/cellula

Figura 5.5 Distribuzione del numero di molecole di fattori tlascrizione per cellula nella
popolazione cellulare. MOI 40; A) Oct4, B) Sox2.

Il profilo di distribuzione é qualitativamente aogb al caso riportato per MOI 60. La media
pesata del numero di molecole di Oct4 per cellulth 4607 mentre per Sox2 si ha un valore
di 1535. Considerando Oct4, passando da MOI 18B0ala media del numero di molecole
contenute nelle cellule diminuisce del 30%, memrendendo in considerazione Sox2 la
diminuzione della media e del 35%.

La Figura 5.6 riporta i risultati della percentualebinding. Si nota che I'aumento della
percentuale e di poco inferiore al caso con MO(E@Qura 5.4). le condizioni qualitative sono
analoghe al caso precedente.
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5.2.1.3 Eterogeneita della popolazione cellulare
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Figura 5.6 Percentuale di binding per MOI 40. Gli asterischdicano i valori della simulazione
di riferimento. La legenda indica il numero di faft di trascrizione attaccati ad uno stesso

Calcolando il coefficiente di variazione (Equazidn&), CV, per le distribuzioni relative alla
percentuale di cellule che contengono un certo monpeoteine, € possibile valutare la
variazione dell’eterogeneita in funzione della nficdi del’'MOI. La Figura 5.7 indica come

varia il CV in funzione dell'MOI.
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Figura 5.7 Coefficiente di variazione della percentuale digel che contengono un certo numero
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Dalla Figura 5.7 emerge che aumentando I'MOI il ftoente di variazione diminuisce.
Questo andamento & dovuto alla normalizzazionea dé#iviazione standard rispetto alla
media. Infatti, I'andamento risulta opposto per daviazione standard, che aumenta

all'aumentare della MOI.

5.2.2 Variazione del numero di cicli di infezione

5.2.2.1 Tre cicli di infezione
Si é voluto studiare I'effetto di un maggior numetocicli di infezioni sulla produzione
cellulare di fattori di trascrizione e sul loro ding al DNA. In Figura 5.8 viene riportata la

percentuale di cellule che contengono un certo moiemolecole di Oct4 e Sox2 per cellula.
B)

A) : 9
MOI 60, istante t}

MOI 20, istante
8! !

a

% cellule

2!
11
L |I|.

1 0 1 |
5000 10000 15000 0 5000 10000 15000
# proteine Oct4/cellula # proteine Sox2/cellula
Figura 5.8 Distribuzione del numero di molecole di fattori tlascrizione per cellula nella
popolazione cellulare. 3 cicli di infezione; A) @¢cB) Sox2.

Il contenuto medio di tutta la popolazione del numei proteine Oct4 e Sox2 e di 3978 e

1335, rispettivamente.
La Figura 5.9 rappresenta la percentuale di binding

107



% cellule

100

90

80

70

60

50

40

30

% binding dei promotori

20

o s K

M OS OK OM SK SM KM SKM OKM OSM OSKOSKM
Fattori di trascrizione

Figura 5.9 Percentuale di binding per 3 infezioni. Gli astetis indicano i valori della
simulazione di riferimento. La legenda indica ilnero di fattori di trascrizione attaccati ad uno

stesso promotore.

Osservando la Figura 5.9 e la Figura 5.6 si pu@areothe 'aumento della percentuale di
binding dovuta all’aggiunta di un ciclo di infeze® confrontabile con 'aumento ottenuto a

MOI doppio.

5.2.2.2 Quattro cicli di infezione

In Figura 5.10 viene riportata la distribuzionepearcentuale del contenuto di proteine per
cellula alla fine del quarto ciclo di infezione sifato.
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MOI 60, istante t}'
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Figura 5.10 Distribuzione del numero di molecole di fattori wascrizione per cellula nella
popolazione cellulare. 4 cicli di infezione; A) @cB) Sox2.
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Qualitativamente il profilo di distribuzione deltgercentuale di cellule & analogo ai risultati
analizzati per i 3 cicli di infezione. Confrontantiomedia del numero di proteine per cellule
tra le 3 e le 4 infezioni si ottengono valori leggente maggiori nel secondo caso. Questo si
verifica perché il contenuto di proteine che vermgmodotte al quarto ciclo si somma a
quelle presenti ai cicli precedenti. La deviazistendard & maggiore nel caso di Oct4 rispetto
Sox2, si ha 1497 e 769, rispettivamente.

In Figura 5.11 viene riportata la percentuale ddimg ottenuta al termine del quarto ciclo di
infezione.
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Figura 5.11 Percentuale di binding per 4 infezioni. Gli astehs indicano i valori della
simulazione di riferimento. La legenda indica ilmero di fattori di trascrizione attaccati ad uno
stesso promotore.

Confrontando la Figura 5.11 con la 5.9 emerge @wggiunta di un quarto ciclo di infezione
aumenta di poco la percentuale di binding.

5.2.2.3 Eterogeneita della popolazione cellulare

La Figura 5.12 indica la variazione del coefficeent variazione dei risultati di distribuzione
del contenuto di proteina Oct4 e Sox2 in tuttadpgdazione cellulare in funzione numero di
cicli di infezione.
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Figura 5.12 Coefficiente di variazione della percentuale dilgiel che contiene un certo numero
di proteine in funzione del numero di cicli di iniiene.

Dalla Figura 5.12 emerge che aumentando i ciclintézione il coefficiente di variazione
diminuisce. Confrontando la Figura 5.12 con la$.jgu0 osservare che la variazione del CV
e piu marcata in funzione del numero di cicli deione rispetto al’'MOI.

5.2.3 Variazione del tempo di inter-infezione

5.2.3.1 Tempo di inter-infezione di 24 h

La Figura 5.13 mostra la distribuzione della petgale di cellule contenente proteine Oct4 e

Sox2.

MOI 60, istante t}
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Figura 5.13 Distribuzione del numero di molecole di fattori wascrizione per cellula nella
popolazione cellulare. Tempo di inter-infezion@4dih; A) Oct4, B) Sox2.
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Confrontando la Figura 5.13 con i risultati relatalla variazione di MOI e numero di

infezioni si nota che diminuendo il tempo di intefezione il numero di proteine si

distribuisce su livelli piu ravvicinati. Inoltre,spetto alla condizione di riferimento, una
diminuzione del tempo dedicato all’evoluzione debgessi intracellulari non modifica in

modo considerevole la media del contenuto di pnetgier cellula. | risultati relativi al tempo

di inter infezione di 24 h non vengono influenzidila duplicazione cellulare, infatti il tempo
di duplicazione, determinato sperimentalmente, &®dih. In riferimento alla dinamica di

produzione delle proteine 24 h non sono sufficigrei raggiungere lo stato stazionario e
guesto contribuisce a diminuire la percentualeeflute che contengono un certo numero di
proteine. Questo comportamento si riflette sullacpetuale di binding indicata in Figura
5.14.
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Figura 5.14 Percentuale di binding per un tempo di inter-inéew pari a 24 ore. Gli asterischi
indicano i valori della simulazione di riferimentda legenda indica il numero di fattori di
trascrizione attaccati ad uno stesso promotore.

La Figura 5.14 mostra che diminuendo la duratatelapo di inter infezione si verifica una
diminuzione della percentuale di binding rispettgrofilo ottenuto per un tempo di inter
infezione di 121 h. Essenzialmente cio é dovutindtato numero di proteine presente nelle
cellule in quanto le 24 ore non sono sufficientir ggodurre un numero di proteine
considerevole.

5.2.3.2 Tempo di inter infezione di 48 h
Osservando la Figura 5.15 si puo notare che laildigione & fortemente influenzata dalla
duplicazione cellulare.
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Figura 5.15 Distribuzione del numero di molecole di fattori wascrizione per cellula nella
popolazione cellulare. Tempo di inter-infezioné&ih; A) Oct4, B) Sox2.

La media del numero di proteine Oct4 e Sox2 €di02e 740 rispettivamente e questo indica
che la duplicazione cellulare provoca uno spostanerrso sinistra della media della
distribuzione. Infatti il tempo di inter infeziongi 48 h € di poco superiore al tempo di
duplicazione di 37 h, per cui € probabile che uoasistente frazione di cellule si duplichi
poco prima del termine del ciclo di infezione, gliil numero di proteine si ripartisce in
modo asimmetrico. Queste cellule che si duplicam dispongono di tempo sufficiente per
raggiungere lo stato stazionario di produzione adg@lioteina. Questo fenomeno &€ meno
evidente per un tempo di inter infezione di 121nhquanto per elevati tempi le cellule
raggiungono la concentrazione di confluenza, petacfrazione di cellule che si duplicano é
inferiore rispetto a quelle per tempo di inter méme di 48 h.

La Figura 5.16 mostra la percentuale di binding.
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Figura 5.16 Percentuale di binding per un tempo di inter inde& pari a 48h. Gli asterischi
indicano i valori della simulazione di riferimento.
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Si pud notare che l'andamento della percentualebidding € pressoché analogo alla
condizione di riferimento.

5.2.3.3 Eterogeneita della popolazione cellulare

La Figura 5.17 indica la variazione del coefficeenli variazione dei risultati di distribuzione
del contenuto di proteina Oct4 e Sox2 in tuttadagdazione cellulare in funzione del tempo
di inter infezione.
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Figura 5.17 Coefficiente di variazione della percentuale defnauwo di cellule che contengono un
certo numero di proteine in funzione del tempmtkri infezione.

Dalla Figura 5.17 emerge che aumentando i ciclintézione il coefficiente di variazione
diminuisce. In questo caso per tempi di inter ifdee di 24 h e 48 h il valore di CV é quasi
analogo, mentre per tempi di inter infezione pakRa h si osserva una leggera diminuzione.

5.3 Conclusioni sull’analisi di sensitivita

L’analisi di sensitivita e servita per comprendeoene variando le condizioni sperimentali si
influisca sul rilascio del DNA virale e di consegaa, tramite DNA binding, sull’'espressione
proteica episomale. L'obbiettivo sperimentale € ligueli massimizzare [efficienza di
riprogrammazione, che e favorita da un elevatoerarib dei fattori di trascrizione presente
nelle cellule. Inoltre, avere una eterogeneitaadglbpolazione cellulare bassa aumenta la
qgualita’ delle cellule prodotte, che forniscono uisposta piu' omogenea in studi biologici
successivi. Dal punto di vista matematico questalizioni vengono ottenute con un elevato
valore della media della distribuzione della petaale di cellule che contengono un certo
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numero di proteine e da un basso valore della deria standard, in modo tale da avere un
profilo genetico il pit omogeneo possibile in tudgopolazione cellulare.

Si e visto che aumentando la MOI e il numero dalialli infezione si ottiene un
considerevole incremento della percentuale di bimdia media del contenuto di proteine per
cellula aumenta, tuttavia anche la deviazione stahdlella distribuzione del numero di
proteine per cellula aumenta rendendo la popolazjgn eterogenea. | valori piu alti del
coefficiente di variazione si sono osservati pendedi inter-infezione inferiore alle 121 ore,
perché, con una durata dei processi di intraceilalze va dalle 24 h alle 48 h, I'effetto del
mancato raggiungimento dello stato stazionario angifoduzione di proteine e della
duplicazione cellulare rispettivamente produconoaumento dell’eterogeneita delle cellule.
Infatti il tempo di inter-infezione di 48 h € di gm superiore al tempo di duplicazione, percio
e molto probabile che una consistente frazioneetlule si duplichi poco prima del termine
del ciclo di infezione, provocando una suddivisi@asmmetrica del contenuto di proteine,
tale comportamento contribuisce ad aumentare dgtareita della popolazione cellulare.
Simulando processi caratterizzati da un numerontézioni di tre e quattro si € potuto
constatare una notevole diminuzione del coeffiegehtvariazione per il secondo caso. Questo
risultato suggerisce che per rendere piu omogensaitple la distribuzione del contenuto
proteico nelle cellule € opportuno aumentare il atordi infezioni.

L’analisi di sensitivita e servita per comprendeoene intervenire sulle variabili del modello
stocastico fornendo un valido strumento per comduma progettazione degli esperimenti
(experimental designSi e potuto notare che per migliorare il livetloespressione episomale
e necessario agire sulla MOI e sul numero dei didifezioni. Per esempio un aumento della
MOI porta un incremento della percentuale di bigdindel contenuto medio delle proteine
per cellula, inoltre, eseguire 4 cicli di infeziodienita I'effetto dell’eterogeneita della
popolazione cellulare che caratterizza il procedsanfezione a MOI elevati. Da queste
considerazioni emerge che conviene, per esempiaduce un esperimento a MOI
180:60:60:60, 4 cicli di infezione e tempo di intefezione di 121 h. In conclusione,
utilizzando il modello stocastico sviluppato comgporto tecnico e possibile eseguire un
experimental design sulla base delle consideragfbeituate dall’analisi di sensitivita.
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Conclusioni

In questo lavoro di tesi € stato sviluppato un Mod&ocastico per simulare il processo di
riprogrammazione cellulare per ottenere cellule iR@ite I'approccio dell’infezione virale
transiente in piattaforma microfluidica.

Si e tradotto in linguaggio matematico la dinamdiainfezione di quattro tipi di vettori
adenovirali, ciascuno dei quali contiene i geni cbdificano i fattori di trascrizione Oct4,
Sox2, Klf4 e c-Myc, ed i processi intracellulam particolare, si € simulata la sintesi di
MRNA e proteina integrata con la duplicazione d¢atkied il DNA binding dei quattro fattori
di trascrizione ai promotori dei geni target sul ANtenendo conto del meccanismo
cooperativo positivo tra i fattori Oct4 e Sox2. e parametri del modello sono stati fissati
in modo arbitrario, tuttavia una validazione spenmale sara svolta prossimamente nel
laboratorio BIOERA. Si sono analizzati inoltre a$periguardanti l'implementazione
dell'algoritmo nel software di calcolo MATLAB.

I modello ha permesso di ottenere una correlaztomée variabili operative (MOI, rapporti
stechiometrici tra i quattro fattori, numero e dardei cicli di infezione) ed il rilascio del
DNA virale e quindi I'espressione episomale deittjoafattori esogeni, necessaria per la
riprogrammazione cellulare.

E stata svolta un’analisi di sensitivita per armdie come ciascuna condizione operativa
influisca sulle proprieta medie e distribuite degdt@polazione cellulare. Questo studio fornisce
una valida base di partenza per condurre un’anatiglti parametrica che identifichi
condizioni sperimentali ottimalegperimental design).

Data la complessita dei processi di remodeling B&NA che portano all'effettiva
riprogrammazione cellulare, si e ritenuto di simeléa prima fase di questo processo, dal
rilascio di fattori esogeni al loro binding sul DNAasciando all'analisi sperimentale la
caratterizzazione della seconda fase di ottenimdntellule staminali pluripotenti indotte.
Oltre che dall'insufficienza dei dati speriment@yesta scelta € motivata dal fatto che le
condizioni operative sotto il controllo dell'opeyed sono principalmente legate al rilascio dei
fattori esogeni che in cascata controllano i preicesracellulari.

La validazione sperimentale del modello stocastiituppato in questa tesi e I'analisi delle
condizioni di DNA binding che favoriscono I'ottenémto di cellule staminali pluripotenti
indotte costituiscono gli obbiettivi futuri del gyetto di ricerca in corso nel laboratorio
BioERA.
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Nomenclatura

Diametro delle celluleym)

Numero di celle lungo z (-)

Numero di celle lungo x (-)

Altezza microcanaleufm)

Larghezza microcanal@if)

Lunghezza microcanal@rf)
Concentrazione di semina (cellyle®)
Numero di cellule iniziale

Volume del microcanalaun®)

Numero di infezioni (-)

Numero di fattori di trascrizione (-)

Tempo totale dei processi di inter-infezione (h)
Rapporti stechiometrici fra i fattori di trascrine (-)
Multiplicity of infection (-)

Portata inflow (L/min)

Tempo di inflow (s)

tempo di infezione (s)

Velocita media del fluidoym/s)

Portata di virus (numero virus/s)

Coefficiente di diffusione dei virus nel mediupmg?/s)
Probabilita di infezione #s)

Deviazione standard della curva di distribuzioneadatenuto di
DNA virale (-)

Deviazione standard della curva di distribuzioneadatenuto di
MRNA virale (-)

Deviazione standard della curva di distribuzionkadatenuto di
Proteina (-)

Costante cinetica della trascrizioné'h

Costante cinetica della degradazione di mRNA) (h
Costante cinetica di traduzione'h

Costante cinetica di degradazione proteich (h
Tempo di duplicazione (h)
Concentrazione di confluenza (numero cellute?)
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APPENDICE A

In questa appendice viene riportato l'algoritmonpipale di simulazione del processo di
riprogrammazione cellulare che richiama le functicon i relativi input e output, che
descrivono le singole fasi dell'intero processoirdezione virale. Inoltre viene riportato il
codice di post-processing utilizzato per ottenerfgure della tesi.

A.1 Algoritmo principale

function  SIMULAZIONE_RIPROGRAMMAZIONE_CELLULARE
clear all ;clc; close all
format long g

%% NOTA BENE
% variabili "0_save" = subito dopo ogni infezione
% variabili "1_save" = subito dopo ogni periodo int er-infezione

%% Generatore di numeri random

% rand (‘twister',1)
% randn('state’,1)

%questo serve per stabilire la semina cellulare ini Ziale
%% Dati

% Mesh xz

d_cell= 65; %um

n_z=23;

n_x=259;

n_square=n_z*n_x; %numero di quadrati in cui é diviso il piano

% Geometria del volume simulato, e numero di cellul e

H = 200; % um, in direzione y

W =d_cell*n_z; % um, in direzione z

L =d_cell*n_x; % um, in direzione x

Conc_semina = 80e-6; % cell/um2

Area_cell=L*W; % um?2 area del substrato cellulare

Ncell_t0 = round(Area_cell*Conc_semina); % total cells in channel
Entrance_section= H*W; %um2 sezione di entrata medium e virus
Vol_medium=H*Area_cell; %um3

%
% INFEZIONE

n_infezioni = 2; %numero di infezioni multiple

n_FT=4; %numero dei fattori di trascrizione

ti_i=121*ones(1,n_infezioni); % [h] tempo totale dei processi inter-
infezione

rapporti_stech=[3 11 1]; % rapporti stechiometrici di infezione [Oct4
Sox2 Klf4 C-myc]

MOI = 20*ones(1,n_infezioni); % quantita di virus rispetto al numero di
cellule a t=0

MOI_v = zeros(n_infezioni,n_FT);
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Conc_virus_in_v = zeros(n_infezioni,n_FT);
for n=1:n_infezioni

for v=1.n_FT

MOI_v(n,v) = MOI(n)*rapporti_stech(v);

Conc_virus_in_v(n,v) = Ncell_t0O*MOI_v(n,v)/ Vol_medium; % [(virus
v)/um3]

end

end

Qtot = 6; % uL/min

Qtot = Qtot*1e9/60; % uma3/s

t0 = 0;

tf_flow = 2*60; % s, siriferisce al tempo di infusion

t_infez = 90*60; % s

tf = t_infez+2*tf_flow; % s, comprende il tempo di infuse, statica e
outflow: 2'+90'+2'

v_mean = Qtot/Entrance_section; % um/s, velocita media del fluido
V_max = 3/2*v_mean,; % um/s, velocita massima

Q_virus_v = Qtot*Conc_virus_in_v; % virus/s portata di virus v all'n
infezione

N_virus_in_tot v = Q_virus_v*tf_flow; %totale virus v entranti nel sistema

teorico all'n infezione

D_vf=3.67; %um2/s coefficiente di diffusione dei virus nel me dium
P1=0.0079; % s”-0.5 coefficiente di proporzionalita tra prob abilita di
infezione e t*0.5

n_virus_cell_max = round(max(max(MOI_v))*1.5); % contiene tutte le classi
superiori

Virus_tot_v = round(round(N_virus_in_tot_v)*1.3); % 1.3 tiene conto

dell'oscillazione stocastica nel # di virus entrant i

timel = zeros(1,n_infezioni);
timel1(1) = tf/3600+ti_i(1);
if n_infezioni>1

for n=2:n_infezioni

timel(n) = timel(n-1)+tf/3600+ti_i(n); % h
end

end

time0 = (timel-ti_i)*60; % min

%
% INTER-INFEZIONE

% Divisione cellulare con partizione asimmetrica
% Parametri input del processo di inter infezione
xdevst_virus = 10;

xdevst_RNA = 10;

xdevst_P =10;

% Cinetiche dei processi inter-infezione

K_transcription = [1.98 1.98 1.98 1.98]; %(5.5E-4)*3600; % [1/h] velocita
caratteristica di trascrizione

K_deg_mRNA =[0.1368 0.1368 0.1368 0.1368]; %(3.8E-5)*3600; % [1/h]
velocita caratteristica di degradazione del'mRNA v irale

K_translation = [1.008 1.008 1.008 1.008]; %(2.8E-4)*3600; % [1/h]
velocita caratteristica di traduzione per ottenere la proteina
K_deg_protein = [0.0504 0.0504 0.0504 0.0504]; %(1.4E-5)*3600; % [1/h]
velocita caratteristica di degradazione della prote ina
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% Parametri del processo di duplicazione (equazione logistica) fittati da

dati sperimentali sui MEF
td = 37; % [h] tempo di duplicazione
%r =log(2)/td; % velocita di duplicazione
Kconc = 233.68; % [cellule/superficie] concentrazione di confluenza
K = round(Kconc*Area_cell*10/(-6)); %numero di cellule a confluenza
if K>n_square
disp( 'ERROR!' );
end

%% Discretizzazione temporale
% INFEZIONE

% Si & scelto di suddividere il tempo di analisi in intervalli grandi che a
% loro volta sono suddivisi in altri pit piccoli, i n questo modo si decide
% di salvare i risultati solo sugli intervalli gran di
ntl = 94; % numero degli intervalli grandi
nt2 = 34; % numero degli intervalli piccoli in ciascun interv allo grande
nt = nt1*nt2; %numero totali di intervalli piccoli, tipo ogni 0.1 s
delta_t = tf/nt; %yverifica che sia piu piccolo del tempo di infuse t f flow
delta_t_big = delta_t*nt2; % s
S = sqrt(4*delta_t*D_vf); %um Verifica che sia piccolo abbastanza se
comparato a d_cell
if dcells<1

disp( '‘Check nt2!" )

errore
end
k_micro = P1*sqrt(delta_t); % adim; probabilita di infezione
nell'intervallo di tempo piu piccolo
st_dev = sqrt(2*delta_t*D_vf); %um; cammino libero medio dei virus
Q_Deltat v=Q virus_v*delta _t; % quantita di virus v che passano

nell'intervallo piccolo delta_t all'n infezione

% INTER-INFEZIONE
DeltaT = 5; % h

%% Condizioni iniziali ed inizializzazioni

% Numero cellule nel canale e infettate

NO_save = zeros(1,n_infezioni); % # cell/ canale
N1_save = zeros(1,n_infezioni);

% c0_save = zeros(1,n_infezioni); % # cell/mm2

% c1_save = zeros(1,n_infezioni);

cell_inf_FT_0_save = zeros(n_infezioni,n_FT);
cell_inf_FT_1_save = zeros(n_infezioni,n_FT);

% Matrice A, contenente la posizione delle cellule
cell_pos = zeros(n_square,1);
while sum(cell_pos) < Ncell_t0

index = ceil(n_square*rand); %ceil arrotonda per eccesso
cell_pos(index,1) = 1;
end
A _t0 = zeros(n_z,n_x); % posizione delle cellule, matrice con 0=no cell e
1=cell

A_t0(:) = cell_pos;
clear cell_pos
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AOQ_save = zeros(n_z,n_x,n_infezioni);
Al _save = zeros(n_z,n_x,n_infezioni);
A0 = A _t0;

% Matrici B, C, D, contenenti #virus, #RNA, conc. p roteina /cell
BO = cell(n_infezioni,n_FT);

BO_save = cell(n_infezioni,n_FT);

CO = cell(n_infezioni,n_FT);

DO = cell(n_infezioni,n_FT);

B1_save = cell(n_infezioni,n_FT);

C1_save = cell(n_infezioni,n_FT);

D1 save = cell(n_infezioni,n_FT);

% Condizione iniziale

for v=1.n_FT
BO{1,v} = zeros(size(A0));
CO0{1,v} = -1*ones(size(A0));
DO{1,v} = -1*ones(size(A0));

end
for v=1in_ FT
for i=1in z
for j=1:n_x
if AO(G,j)==1
CO{1,v}(ij) = 0;
DO{1,v}(i,j) = 0;
else
end
end
end
end

k =0; % numero totale di virus attaccati
indice = 0; % numero totale di virus entrati effettivamente

%% START SIMULATION

[i1nocell,i2nocell]=find(A0==0); %indici di dove non ci sono cellule
empty pos_rand = randperm(length(ilnocell));
for n=1:n_infezioni

for v=1.n_FT
%% VIRUS
% Per stabilire la traiettoria dei virus

ind=clock;
randn( 'state’ ,ind(6))
rand( ‘twister' ,ind(6))

% Preallocazione (da fare per ogni FT)
xpos=NaN(Virus_tot_v(n,v),ntl); %posizione dei virus nel medium
agli intervalli di tempo salvati (quelli grandi)
ypos=NaN(Virus_tot_v(n,v),nt1);
zpos=NaN(Virus_tot_v(n,v),nt1);

% Condizioni iniziali per simulare ogni macro inter vallo
xposin = xpos(:,1); %posizione dei virus al primo intervallo

126



yposin = ypos(:,1);
zposin = zpos(:,1);

%numero_virus_attaccati = zeros(1,ntlxn_infezioni); %numero di
virus attaccati
%in funzione del tempo, quindi nei macrointervalli (cioé quelli
salvati)
stuck = NaN(Virus_tot_v(n,v),2); % coordinate x z dei virus
attaccati (y=0); per ogni virus
t_stuck = NaN(Virus_tot_v(n,v),1); % istante di attacco di ciascun
virus

o
%% Simulazione di infuse per 2 minuti
ntl_ flow=round(tf_flow/delta_t_big);
for gl =1:nt1 flow %q1l e il contatore degli istanti di
tempo piu grandi ovvero quelli in cui salvo
if k<= Virus_tot_v(n,v)
[xposin,yposin,zposin,stuck,t_stuck ,k,BO{n,v},indice] =
Simulator_uFluol(xposin,yposin,zposin,

gl,v_max,delta_t,st_dev,L,W,H,k_micro,d_cell,stuck, t_stuck,k,D_vf,n_x,n_z A
0,t0,B0{n,v},Q_Deltat_v(n,v),
indice,Virus_tot_v(n,v),nt2,v_m ean);

%stabilisco la posizione dei virus nel medium
Xpos(;,ql+1)=xposin;
ypos(:,ql+1)=yposin;
zpos(:,ql+1)=zposin;

else
break
end
end

%% Simulazione di 90 minuti di statica

for ql =ntl_flow+1:nt1-nt1_flow
if k<Virus_tot_v(n,v)
[Xxposin,yposin,zposin,stuck,t_stuck ,k,BO{n,v}] =
Simulator_uFluo2(xposin,yposin,zposin,

gl,delta_t,st_dev,L,W,H,k_micro,d_cell,stuck,t_stuc k,k,D_vf,n_x,n_z,A0,t0,B
0{n,v},Virus_tot_v(n,v),nt2);

xpos(:,ql+1) = xposin; %aggiorno la nuova posizione dei
virus

ypos(;,ql+1) = yposin;

zpos(;,ql+1) = zposin;

else
break
end
end

%% Simulazione di 2 minuti di flow out
for ql =ntl-ntl_flow+1:ntl
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if k<Virus_tot_v(n,v)
[Xposin,yposin,zposin,stuck,t_stuck
Simulator_uFluo3(xposin,yposin,zposin,

gl,delta_t,st dev,L,W,H,k _micro,d_cell,stuck,t_stuc
0{n,v},Virus_tot_v(n,v),nt2,v_max,v_mean);

Xpos(;,ql+1) = xposin;
ypos(:,q1+1) = yposin;
zpos(:,ql+1) = zposin;

else
break
end
end

%% Processi inter infezione

[A1,B1,C1,D1,Ncell_td tot,cell_inf FT_O,cell_inf FT

infezione_seed(A0,B0{n,v},C0{n,v},D0O{n,v},

Ncell_t0,xdevst virus,xdevst RNA,xdevst P,K,td,ti i
on(v),K_deg_mRNA(V),K_translation(v),K_deg_protein(

Bl _save{n,v} = B1;
C1_save{n,v} =C1;
D1 _save{n,v}=D1,;

cell_inf FT_0_save(n,v) = cell_inf FT_0;
cell_inf FT_1 save(n,v) = cell_inf FT_1;

k=0;

indice=0;
BO_save{n,v}=B0 _v;
end

if n<n_infezioni
AOQ_save(:,:,n)=A0;
Al _save(:,:,n)=Al,;
for w=1:n_FT
BO{n+1,w}=B1_save{n,w};
CO{n+1,w}=C1_save{n,w};
DO{n+1,w}=D1_save{n,w};
end
NO_save(n) = Ncell_tO;
N1 save(n) = Ncell_td_tot;
Ncell_t0 = Ncell_td_tot;
A0 = Al
[i1nocell,i2nocell]=find(A0==0);
cellule
empty pos_rand = randperm(length(ilnocell))
else
break
end
end
AOQ_save(:,:,n_infezioni) = A1_save(;,;,n_infezioni-
Al save(:,:,n_infezioni) = Al
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NO_save(end) = Ncell_t0;
N1 _save(end) = Ncell_td_tot;

% cO0_save = NO_save/Area_cell*1e6; % # cell/mm2
% cl_save = N1 _save/Area_cell*1e6;

%Permutazione degli elementi delle matrici
BO_perm=cell(n_infezioni,n_FT);
for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[ivirus,jvirus] = find(BO_save{n,v} > -1);
ind=randperm(length(ivirus));
for k=1:length(ivirus)

BO_perm{n,v}(ivirus(k),jvirus(k))=B0_save{n,v}(ivir us(ind(k)),jvirus(ind(k)
Dk
end
end
end

for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[inocell,jnocell]=find(BO_save{n,v}==-1);
for k=1:length(inocell)
BO_perm{n,v}(inocell(k),jnocell(k))=-1;
end
end
end
% - - -
B1_perm=cell(n_infezioni,n_FT);
for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[ivirus,jvirus] = find(B1_save{n,v} > -1);
ind=randperm(length(ivirus));
for k=1:length(ivirus)

B1_perm{n,v}(ivirus(k),jvirus(k))=B1_save{n,v}(ivir us(ind(k)),jvirus(ind(k)
);
end
end
end

for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[inocell,jnocell]=find(B1_save{n,v}==-1);
for k=1:length(inocell)
B1_perm{n,v}(inocell(k),jnocell(k))=-1;
end
end
end

C1_perm=cell(n_infezioni,n_FT);
for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[ivirus,jvirus] = find(C1_save{n,v} > -1);
ind=randperm(length(ivirus));
for k=1:length(ivirus)
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C1_perm{n,v}(ivirus(k),jvirus(k))=C1_save{n,v}(ivir us(ind(k)),jvirus(ind(k)
Dk
end
end
end

for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[inocell,jnocell]=find(C1_save{n,v}==-1);
for k=1:length(inocell)
C1_perm{n,v}(inocell(k),jnocell(k))=-1;
end
end
end

D1 perm=cell(n_infezioni,n_FT);
for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[ivirus,jvirus] = find(D1_save{n,v} > -1);
ind=randperm(length(ivirus));
for k=1:length(ivirus)

D1 perm{n,v}(ivirus(k),jvirus(k))=D1_save{n,v}(ivir us(ind(k)),jvirus(ind(k)
’ end
end
end

for n=1:n_infezioni
for v=1.n_FT
[inocell,jnocell]=find(D1_save{n,v}==-1);
for k=1:length(inocell)
D1_perm{n,v}(inocell(k),jnocell(k))=-1;
end
end

% C1

C1_fased=cell(1,n_infezioni);

for inf=1:n_infezioni
C1_fase4{l,inf}=zeros(n_FT,N1_save(inf));
[icell,jcelll=find(Al_save(;,:,inf)==1);

for v=1.n_FT
for n=1:N1_save(inf)
n_virus=C1_perm{inf,v}(icell(n),jcell(n );
C1_fase4{1,inf}(v,n)=C1_fase4{1,inf}(v, n)+n_virus;
end
end
end
% D1

D1 fased=cell(1,n_infezioni);
for inf=1:n_infezioni
D1 fase4{l,inf}=zeros(n_FT,N1_save(inf));
[icell,jcelll=find(Al_save(;,:,inf)==1);
for v=1.n_FT
for n=1:N1_save(inf)
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n_virus=D1_perm{inf,v}(icell(n),jcell(n );
D1 fase4{l,inf}(v,n)=D1_fase4{1,inf}(v, n)+n_virus;
end
end
end
%% - - -- -
% TRASLOCAZIONE DEI 4 FT Al GENI TARGET CON INTERAZ IONE TRA OCT4 E SOX2

Protein = D1_fase4{1,n_infezioni}; %all'ultima infezione
Matrix_OSKM = Matrix_Orkin;

No_gene = size(Matrix_OSKM,1);

NoPromoterxOSKM = sum(Matrix_OSKM,1); % numero di promotori che vengono
attaccati da quel FT

NoTFxgene = sum(Matrix_OSKM,2); % numero di FT che si attaccano a quel
promotore

% - - - -
Ncell = size(Protein,2);

gene = zeros(No_gene,n_FT,Ncell);
for c=1:Ncell

gene(:,:,c) = Matrix_OSKM;
end

treshold =[0.4 0.4/3]; % varia in funzione dell'interazione tra Oct4 e
Sox2
PromoterxFT=cell(1,n_FT);
for n=Ln_FT
PromoterxFT{1,n}=find(Matrix_OSKM(:,n));
end
FT_dissolved=zeros(size(Protein));

for ¢ = 1:Ncell

for n=1n FT
FT_Protein=round(Protein(n,c));
No_place=length(PromoterxFT{1,n});

if FT_Protein~=0

if n~=2
m=1;
if FT_Protein <= No_place
FT_Pos=randperm(No_place);
for i=1.:FT_Protein

x=rand;
if x> treshold(m)
gene(PromoterxFT{1,n}(F T _Pos(i)),n,c) =
gene(PromoterxFT{1,n}(FT_Pos(i)),n,c)+1;
end
end
else
NoFT_dissolved = FT_Protein-No__ place;
FT_dissolved(n,c) = NoFT_dissol ved;

FT_Protein_to_place = No_place;
FT_Pos=randperm(No_place);
for i=1:FT_Protein_to_place
x=rand;
if x> treshold(m)
gene(PromoterxFT{1,n}(F T_Pos(i)),n,c) =
gene(PromoterxFT{1,n}(FT_Pos(i)),n,c)+1;
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end
end
end
else
if FT_Protein <=No_place
FT_Pos=randperm(No_place);
for i=1.:FT_Protein

if gene(PromoterxFT{1,n}(FT_Pos(i)),1,c)==2

m=2;
else

m=1;
end

X=rand;

if x> treshold(m)
gene(PromoterxFT{1,n}(F
gene(PromoterxFT{1,n}(FT_Pos(i)),n,c)+1;
end
end

else
NoFT_dissolved = FT_Protein-No__
FT_dissolved(n,c) = NoFT_dissol
FT_Protein_to_place = No_place;
FT_Pos=randperm(No_place);

for i=1:FT_Protein_to_place

T _Pos(i)),n,c) =

place;
ved,;

if gene(PromoterxFT{1,n}(FT_Pos(i)),1,c)==2

m=2;
else

m=1;
end

X=rand;

if x> treshold(m)
gene(PromoterxFT{1,n}(F

gene(PromoterxFT{1,n}(FT_Pos(i)),n,c)+1;

end

end
end
end
end
end

end

gene_target = zeros(No_gene,n_FT,Ncell);
for ¢ =1:Ncell
[itarget,jtarget]=find(gene(;,:,c)==2);
for j= 1:length(itarget)
gene_target(itarget(j),jtarget(j),c)=1;
end
end

NoPromoterxOSKM_post = sum(gene_target,1);

NoTFxgene_post = sum(gene_target,2);

save([ 'ws_FASE4 coupling’ 1)
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A.2 Post processing

%% Post processing

% Nomenclatura /-\__/-\ [\__I- \
% t0 tlo tiL t 110 th1
t01_ii=1.5; % tempo di infezione, si mantiene costante

t11_ji=t01_ji+ti_i(1);
t02_ji=t11_ji+t01_ii;
t12_ji=t02_ji+ti_i(2);

figure(1)

tempo=[tO;ti_i(1);sum(ti_i)];

cellule=[NO_save(1);N1_save(1);N1_save(2)];

bar(tempo,cellule)

xlabel( 'Tempo di duplicazione totale [h]' , 'FontSize'  ,12)
ylabel(  'Numero di cellule/canale’ , 'FontSize' ,12)
%title('Numero di cellule alla prima infezione")

% — - -

figure(2)

Oct_cell_Mean=zeros(1,n_infezioni);
Oct_cell_Std=zeros(1,n_infezioni);
Sox_cell_Mean=zeros(1,n_infezioni);
Sox_cell_Std=zeros(1,n_infezioni);
KIf_cell_Mean=zeros(1,n_infezioni);
KIf_cell_Std=zeros(1,n_infezioni);
Myc_cell_Mean=zeros(1,n_infezioni);
Myc_cell_Std=zeros(1,n_infezioni);

for n=1:n_infezioni
Oct_cell_Mean(n)=mean(D1_fase4{1,n}(1,:));
Oct_cell_Std(n)=std(D1_fase4{1,n}(1,:));
Sox_cell_Mean(n)=mean(D1_fase4{1,n}(2,));
Sox_cell_Std(n)=std(D1_fase4{1,n}2,));
KIf_cell_Mean(n)=mean(D1_fase4{1,n}(3,));
KIf_cell_Std(n)=std(D1_fase4{1,n}(3,));
Myc_cell_Mean(n)=mean(D1_fase4{1,n}4,));
Myc_cell_Std(n)=std(D1_fase4{1,n}(4,));

end

Oct_cell_t1=(D1_fase4{1,1}(1,));
Oct_cell_t2=(D1_fase4{1,2}(1,));
Oct_cell_Mean_tl=mean(Oct_cell_t1);
Oct_cell_Mean_t2=mean(Oct_cell_t2);
Sox_cell_t1=(D1 _fase4{1,1}2,:));
Sox_cell_t2=(D1_fase4{1,2}(2,));
Sox_cell_Mean_tl=mean(Sox_cell_t1);
Sox_cell_Mean_t2=mean(Sox_cell_t2);
KIf _cell_t1=(D1_fase4{1,1}3,:));
KIf_cell_t2=(D1_fase4{1,2}(3,:));
KIf_cell_Mean_tl1=mean(KIf_cell_t1);
KIf_cell_Mean_t2=mean(KIf_cell_t2);
Myc_cell_t1=(D1_fase4{1,1}(4,:));
Myc_cell_t2=(D1_fase4{1,2}(4,:));
Myc_cell_Mean_tl=mean(Myc_cell_t1);
Myc_cell_Mean_t2=mean(Myc_cell_t2);

plot(0.9*ones(1,length(Oct_cell_t1)),0ct_cell_t1, b )
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hold on
plot(1.1*ones(1,length(Oct_cell_t2)),0Oct_cell_t2,
hold on

plot(0.9,0ct_cell Mean_t1, '‘MarkerSize'
Color' ,J00 1))

hold on

plot(1.1,0ct_cell_Mean_t2, ‘MarkerSize'
Color' ,[100))

plot(1.9*ones(1,length(Sox_cell_t1)),Sox_cell_t1,
hold on
plot(2.1*ones(1,length(Sox_cell_t2)),Sox_cell_t2,
hold on

plot(1.9,Sox_cell_Mean_t1, ‘MarkerSize'
Color' ,J00 1))

hold on

plot(2.1,Sox_cell_Mean_t2, '‘MarkerSize'
Color' ,[100))

plot(2.9*ones(1,length(KIf_cell_t1)),0Oct_cell_t1,
hold on
plot(3.1*ones(1,length(KIf_cell_t2)),0Oct_cell_t2,
hold on

plot(2.9,KIf _cell Mean_t1, '‘MarkerSize'
Color' ,J00 1))

hold on

plot(3.1,KIf_cell_Mean_t2, ‘MarkerSize'
Color' ,[100])

plot(3.9*ones(1,length(Myc_cell_t1)),Myc_cell_t1,
hold on
plot(4.1*ones(1,length(Myc_cell_t2)),Myc_cell_t2,
hold on

plot(3.9,Myc_cell_Mean_t1, ‘MarkerSize'
Color' ,J00 1))

hold on

plot(4.1,Myc_cell Mean_t2, '‘MarkerSize'
Color' ,[100))

ylabel( '# Proteine' , 'FontSize'  ,12)
set(gca, 'XTick' ,[123

4], 'XTickLabel J{ 'Octd" ,'Sox2' ,'KIf4'" |
legend( "l 1" tNNL 1T )

% - -

figure(3)

subplot 221

BO_Oct4=B0_save{1,1};
n_virus_max_B=max(max(B0_Oct4));
Ncell_n_virus_B=zeros(n_virus_max_B,1);
for g=1:n_virus_max_B

Ncell_n_virus_B(q)=length(find(BO_Oct4==q))/NO

end

B1_Oct4t1=B1_save{1,1};
n_virus_max_Bl1tl=max(max(B1_Oct4tl));
Ncell_n_virus_Bltl=zeros(n_virus_max_B1t1,1);
for g=1:n_virus_max_B1tl

Ncell_n_virus_B1t1(qg)=length(find(B1_Oct4t1==q)

end
Bl Oct4t2=B1_save{2,1};

r)
,20, 'Marker' ™ | 'LineStyle'
,20, 'Marker' |, "™ | 'LineStyle'
lbll )
Irl )
,20, 'Marker' |, "™ | 'LineStyle'
,20, 'Marker' "™ | 'LineStyle’
Ibll )
r)
,20, 'Marker' ™ | 'LineStyle’
,20, 'Marker' , "™ | 'LineStyle'
lbll )
Irl )
,20, 'Marker' , "™ | 'LineStyle'
,20, 'Marker' ™ | 'LineStyle’

‘cMyc' }, 'FontSize' ,12)

_save(1)*100;
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n_virus_max_B1t2=max(max(B1_Oct4t2));

Ncell_n_virus_B1t2=zeros(n_virus_max_B1t2,1);

for g=1:n_virus_max_B1t2
Ncell_n_virus_B1t2(q)=length(find(B1_Oct4t2==q)

end

D=zeros(n_virus_max_B1t2,3);
D(1:length(Ncell_n_virus_B),1)=Ncell_n_virus_B;
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t1),2)=Ncell_n_virus_B1t
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t2),3)=Ncell_n_virus_B1t

bar(D)
legend( 't0O1_i i 1L 12 0 )
xlabel(  ‘Numero di virus per cellula' )

ylabel( 'Percentuale di cellule con n virus [%]'
ylim([0 100])
title(  'Octd’ )

subplot 222

BO_Sox2=B0_save{1,2};

n_virus_max_B=max(max(B0_Sox2));

Ncell_n_virus_B=zeros(n_virus_max_B,1);

for q=1:n_virus_max_B
Ncell_n_virus_B(qg)=length(find(BO_Sox2==q))/NO

end

Bl Sox2t1=B1_save{l,2};

n_virus_max_Bl1tl=max(max(B1_Sox2t1));

Ncell_n_virus_B1ltl=zeros(n_virus_max_B1t1,1);
for q=1:n_virus_max_B1tl
Ncell_n_virus_B1tl(qg)=length(find(B1_Sox2tl==q
end

B1l_Sox2t2=B1_save{2,2};

n_virus_max_B1t2=max(max(B1_Sox2t2));

Ncell_n_virus_B1t2=zeros(n_virus_max_B1t2,1);
for g=1:n_virus_max_B1t2
Ncell_n_virus_B1t2(q)=length(find(B1_Sox2t2==q
end

D=zeros(n_virus_max_B1t2,3);
D(1:length(Ncell_n_virus_B),1)=Ncell_n_virus_B;
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t1),2)=Ncell_n_virus_B1t
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t2),3)=Ncell_n_virus_B1t
bar(D)

legend( 't01_i ' 1L 12 0 )
xlabel(  'Numero di virus per cellula’

ylabel( 'Percentuale di cellule con n virus [%]'
ylim([0 100])

title(  'Sox2' )

subplot 223

BO_KIf4=B0_save{1,3};

n_virus_max_B=max(max(B0_KIf4));

Ncell_n_virus_B=zeros(n_virus_max_B,1);

for q=1:n_virus_max_B
Ncell_n_virus_B(q)=length(find(BO_KIf4==q))/NO

end

B1_KIf4t1=B1_save{1,3};

n_virus_max_B1tl=max(max(B1_KIf4t1));

Ncell_n_virus_B1ltl=zeros(n_virus_max_B1t1,1);
for g=1:n_virus_max_B1tl
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Ncell_n_virus_B1t1(qg)=length(find(B1_KIf4t1==q
end
Bl KIf4t2=B1_save{2,3};
n_virus_max_Bl1t2=max(max(B1_KIlf4t2));
Ncell_n_virus_B1t2=zeros(n_virus_max_B1t2,1);
for q=1:n_virus_max_B1t2

Ncell_n_virus_B1t2(qg)=length(find(B1_KIf4t2==q
end

D=zeros(n_virus_max_B1t2,3);
D(1:length(Ncell_n_virus_B),1)=Ncell_n_virus_B;
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t1),2)=Ncell_n_virus_B1t
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t2),3)=Ncell_n_virus_B1t
bar(D)

legend( 'tO1 i i' i ,t12 0 )
xlabel(  'Numero di virus per cellula’

ylabel( 'Percentuale di cellule con n virus [%]'
ylim([0 100])

title(  'KIf4" )

subplot 224

BO_cMyc=B0_save{1,4};

n_virus_max_B=max(max(B0_cMyc));

Ncell_n_virus_B=zeros(n_virus_max_B,1);

for g=1:n_virus_max_B
Ncell_n_virus_B(q)=length(find(BO_cMyc==q))/NO

end

B1 _cMyct1=B1 save{l,4};

n_virus_max_Bltl=max(max(B1_cMyctl));

Ncell_n_virus_B1ltl=zeros(n_virus_max_B1t1,1);
for q=1:n_virus_max_B1tl
Ncell_n_virus_B1t1(qg)=length(find(B1_cMyctl==q
end

Bl cMyct2=B1 save{2,4};

n_virus_max_B1t2=max(max(B1_cMyct2));

Ncell_n_virus_B1t2=zeros(n_virus_max_B1t2,1);
for q=1:n_virus_max_B1t2
Ncell_n_virus_B1t2(g)=length(find(B1_cMyct2==q
end

D=zeros(n_virus_max_B1t2,3);
D(1:length(Ncell_n_virus_B),1)=Ncell_n_virus_B;
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t1),2)=Ncell_n_virus_B1t
D(1:length(Ncell_n_virus_B1t2),3)=Ncell_n_virus_B1t
bar(D)

legend( 't0O1 i i' Lt i ,t12 0 )
xlabel(  'Numero di virus per cellula’

ylabel( 'Percentuale di cellule con n virus [%]'
ylim([0 100])

title(  ‘c-Myc' )
% —

% Grafico cellule+
figure(4)
tempol1=[t01_ii t11 ii t02_ii t12_ii];

subplot 221

cell_pos=[cell_inf_FT_0_save(1,1) cell_inf FT_1 sav
cell_inf FT_0_save(2,1) cell_inf FT_1 save(2,1)];
bar(cell_pos)
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xlabel(  'tempo sperimentale’ )
ylabel( "% Cellule +' )

title(  'Octd’ )

ylim([0 100])

set(gca, 'XTick' ,1:length(cell_pos), 'XTickLabel' J 'tod i’ , 111 il
, 112 i b

subplot 222

cell_pos=[cell_inf_FT_0_save(1,2) cell_inf FT_1 sav e(1,2)

cell_inf FT_0_save(2,2) cell_inf FT_1 save(2,2)];
bar(cell_pos)

xlabel(  'tempo sperimentale’ )

ylabel( "% Cellule +' )

title(  'Sox2' )

ylim([0 100])

set(gca, 'XTick' ,1:length(cell_pos), 'XTickLabel' J oL it , 111 il
, 12 i b

subplot 223

cell_pos=[cell_inf FT_0_save(1,3) cell_inf FT_1 sav e(1,3)

cell_inf FT_0_save(2,3) cell_inf_ FT_1 save(2,3)];
bar(cell_pos)

xlabel( 'tempo sperimentale’ )

ylabel( "% Cellule +' )

title(  'KIf4" )

ylim([0 100])

set(gca, 'XTick' ,1:length(cell_pos), ‘XTickLabel J{ 'tod it , 111 i
, 112 i b

subplot 224

cell_pos=[cell_inf_FT_0_save(1,4) cell_inf FT_1 sav e(1,4)

cell_inf FT_0_save(2,4) cell_inf FT_1 save(2,4)];
bar(cell_pos)

xlabel( 'tempo sperimentale’ )

ylabel( "% Cellule +' )

title(  ‘c-Myc' )

ylim([0 100])

set(gca, 'XTick' ,1:length(cell_pos), 'XTickLabel' J 'tod i’ , 111 il

Ct2 0 )

%
figure;
white =1 1 1];
black = [0 0 0];
cl = [white
black];
colormap(cl)
%subplot (3,1,1,'"CLim’,[0 1])
%hold on
box on
imagesc(AO_save(:,:,1))
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 X])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[0.250.75], 'YTickLabel' J{ 'No cellula’ , 'Cellula’
title(  'Substrato cellulare al tempo t0' );
figure;
colormap(cl)
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%subplot (3,1,2,'CLim',[0 1])

%hold on

box on

imagesc(Al_save(:,:,1))

axis equal

x=n_x+0.5;

z=n_z+0.5;

xlim([0.5 x])

ylim([0.5 z])

colorbar(  'YTick' ,[0.250.75], "YTickLabel' J{ 'No cellula’ , 'Cellula’ b
title(  'Substrato cellulare al tempo t"_1' );

figure;

colormap(cl)

%subplot (3,1,3,'CLim',[0 1])

%hold on

box on

imagesc(Al_save(:,:,2))

axis equal

x=n_x+0.5;

z=n_z+0.5;

xlim([0.5 X])

ylim([0.5 z])

colorbar(  'YTick' ,[0.250.75], "YTickLabel' J{ 'No cellula’ , 'Cellula’ b
title(  'Substrato cellulare al tempo tMM_1' );

%
nB_max = max([max(max(B0_perm{1,1})) max(max(B1_per m{1,1}))
max(max(B1_perm{2,1}))]);

figurel=figure(6);

%n_colorB0O = max(max(BO_perm{1,1}));

white=[1 1 1];
black = [0 0 0];
color_intBO = [zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB_ma x)',zeros(nB_max,1)];
cl = [white
black
color_intBOJ;
colormap(cl)
axes( 'Parent’  figurel, '‘CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5]);
%subplot(3,1,1,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(BO_perm{1,1})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 x])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], "YTickLabel' J{ 'No cell' ,0,1:nB_max})
% xlabel('x, \mum");
% ylabel('z, \mum");
title(  ‘'tempo t"l_0; Oct4' )

%n_colorB1_t1 = max(max(B1_perm{1,1}));

figure2=figure(7);
black = [0 0 0];
color_intB1_t1 =[zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB _max)',zeros(nB_max,1)];
c2 = [white
black
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color_intB1_t1];
colormap(c2)
axes( 'Parent’ figure2, 'CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5])
%subplot(3,1,2,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(B1_perm{1,1})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 X])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], "YTickLabel'
% xlabel('x, \mum);
% ylabel('z, \mum’);
title(  ‘tempo t*l_1; Oct4' )

figure3=figure(8);
%n_colorB1_t2 = max(max(B1_perm{2,1}));

black = [0 0 0];
color_intB1_t2 =[zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB
c3 = [white
black
color_intB1_t2];
colormap(c3)
axes( 'Parent’ figure3, ‘CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5])
%subplot(3,1,3,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(B1_perm{2,1})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 x])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], ‘YTickLabel
% xlabel('x, \mum");
% ylabel('z, \mum’);
title(  ‘'tempo tMN_1; Octd )
%
figure4=figure(9);
%n_colorB0 = max(max(BO_perm{1,2}));

black = [0 0 0];
color_intBO = [zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB_ma
cl = [white
black
color_intBOJ;
colormap(cl)
axes( 'Parent’  figure4, 'CLim" ,[-1.5nB_max+0.5])
%subplot(3,1,1,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(BO_perm{1,2})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 X])
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ylim([0.5 z])

colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], 'YTickLabel
% xlabel('x, \mum’);

% ylabel('z, \mum’);

title(  ‘tempo t"_0; Sox2' )

%n_colorB1_t1 = max(max(B1_perm{1,2}));
figure5=figure(10);

black = [0 0 0];
color_intB1_t1 =[zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB
c2 = [white
black
color_intB1 t1];
colormap(c2)
axes( 'Parent’  figure5, ‘CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5])
%subplot(3,1,2,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(B1_perm{1,2})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 x])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], 'YTickLabel
% xlabel('x, \mum");
% ylabel('z, \mum");
title(  ‘tempo t"_1; Sox2' )

figure6=figure(11);
%n_colorB1_t2 = max(max(B1_perm{2,2}));

black = [0 0 0];
color_intB1_t2 =[zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB
c3 = [white
black
color_intB1_t2];
colormap(c3)
axes( 'Parent’ figure6, 'CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5])
%subplot(3,1,3,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(B1_perm{2,2})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 X])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], "YTickLabel'
% xlabel('x, \mum);
% ylabel('z, \mum");
title(  ‘'tempo tNN_1; Sox2' )
%
figure7=figure(12);
%n_colorB0 = max(max(BO_perm{1,3}));

black = [0 0 0];
color_intBO = [zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB_ma
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cl = [white
black
color_intBOJ;
colormap(cl)
axes( 'Parent’  figure?, 'CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5])
%subplot(3,1,1,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(BO_perm{1,3})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 x])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], "YTickLabel'
% xlabel('x, \mum");
% ylabel('z, \mum");
title(  'tempo t"_0; KIf4' )

figure8=figure(13);
%n_colorB1_t1 = max(max(B1_perm{1,3}));

black = [0 0 0];
color_intB1_t1 =[zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB
c2 = [white
black
color_intB1_t1];
colormap(c2)
axes( 'Parent’ figure8, 'CLim" ,[-1.5 nB_max+0.5])
%subplot(3,1,2,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(B1_perm{1,3})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
z=n_z+0.5;
xlim([0.5 X])
ylim([0.5 z])
colorbar(  'YTick' ,[-1,0,1:nB_max], "YTickLabel'
% xlabel('x, \mum);
% ylabel('z, \mum");
title(  ‘'tempo t*_1; KlIf4' )

figure9=figure(14);
%n_colorB1_t2 = max(max(B1_perm{2,3}));

black = [0 0 0];
color_intB1_t2 =[zeros(nB_max,1),linspace(0.2,1,nB
c3 = [white
black
color_intB1_t2];
colormap(c3)
axes( 'Parent’ figure9, 'CLim" ,[-1.5nB_max+0.5])
%subplot(3,1,3,'CLim',[-1.5 nB_max+0.5])
hold on
imagesc(B1_perm{2,3})
box on
axis equal
x=n_x+0.5;
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z=n_z+0.5;
xlim([0.5 X])
ylim([0.5 z])

colorbar(  "YTick' ,[-1,0,1:nB_max], "YTickLabel' J{ 'No cell'

% xlabel('x, \mum");
% ylabel('z, \mum);

title(  ‘'tempo tMNNL_1; KIf4' )
%
figure(15)

C1l _Oct=C1_fase4{1,n_infezioni}(1,:);
C1l_Sox=C1_fase4{l,n_infezioni}(2,:);
C1_KIf=C1_fase4{l,n_infezioni}(3,:);
Cl _Myc=C1_fase4{l,n_infezioni}(4,);
x=1:N1_save(end);
lim=max(C1_Oct+25);

subplot 221
plot(x,C1_Oct, '‘MarkerSize' 4, 'Marker' ,'x' , 'LineStyle'
0])

xlabel(  'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)
ylabel( '# di molecole mRNA' , 'FontSize'  ,12)
ylim([O lim])

%title('Oct4, istante t"IN_1")

subplot 222
plot(x,C1_Sox, ‘MarkerSize' 4, 'Marker' | 'x' , 'LineStyle'
0])

xlabel( 'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)

ylabel( '# di molecole mRNA' , 'FontSize' ,12)

ylim([O lim])

%title('Sox2, istante tMNN_1")

subplot 223

plot(x,C1_KIf, ‘MarkerSize' 4, 'Marker' ,'x' , 'LineStyle'
0])

xlabel( 'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)

ylabel( '# di molecole mRNA' , 'FontSize' ,12)

ylim([O lim])

%ititle('KIf4, istante tNN_1")

subplot 224
plot(x,C1_Myc, 'MarkerSize' 4, 'Marker' |, 'x' , 'LineStyle'
0)

xlabel(  'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)

ylabel( '# di molecole mRNA' , 'FontSize'  ,12)
ylim([O lim])

%title('c-Myc, istante tMNN_1")

%

figure(16)

D1 Oct=D1_fase4{1,n_infezioni}(1,:);
D1 Sox=D1 fase4{l,n_infezioni}(2,:);
D1 _Klf=D1_fase4{1,n_infezioni}(3,:);
D1 Myc=D1 fase4{l,n_infezioni}(4,:);
x=1:N1_save(end);
lim=max(D1_Oct+50);

subplot 221
plot(x,D1_Oct, '‘MarkerSize' 4, 'Marker' ,'x' , 'LineStyle'
0])
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xlabel( 'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)

ylabel( '# di molecole di proteina’ , 'FontSize'  ,12)
ylim([O lim])

%title('Oct4, istante t"N™_1")

subplot 222
plot(x,D1_Sox, '‘MarkerSize' 4, 'Marker' ,'x' , 'LineStyle'
0])

xlabel(  'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)

ylabel(  '# di molecole di proteina’ , 'FontSize'  ,12)
ylim([O lim])

%title('Sox2, istante tNM_1")

subplot 223

plot(x,D1_KIf, '‘MarkerSize' 4, 'Marker' ,'x' , 'LineStyle'
0])

xlabel(  'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)

ylabel(  '# di molecole di proteina’ , 'FontSize'  ,12)
ylim([O lim])

%title('KlIf4, istante tM™_1")

subplot 224
plot(x,D1_Myc, 'MarkerSize' 4, 'Marker' ,'x' , 'LineStyle'
0])

xlabel(  'Cellula’ , 'FontSize'  ,12)
ylabel(  '# di molecole di Proteina’ , 'FontSize'  ,12)
ylim([O lim])

%title('c-Myc, istante tNM_1")

%%
% Figure sulla traslocazione nel DNA
gene_perm = zeros(No_gene,n_FT,N1_save(end));
ind=randperm(No_gene);
for c¢c=1:N1_save(end)
for n=1n FT
for k=1:No_gene
gene_perm(k,n,c)=gene(ind(k),n,c);
end

end
end
figure(17);
white = [1 1 1];
black = [0 0 0];
green =[0 1 O];
cl = [white
black
green;
colormap(cl)
imagesc(gene_perm(;,:,3905))

colorbar(  "YTick' ,[0.335 1 1.665], "YTickLabel' J{ 'No
target’ , 'Target' , 'Bounded to target' b

titte(  'FT target simulated (one cell)’ );

ylabel( 'Promotori' )

set(gca, 'XTick' ,[1234], 'XTickLabel' J{ 'Oct4" |, 'Sox2'

%% Grafico frequenza vs # di proteine
figure

D1 Oct=D1_fase4{1,n_infezioni}(1,:);
% x=1:N1_save(end);
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% lim=max(D1_Oct+50);

D1 round=round(D1_Oct);
x1=1:max(D1_round);
%Nproteine=unique(D1_Oct);
frequenza=zeros(1,max(D1_round));
for i=1:max(D1_round)

frequenza(i)=length(find(D1_round==i))/Ncell*10 0;
end
%plot(x1,frequenza,'MarkerSize',4,'Marker','x','Lin eStyle','none’,'Color',[
010
plot(x1,frequenza, k', 'LineWidth' ,2)
xlabel(  '# proteine Oct4/cellula’ , 'FontSize'  ,12)
ylabel( % cellule' , 'FontSize'  ,12)
ylim([0 12])
legend( 'MOI 60, istante tNN_1 )

xlim([0 15000])

%Calcolo del coefficiente di variazione
media=sum(x1.*frequenza)/sum(frequenza);
dev_st=sgrt((sum(frequenza.*((x1-media).”2)))/(sum( frequenza)));
cv_O=dev_st/media,

figure

D1 Sox=D1 fase4{l,n_infezioni}(2,:);
% x=1:N1_save(end);

% lim=max(D1_Oct+50);

D1 round=round(D1_Sox);
x1=1:max(D1_round);
%Nproteine=unique(D1_Oct);
frequenza=zeros(1,max(D1_round));
for i=1:max(D1_round)

frequenza(i)=length(find(D1_round==i))/Ncell*10 0;
end
%plot(x1,frequenza,'MarkerSize',4,'Marker',’x’,'Lin eStyle','none’,'Color',[
010
plot(x1,frequenza, 'k, 'LineWidth' ,2)
xlabel( '# proteine Sox2/cellula’ , 'FontSize'  ,12)
xlim([0 15000])
ylabel( % cellule' , 'FontSize'  ,12)
ylim([0 9])
legend( 'MOI 20, istante tMN_1 )

% Calcolo del coefficiente di variazione
media=sum(x1.*frequenza)/sum(frequenza);
dev_st=sgrt((sum(frequenza.*((x1-media).”2)))/(sum( frequenza)));
cv_S=dev_st/media;

%% BINDING

TFs_name =
{0 ,'s ,K ,'™M,'0S ,'OK ,'OM,'SK ,'SM' ,'KM' ,'SKM','OKM','OSM', 'OSK' , 'OSK
M}

NoTFxgene = sum(Matrix_OSKM,2);
TF_promoter = 1:4,
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0=173;

S = 234;

K=770;

M = 2507;

0OS =101;

OK = 46;

OM = 148;

SK = 106;

SM = 94;

KM =502;

SKM = 77;

OKM = 108;

OSM = 26;

OSK = 101;

OSKM = 80;

TFs_vector = [O,S,K,M,0S,0K,0M,SK,SM,KM,SKM,OKM,0OSM ,OSK,0SKMJ;
figurel = figure;

axes( 'Parent’  figurel, 'XDir' , 'Reverse' , 'XTick' ,[1:4], 'LineWidth'

e',8)
hold on
[count, TF_promoter] = hist(NoTFxgene, TF_promoter);
bar(TF_promoter,count, ‘Barwidth® ,0.5)
plot(fliplr(TF_promoter),cumsum(fliplr(count)), T-)
h = findobj(gca, Type' , 'patch’ );
set(h, 'FaceColor' ,'k' ,'EdgeColor ,'k' )
xlabel(  'Numero di FT/promotori' , 'FontSize'  ,12)
ylabel(  'Numero di promotori’ , 'FontSize'  ,12)
xlim([0.6 4.4])
box on
% Create textbox
annotation(figurel, 'textbox' , 'String' J{ '80" }, 'FontSize'" 8, ...
'‘FontName' , 'Arial’ -
‘Color ,'r" ..
'FitBoxToText' ,off L
'LineStyle' ,'none’ , ...
'Position’ ,[0.1896 0.09952 0.06864 0.07619]);
% Create textbox
annotation(figurel, ‘textbox' , 'String' g '392' }, 'FontSize' .8, ...
‘FontName' , 'Arial’ -
‘Color ,'r" ..
'FitBoxToText' ,off .
'LineStyle' ,'none’ , ...
'Position’ ,[0.3892 0.1433 0.06864 0.07619]);
% Create textbox
annotation(figurel, 'textbox' , 'String' J{ '1389' }, 'FontSize' .8, ..
'‘FontName' , 'Arial’ -
‘Color ,'r" ..
'FitBoxToText' ,off L
‘LineStyle' ,'none' , ...
'‘Position’ ,[0.5639 0.2705 0.06864 0.07619]);
% Create textbox
annotation(figurel, 'textbox' , 'String' J{ '5073" }, 'FontSize' .8, ..
‘FontName' , 'Arial’ -
‘Color ,'r" ..
'FitBoxToText' ,off .
'LineStyle' , 'none’ , ...
'‘Position’ ,[0.7939 0.7786 0.06864 0.07619]);
% Create textbox
annotation(figurel, ‘textbox' , 'String' J{ '312" }, 'FontSize' 8, ...
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'FontName' , 'Arial' -

'FitBoxToText' ,offt L.

'LineStyle' ,'none’ , ...

'Position’ ,[0.426 0.119 0.06864 0.07619]);
% Create textbox

annotation(figurel, ‘textbox' , 'String’ g 997"}, 'FontSize' 8, ..
'FontName' , 'Arial’ -
'FitBoxToText' ,off L.
'LineStyle' , 'none’ , ...

'Position’ ,[0.5935 0.2176 0.06864 0.07619]);
% Create textbox

annotation(figurel, ‘textbox' , 'String’ J{ '3684' }, 'FontSize' .8, ...
'‘FontName' , 'Arial’ -
'FitBoxToText' ,off L.
'LineStyle' ,'none’ , ...

'Position’ ,[0.7878 0.5805 0.06864 0.07619]);

% Figure 2

figurel = figure;

axes( 'Parent'  figurel, 'FontSize' ,8, 'XTick' ,[1:15], 'XTickLabel ,TFs_name)
hold on

bar(TFs_vector, k)

xlabel( 'FT' , 'FontSize' ,12)

ylabel(  'Numero di promotori’ , 'FontSize'  ,12)

box on

% Inset

NoPromoterxOSKM = sum(Matrix_OSKM,1);

axes( 'Parent' figurel, ‘'FontSize' ,8, 'XTick' ,[1:4], 'XTickLabel {0 ,'S K
'M' }, 'Position’ ,[0.5089 0.5286 0.3568 0.3488])

hold on

bar(NoPromoterxOSKM, 'k' , 'BarWidth' ,0.5)

xlabel( 'Numero totale di promotori/FT' , 'FontSize' ,9)

ylabel(  'Numero di promotori’ , 'FontSize' ,9)

box on

% Create textbox

annotation(figurel, 'textbox' , 'String' g '783" '}, 'FontSize' 8, ...
'FontName' , 'Arial’ -
'FitBoxToText' ,off L.
‘LineStyle' ,'none' , ...

'Position' ,[0.56521 0.5686 0.06864 0.07619]);
% Create textbox

annotation(figurel, 'textbox' , 'String' J{'819" }, 'FontSize' 8, ...
'FontName' , 'Arial’ -
'FitBoxToText' ,off L.
‘LineStyle' ,'none' ...

'Position’ ,[0.6239 0.5772 0.06864 0.07619]);
% Create textbox

annotation(figurel, 'textbox' , 'String' J{ '1790' }, 'FontSize' .8, ..
'FontName' , 'Arial’ ) e
'FitBoxToText' ,off L.
'LineStyle' ,'none’ , ...

'Position’ ,[0.6885 0.6595 0.06864 0.07619]);
% Create textbox

annotation(figurel, ‘textbox' , 'String’ J{ '3542' }, 'FontSize' 8, ...
'FontName' , 'Arial’ -
'FitBoxToText' ,off .
'LineStyle' , 'none’ , ...

'‘Position’  ,[0.7603 0.8086 0.06864 0.07619]);

%% Grafico 3D
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%% Grafico cluster e profilo genetico

Oct4_Binding=zeros(No_gene,N1_save(end));
Sox2_Binding=zeros(No_gene,N1_save(end));
KIf4_Binding=zeros(No_gene,N1_save(end));

cMyc_Binding=zeros(No_gene,N1_save(end));

for c=1:N1_save(end)
Oct4_Binding(;,c)=gene(;,1,c);
Sox2_Binding(;,c)=gene(;,2,c);
KIf4_Binding(:,c)=gene(:,3,c);
cMyc_Binding(:,c)=gene(:,4,c);
end

figure
% D=pdist(Oct4_Binding);
% z=linkage(D);
%clustergram(Oct4_Binding);
white =1 1 1];
black = [0 0 0];
green =[0 1 O];
cl = [white
black
green];
colormap(cl)
imagesc(Oct4_Binding)
colorbar(  "YTick' ,[0.335 1 1.665], "YTickLabel' { 'No
target' , 'Target' , 'Bounded to target' b
title(  'Oct4 Binding' );
ylabel(  'Promotori’ )
xlabel(  'Cellule’ )
%set(gca,'XTick',[1 2 3 4],'XTickLabel',{'Oct4','So x2''KlIf4','cMyc'})

figure
cl = [white
black
green];
colormap(cl)
imagesc(Sox2_Binding)

colorbar(  "YTick' ,[0.335 1 1.665], "YTickLabel' { 'No
target' , 'Target’ , 'Bounded to target' b

title(  'Sox2 Binding' );

ylabel(  'Promotori’ )

xlabel(  'Cellule’ )

figure
cl = [white

black

green];
colormap(cl)
imagesc(KIf4_Binding)

colorbar(  "YTick' ,[0.335 1 1.665], "YTickLabel' { 'No
target’ , 'Target' , 'Bounded to target' b

titte(  'KIf4 Binding' );

ylabel(  'Promotori’ )

xlabel(  'Cellule’ )

figure
cl = [white
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black

green];
colormap(cl)
imagesc(cMyc_Binding)

colorbar(  "YTick' ,[0.335 1 1.665], "YTickLabel'
target' , 'Target'” , 'Bounded to target' P

title(  'cMyc Binding' );

ylabel(  'Promotori’ )

xlabel(  'Cellule’ )

%% Grafico quantitativo Binding
% Identificazione dei geni con solo specifici tipi
Identificazione=[1 0 0 O;

0100

0010

0001

1100

1010

1001

0110

0101

0011

0111

1011

1101

1110

1111];

indO=zeros(0,1);
m=1,
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(1,:)
indO(m)=g;
m=m-+1,
end
end

indS=zeros(S,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(2,:)
indS(m)=g;
m=m-+1,
end
end

indK=zeros(K,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(3,:)
indK(m)=g;
m=m+1;
end
end

indM=zeros(M,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(4,:)
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indM(m)=g;
m=m+1;
end

end

indOS=zeros(0S,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(5,:)
indOS(m)=g;
m=m+1;
end
end

indOK=zeros(OK,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(6,:)
indOK(m)=g;
m=m-+1,
end
end

indOM=zeros(OM,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(7,:)
indOM(m)=g;
m=m+1;
end
end

indSK=zeros(SK,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(8,:)
indSK(m)=g;
m=m+1;
end
end

indSM=zeros(SM,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Identificazione(9,:)
indSM(m)=g;
m=m+1;
end
end

indkKM=zeros(KM, 1);
m=1,
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Ildentificazione(10,:)
indKM(m)=g;
m=m-+1,
end
end
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indSKM=zeros(SKM,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Ildentificazione(11,:)
indSKM(m)=g;
m=m+1;
end
end

indOKM=zeros(OKM,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Ildentificazione(12,:)
indOKM(m)=g;
m=m+1;
end
end

indOSM=zeros(OSM,1);
m=1,
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Ildentificazione(13,:)
indOSM(m)=g;
m=m-+1,
end
end

indOSK=zeros(OSK,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Ildentificazione(14,:)
indOSK(m)=g;
m=m-+1,
end
end

indOSKM=zeros(OSKM,1);
m=1;
for g=1:No_gene
if Matrix_OSKM(g,:)==Ildentificazione(15,:)
indOSKM(m)=g;
m=m+1;
end
end

i0S =[1,2];
iOK =[1,3];
iOM = [1,4];
iSK =[2,3];
iSM = [2,4];
iKM = [3,4];
iSKM = [2,3,4];
iOKM = [1,3,4];
iOSM = [1,2,4];
iOSK =[1,2,3];
iOSKM = [1,2,3,4];

Otot=zeros(O,Ncell);
O_cellO=zeros(Ncell,1);
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O_celll=zeros(Ncell,1);

Stot=zeros(S,Ncell);
S_cell0=zeros(Ncell,1);
S_celll=zeros(Ncell,1);

Ktot=zeros(K,Ncell);
K_cell0=zeros(Ncell,1);
K_celll=zeros(Ncell,1);

Mtot=zeros(M,Ncell);
M_cellO=zeros(Ncell,1);
M_celll=zeros(Ncell,1);

% Combinazioni multiple
OStot=zeros(OS,Ncell);

OS_cell0=zeros(Ncell,1);
OS_celll=zeros(Ncell,1);
OS_cell2=zeros(Ncell,1);

OKtot=zeros(OK,Ncell);

OK _cello=zeros(Ncell,1);
OK _celll=zeros(Ncell,1);
OK_cell2=zeros(Ncell,1);

OMtot=zeros(OM,Ncell);

OM_cell0=zeros(Ncell,1);
OM_cell1=zeros(Ncell,1);
OM_cell2=zeros(Ncell,1);

SKtot=zeros(SK,Ncell);

SK_cell0=zeros(Ncell,1);
SK_celll=zeros(Ncell,1);
SK_cell2=zeros(Ncell,1);

SMtot=zeros(SM,Ncell);

SM_cell0O=zeros(Ncell,1);
SM_celll=zeros(Ncell,1);
SM_cell2=zeros(Ncell,1);

KMtot=zeros(KM,Ncell);

KM_cell0=zeros(Ncell,1);
KM_celll=zeros(Ncell,1);
KM_cell2=zeros(Ncell,1);

SKMtot=zeros(SKM,Ncell);
SKM_cell0O=zeros(Ncell,1);
SKM_celll=zeros(Ncell,1);
SKM_cell2=zeros(Ncell,1);
SKM__cell3=zeros(Ncell,1);

OKMtot=zeros(OKM,Ncell);
OKM__cell0=zeros(Ncell,1);
OKM_celll=zeros(Ncell,1);
OKM_cell2=zeros(Ncell,1);
OKM__cell3=zeros(Ncell,1);

OSMtot=zeros(OSM,Ncell);
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OSM_cell0=zeros(Ncell,1);
OSM_cell1=zeros(Ncell,1);
OSM_cell2=zeros(Ncell,1);
OSM_cell3=zeros(Ncell,1);

OSKtot=zeros(OSK,Ncell);
OSK_cell0=zeros(Ncell,1);
OSK_celll=zeros(Ncell,1);
OSK_cell2=zeros(Ncell,1);
OSK_cell3=zeros(Ncell,1);

OSKMtot=zeros(OSKM,Ncell);
OSKM_cell0=zeros(Ncell,1);
OSKM_celll=zeros(Ncell,1);
OSKM_cell2=zeros(Ncell,1);
OSKM_cell3=zeros(Ncell,1);
OSKM_cell4=zeros(Ncell,1);

for c=1:Ncell

% 1 Combinazione
for g=1:0
Otot(g,c)=length(find(gene_target(indO(g),1
end
O_cello(c)=length(find(Otot(:,c)==0));
O_celli(c)=length(find(Otot(;,c)==1));

for g=1:S
Stot(g,c)=length(find(gene_target(indS(g),2
end

S_cell0(c)=length(find(Stot(:,c)==0));

S _celll(c)=length(find(Stot(;,c)==1));

for g=1:K
Ktot(g,c)=length(find(gene_target(indK(g),3
end
K_cell0o(c)=length(find(Ktot(;,c)==0));
K_cell1(c)=length(find(Ktot(:,c)==1));

for g=1:M
Mtot(g,c)=length(find(gene_target(indM(g),4
end
M_cellO(c)=length(find(Mtot(:,c)==0));
M_celll(c)=length(find(Mtot(:,c)==1));

% 2 Combianzioni--

for g=1:0S
OStot(g,c)=length(find(gene_target(indOS(g)
end
OS_cell0(c)=length(find(OStot(:,c)==0));
OS_cell1(c)=length(find(OStot(:,c)==1));
OS_cell2(c)=length(find(OStot(:,c)==2));

for g=1:0K
OKtot(g,c)=length(find(gene_target(indOK(g)
end

OK_cell0(c)=length(find(OKtot(:,c)==0));

OK _cell1(c)=length(find(OKtot(:,c)==1));
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OK_cell2(c)=length(find(OKtot(:,c)==2));

for g=1:0M
OMtot(g,c)=length(find(gene_target(indOM(g) ,iIOM,c)==0nes(1,2)));
end

OM__cell0(c)=length(find(OMtot(:,c)==0));

OM__cell1(c)=length(find(OMtot(;,c)==1));

OM__cell2(c)=length(find(OMtot(:,c)==2));

for g=1:SK
SKtot(g,c)=length(find(gene_target(indSK(g) ,ISK,c)==ones(1,2)));
end

SK_cell0(c)=length(find(SKtot(:,c)==0));

SK_celll(c)=length(find(SKtot(:,c)==1));

SK_cell2(c)=length(find(SKtot(:,c)==2));

for g=1:SM
SMtot(g,c)=length(find(gene_target(indSM(g) ,iSM,c)==ones(1,2)));
end

SM_cell0(c)=length(find(SMtot(:,c)==0));

SM_cell1(c)=length(find(SMtot(:,c)==1));

SM_ cell2(c)=length(find(SMtot(;,c)==2));

for g=1:KM
KMtot(g,c)=length(find(gene_target(indKM(g) ,iIKM,c)==ones(1,2)));
end

KM_cellO(c)=length(find(KMtot(:,c)==0));

KM_celll(c)=length(find(KMtot(:,c)==1));

KM_cell2(c)=length(find(KMtot(;,c)==2));

% 3 Combinazioni-- e T
for g=1:SKM
SKMtot(g,c)=length(find(gene_target(indSKM( 0),iSKM,c)==ones(1,3)));
end
SKM__cell0(c)=length(find(SKMtot(:,c)==0));
SKM__cell1(c)=length(find(SKMtot(:,c)==1));
SKM__cell2(c)=length(find(SKMtot(;,c)==2));
SKM__cell3(c)=length(find(SKMtot(;,c)==3));

for g=1:0KM
OKMtot(g,c)=length(find(gene_target(indOKM( 0),iOKM,c)==0ones(1,3)));
end

OKM__cell0(c)=length(find(OKMtot(:,c)==0));

OKM__cell1(c)=length(find(OKMtot(:,c)==1));

OKM__cell2(c)=length(find(OKMtot(:,c)==2));

OKM__cell3(c)=length(find(OKMtot(:,c)==3));

for g=1:0SM
OSMtot(g,c)=length(find(gene_target(indOSM( 0),i0OSM,c)==ones(1,3)));
end

OSM__cell0(c)=length(find(OSMtot(:,c)==0));

OSM__cell1(c)=length(find(OSMtot(:,c)==1));

OSM_ cell2(c)=length(find(OSMtot(:,c)==2));

OSM_ cell3(c)=length(find(OSMtot(:,c)==3));

for g=1:0SK

OSKtot(g,c)=length(find(gene_target(indOSK( 0),i0SK,c)==ones(1,3)));
end
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OSK_cello(c)=length(find(OSKtot(:,c)==0));
OSK_cell1(c)=length(find(OSKtot(:,c)==1));
OSK_cell2(c)=length(find(OSKtot(;,c)==2));
OSK_cell3(c)=length(find(OSKtot(;,c)==3));

% 4 Combinazioni-- e
for g=1:0SKM

OSKMtot(g,c)=length(find(gene_target(indOSKM(Qg),iOS KM,c)==ones(1,4)));
end
OSKM_cello(c)=length(find(OSKMtot(:,c)==0));
OSKM_cell1(c)=length(find(OSKMtot(:,c)==1));
OSKM_cell2(c)=length(find(OSKMtot(:,c)==2));
OSKM__cell3(c)=length(find(OSKMtot(:,c)==3));
OSKM__cell4(c)=length(find(OSKMtot(:,c)==4));

end

Omean=mean(O_celll);
0O0=mean(O_cell0)/0*100;
Ol=mean(O_cell1)/0*100;
02=0;

03=0;

04=0;

Smean=mean(S_celll);
SO0=mean(S_cell0)/S*100;
S1=mean(S_cell1)/S*100;
S2=0;

S3=0;

S4=0;

Kmean=mean(K_celll);
KO=mean(K_cell0)/K*100;
K1l=mean(K_cell1)/K*100;
K2=0;

K3=0;

K4=0;

Mmean=mean(M_celll);
MO=mean(M_cell0)/M*100;
Ml=mean(M_cell1)/M*100;
M2=0;

M3=0;

M4=0;

OSmean=mean(OS_cell2);
0OS0=mean(0OS_cell0)/0S*100;
OS1=mean(OS_cell1)/0S*100;
0S2=mean(0OS_cell2)/0S*100;
0S3=0;

0S4=0;

OKmean=mean(OK_cell2);
OKO=mean(OK_cell0)/OK*100;
OK1=mean(OK_cell1)/OK*100;
OK2=mean(OK_cell2)/OK*100;
OK3=0;

154



OK4=0;

OMmean=mean(OM_cell2);
OMO=mean(OM__cell0)/OM*100;
OM1=mean(OM_cell1)/OM*100;
OM2=mean(OM__cell2)/OM*100;
OM3=0;

OM4=0;

SKmean=mean(SK_cell2);
SKO=mean(SK_cell0)/SK*100;
SK1=mean(SK_cell1)/SK*100;
SK2=mean(SK_cell2)/SK*100;
SK3=0;

SK4=0;

SMmean=mean(SM_cell2);
SMO0O=mean(SM_cell0)/SM*100;
SM1=mean(SM_cell1)/SM*100;
SM2=mean(SM_cell2)/SM*100;
SM3=0;

SM4=0;

KMmean=mean(KM_cell2);
KMO=mean(KM_cell0)/KM*100;
KM1=mean(KM_cell1)/KM*100;
KM2=mean(KM_cell2)/KM*100;
KM3=0;

KM4=0;

SKMmean=mean(SKM_cell3);

SKMO=mean(SKM_cell0)/SKM*100;
SKM1=mean(SKM_cell1)/SKM*100;
SKM2=mean(SKM_cell2)/SKM*100;
SKM3=mean(SKM__cell3)/SKM*100;

SKM4=0;

OKMmean=mean(OKM__cell3);

OKMO=mean(OKM__cell0)/OKM*100;
OKM1=mean(OKM_cell1)/OKM*100;
OKM2=mean(OKM__cell2)/OKM*100;
OKM3=mean(OKM__cell3)/OKM*100;

OKM4=0;

OSMmean=mean(OSM_cell3);

OSMO=mean(OSM__cell0)/OSM*100;
OSM1=mean(OSM_cell1)/OSM*100;
OSM2=mean(OSM_cell2)/OSM*100;
OSM3=mean(OSM_cell3)/OSM*100;

OSM4=0;

OSKmean=mean(OSK_cell3);

OSKO=mean(OSK_cell0)/OSK*100;
OSK1=mean(OSK_cell1)/OSK*100;
OSK2=mean(OSK_cell2)/OSK*100;
OSK3=mean(OSK_cell3)/OSK*100;

OSK4=0;
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OSKMmean=mean(OSKM_cell4);

OSKMO0O=mean(OSKM_cell0)/OSKM*100;
OSKM1=mean(OSKM_cell1l)/OSKM*100;
OSKM2=mean(OSKM_cell2)/OSKM*100;
OSKM3=mean(OSKM_ cell3)/OSKM*100;
OSKM4=mean(OSKM__cell4)/OSKM*100;

TFs_mean =
[Omean;Smean;Kmean;Mmean;OSmean;OKmean;OMmean;SKmean;SMmean;KMmean;SKMmean;
OKMmean;OSMmean;0SKmean;OSKMmean];

TFs=[O_celll';S_celll';K_celll;M_celll;0S_cell2"; OK_cell2';0M_cell2';SK_c
ell2';SM_cell2;KM_cell2';SKM_cell3';OKM_cell3';0SM _cell3';0SK_cell3';0SKM _
cell4T;

TFs_name =

{0 ,'s" ,'’K ,'M,'0OS ,'OK ,'OM','SK" ,'SM' ,'KM' ,'SKM','OKM', 'OSM', 'OSK' , 'OSK
M}

figure

bar(1:15,TFs_mean)

box on

ylabel(  'Numero di Promotori' , 'FontSize'  ,12)

xlabel( 'FT' , 'FontSize' ,12)

%axes('Parent',figure3,'FontSize’,8,'XTick',[1:15], 'XTickLabel',TFs_name)

set(gca, 'XTick' ,[1:15], 'XTickLabel' ,TFs_name, 'FontSize' ,8)
hold on
for i=1:15
plot(i*ones(1,Ncell), TFs(i,:), 'k." , 'MarkerSize' 4)
hold on
end
% - - - -
gene_Oct4=zeros(1,No_gene);
gene_Sox2=zeros(1,No_gene);
gene_KIlf4=zeros(1,No_gene);
gene_cMyc=zeros(1,No_gene);

for g=1:No_gene
gene_Oct4(g)=sum(gene_target(g,1,:))/Ncell*100;
gene_Sox2(g)=sum(gene_target(g,2,:))/Ncell*100;
gene_KIf4(g)=sum(gene_target(g,3,:))/Ncell*100;
gene_cMyc(g)=sum(gene_target(g,4,:))/Ncell*100;
end

ymax = 100;

figure(16)

subplot 411

bar(gene_Oct4)

%title('Oct4','FontSize',12)

% xlabel('Promoter")

ylabel( "% Cellule' , 'FontSize'  ,12)
ylim([0 ymax])

xlim([0 No_gene])

box on

subplot 412

bar(gene_Sox2)
%title('Sox2','FontSize',12)

% xlabel('Promoter")

ylabel( "% Cellule’ , 'FontSize' ,12)
ylim([0 ymax])
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xlim([0 No_gene])
box on

subplot 413

bar(gene_KiIf4)

%title('KIf4','FontSize’,12)

% xlabel('Promoter")

ylabel( "% Cellule' , 'FontSize' ,12)
ylim([0 ymax])

xlim([0 No_gene])

box on

subplot 414

bar(gene_cMyc)
%title('cMyc','FontSize’,12)

xlabel(  'Promotori’ , 'FontSize'  ,12)
ylabel( "% Cellule' , 'FontSize'  ,12)
ylim([0 ymax])

xlim([0 No_gene])

box on

% -

% figura per analisi di sentitivita
figure
Combinazione_Binding=[04 O3 02 O1 OQ;
S4 S3S2S1S0
K4 K3 K2 K1 KO
M4 M3 M2 M1 MO
0S4 0S3 0S2 0S1 0S0
OK4 OK3 OK2 OK1 OKO
OM4 OM3 OM2 OM1 OMO
SK4 SK3 SK2 SK1 SKO0
SM4 SM3 SM2 SM1 SMO
KM4 KM3 KM2 KM1 KMO
SKM4 SKM3 SKM2 SKM1 SKMO
OKM4 OKM3 OKM2 OKM1 OKMO
OSM4 OSM3 OSM2 OSM1 OSMO0
OSK4 OSK3 OSK2 OSK1 OSKO0
OSKM4 OSKM3 OSKM2 OSKM1 OSKMO]J;

bar(1:15,Combinazione_Binding, ‘BarLayout' , 'stacked’ )

set(gca, 'XTick' ,[1:15], ‘XTickLabel' ,TFs_name, 'FontSize'

legend( ‘4" ,'3" ,2" ,'1" ,'0" )

ylim([0 100])

xlabel( 'Fattori di trascrizione' , 'FontSize'  ,12)
ylabel( '% binding dei promotori' , 'FontSize'  ,12)
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APPENDICE B

In questa appendice vengono riportate le functlo aescrivolo le fasi dell'infezione virale:
inflow, static e outflow.

B.1 Infezione virale in infuse

%% INFUSE
function  [xposout,yposout,zposout,stuck,t_stuck,k,B,indice] =
Simulator_uFluol(xposin,yposin,zposin,

gl,v_max,delta_t,st_dev,L,W,H,k_micro,d_cell,stuck, t_stuck,k,D_vf,n_x,n_z A
,10,B,Q_Deltat,
indice,Virus_tot,nt2,v_mean)

%preallocazione della posizione dei virusate at +dt
xpostemp=NaN(Virus_tot,2);
ypostemp=NaN(Virus_tot,2);
zpostemp=NaN(Virus_tot,2);

%imposto la posizione iniziale dei virus
xpostemp(;,1)=xposin;
ypostemp(:,1)=yposin;
zpostemp(:,1)=zposin;

% Simulazione

for i=1:nt2
%qui si potrebbe inserire l'influenza del campo di moto sull'entrata
%dei virus (che invece ora € posto alla fine del se guente ciclo if
if k<=Virus_tot
%generazione di vettori con elementi di numeri casu ali, per ogni
%virus (per ogni coordinata); ricordati il seed
rand_vectl=randn(Virus_tot,1); %coordinata x
rand_vect2=randn(Virus_tot,1); %coordinata y
rand_vect3=randn(Virus_tot,1); %coordinata z

%generazione del vettore v_virus [Virus_tot,1],

%costruito in modo tale da tenere conto del profilo parabolico
%dovuto al flusso laminare nel canale microfluidico ;
%percido € come se ogni virus avesse la sua velocita aggiuntiva
%dovuto dal flusso nel canale, oltre a quella propr ia che deriva
%dal moto browniano
V_virus=v_max*4/H*ypostemp(:,1).*(1-ypostem p(:,1)/H); %per le
lastre
%piane
%ocalcolo della posizione di tutti i virus al tempo t+dt
xpostemp(;,2) = xpostemp(;,1)+st_dev*rand_v ectl;
ypostemp(:,2) = ypostemp(:,1)+st_dev*rand_v ect2;
zpostemp(:,2) = zpostemp(:,1)+st_dev*rand_v ect3;
%ora impongo le condizioni al contorno periodiche a i bordi del

%dominio lungo x
for j=1:Virus_tot
if xpostemp(j,2)<0
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xpostemp(j,2) = -xpostemp(j,2); %riflessione
elseif  xpostemp(j,2)>L

xpostemp(j,2) = 2*L-xpostemp(j,2); %riflessione
end

end

xpostemp(;,2)=xpostemp(;,2)+v_virus*delta_t ;

%ora comincia un ciclo for per mettere le condizion i al contorno e
%analizzare l'infezione o I'eventuale riflessione d i ogni virus

for j=1:Virus_tot

%il seguente statment if viene eseguito per quei vi rus j che si
%trovano in una posizione x al tempo t+dt in cui NO N c'é NaN,
%che come si vedra e la condizione che dice che que | virus j
%ha infettato la cellula

if not(isnan(xpostemp(j,2))) %condizione che si verifica se non

c'e
%NaN per il virus j nella direzione
%X, se invece c'e NaN vuol dire che
%il virus j ha infettato oppure deve
%ancora entrare nel sistema;
if xpostemp(j,2)<0
xpostemp(j,2)=NaN;
ypostemp(j,2)=NaN;
zpostemp(j,2)=NaN;
elseif  xpostemp(j,2)>L
xpostemp(j,2)=NaN;
ypostemp(j,2)=NaN;
zpostemp(j,2)=NaN;
else

if zpostemp(j,2)<0
zpostemp(j,2)=-zpostemp(j,2) ;
elseif  zpostemp(j,2)>W
zpostemp(j,2)=2*W-zpostemp(j ,2);
end

%BC su y<0 e qui si stabilisce se la probabilita di
%adsorbimento é tale da infettare la cellula (previ a
%controllo corrispondenza), altrimenti viene rifles o]
if ypostemp(j,2)<0
g=rand;
if g <k_micro %la probabilita & alta per poter
adsorbire il virus
%Cambio di coordinate per verificare la
%corrispondenza con la posizione della cellula

%come se mi muovessi lungo x

A_riga=ceil(xpostemp(j,2 )/d_cell);
%come se mi muovessi lungo z
A_colonna=n_z-ceil(zpost emp(j,2)/d_cell)+1;
if A(A_colonna,A_riga)==1 %controllo
corrispondenza

%aggiungo un virus alla matrice B
B(A_colonna,A_riga)= B(A_colonna,A_riga)+1;
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k=k+1; %dico che un virus ha infettato
%aggiorno la matrice che indica le
%coordinate x z dei virus attaccati

stuck(k,:)=[xpostemp (i,2),zpostemp(j,2)];
%aggiorno l'istante in cui il virus j ha
%attaccato

t_stuck(k,1)=t0+nt2* (g1-

1)*delta_t+i*delta_t;
%ora dico che il virus j al tempo t+dt ha
%infettato la cellula in quella posizione
xpostemp(j,2) = NaN;
ypostemp(j,2) = NaN;
zpostemp(j,2) = NaN;
else  %quindi dato che non c'é corrispondenza

ypostemp(j,2)=-ypost emp(j,2); %il virus
viene riflesso
end
else
ypostemp(j,2)=-ypostemp( 1,2); %il virus viene
riflesso
end
else

%ovvero y>0, pero nell'intervallo dt y potrebbe
essere stato negativo

%quindi ci pud essere stata infezione, cio

%implica che il virus ha infettato la cellula e

%abbia fatto in tempo ad uscire

g=rand;
%dato che tutto questo processo € piu complesso
%la probabilitd che cio avvenga decade con un
%fattore esponenziale
if g <k_micro*exp(-
ypostemp(j,1)*ypostemp(j,2)/(D_vf*delta_t)) % virus potrebbe infettare una
cellula
%cambio coordinate necessarie per il controllo
A_riga = ceil(xpostemp(j ,2)/d_cell);
A_colonna = n_z-ceil(zpo stemp(j,2)/d_cell)+1;
if A(A_colonna,A_riga)==1 %controllo
corrispondenza
B(A_colonna,A_riga) = B(A_colonna,A riga)+1;
k = k+1;
stuck(k,:) = [xposte mp(j,2),zpostemp(j,2)];
t stuck(k,1) = tO+nt 2*(ql-

1)*delta_t+i*delta_t;
xpostemp(j,2) = NaN;
ypostemp(j,2) = NaN;
zpostemp(j,2) = NaN;
elseif  ypostemp(j,2)>H
%rifletti al top perché non c'é
%corrispondenza

ypostemp(j,2)=2*H-yp ostemp(j,2);
end
elseif  ypostemp(j,2)>H
ypostemp(j,2)=2*H-yposte mp(j,2);
else %cioe se la probabilita & troppo bassa
end
end
end
end

end
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else
break %esce da tuttii cicli perché sono finiti i virus

end

%:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: s ———
%questa € la sezione che serve per inserire I'influ enza del campo di
%moto sull'entrata dei virus: ci sono piu virus al centro del canale e

%nel suo intorno

r=rand;
if r<(Q_Deltat-floor(Q_Deltat))
decimale=1;
else
decimale=0;
end
Nvirus_in = floor(Q_Deltat)+decimale;
if Nvirus_in>0
f=0;
while f<Nvirus_in
g_y=H*rand;
%ocalcolo del rapporto tra velocita puntuale e quell a massima
v_vmax=4/H*g_y*(1-g_y/H); %velocita di una lamella di fluido
%all'altezza g_y
rl=rand;
if rl<v_vmax
f=f+1,;
ypostemp(indice+f,2)=g_y;
end
end
clear f
indicel = indice+1;
indice2 = indice+Nuvirus_in;

v_virus_in = v_max*4/H*ypostemp(indicel:ind ice2,2).*(1-
ypostemp(indicel:indice2,2)/H); % lastre piane

rand_vect_in = rand(Nvirus_in,1); % coordinate x

xpostemp(indicel:indice2,2) = rand_vect_in. *v_virus_in*delta_t;

zpostemp(indicel:indice2,2) = W*rand(Nvirus _in,1);

indice = indice+Nuvirus_in;
end
xpostemp(:,1)=xpostemp(:,2);
ypostemp(:,1)=ypostemp(:,2);
zpostemp(:,1)=zpostemp(;,2);
end
xposout=xpostemp(:,2);
yposout=ypostemp(:,2);
zposout=zpostemp(:,2);

B.2 Infezione virale in statica

%% STATICA
function  [xposout,yposout,zposout,stuck,t_stuck,k,B] =
Simulator_uFluo2(xposin,yposin,zposin,

gl,delta_t,st_dev,L,W,H,k_micro,d_cell,stuck,t_stuc k,k,D_vf,n_x,n_z,At0,B,
Virus_tot,nt2)
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%preallocazione

xpostemp = NaN(Virus_tot,2); % posizione virus at e a t+delta_t
ypostemp = NaN(Virus_tot,2);

zpostemp = NaN(Virus_tot,2);

xpostemp(:,1) = xposin; % posizione inziale virus
ypostemp(:,1) = yposin;
zpostemp(;,1) = zposin;

% Simulation

for i=1:nt2 %per ogni intervallino delta t
%qui non ci va aggiunto l'influenza del campo di mo to sul numero
%entranti di virus

if k<=Virus_tot

%generazione di numero casuale con distribuzione no rmale
rand_vectl = randn(Virus_tot,1); % coordinate x
rand_vect2 = randn(Virus_tot,1); % coordinate y
rand_vect3 = randn(Virus_tot,1); % coordinate z
%generazione di una traiettoria dettata dal moto br owniano
xpostemp(;,2) = xpostemp(;,1)+st_dev*rand_v ectl;
ypostemp(;,2) = ypostemp(;,1)+st_dev*rand_v ectz;
zpostemp(:,2) = zpostemp(:,1)+st_dev*rand_v ect3;
%qui non devo mettere le condizioni di riflessione ai bordi x del
%canale
%inoltre non devo aggiungere il contributo entropic 0

for j=1:Virus_tot

if not(isnan(xpostemp(j,2))) % virus non ha ancora infettato,
% condizione che si verifica se
% non c'é NaN nella posizione j e
% nella direzione z al tempo t+dt
% (ovvero se il virus j non ha
% ancora infettato)
% ---
if xpostemp(j,2) <0
xpostemp(j,2) = -xpostemp(j,2); % riflesso
elseif  xpostemp(j,2) > L
xpostemp(j,2) = 2*L-xpostemp(j, 2);  %riflesso
end
%probabilmente I'else non & indispensabile (cioe 0< x<L é
%scontato)
% ---
if zpostemp(j,2) <0

zpostemp(j,2) = -zpostemp(j,2); % riflesso
elseif  zpostemp(j,2) > W
zpostemp(j,2) = 2*W-zpostemp(j, 2); % riflesso
end
% ---
%stabilisco la riflessione o l'infezione del virus Se esso

%attraversa il piano y
if ypostemp(j,2) <0
g = rand;
if g <k_micro % virus potrebbe infettare una cellula
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%cambio di coordinate per verificare corrispondenza
A_riga = ceil(xpostemp(j,2) /d_cell);
A_colonna = n_z-ceil(zposte mp(j,2)/d_cell)+1;

%se c'e corrispondenza
if A(A_colonna,A_riga) == %virus infetta una
cellula
%quindi bisogna aggiornare le matrici e i
%vettori, ma soprattutto dire che il virus j al
%tempo t+dt ha infettato e quindi metterci NaN

B(A_colonna,A_riga) = B (A_colonna,A_riga)+1;
k = k+1;

stuck(k,:) = [xpostemp( 1,2),zpostemp(j,2)];
t_stuck(k,1) = tO+nt2*( gl-1)*delta_t+i*delta_t;

xpostemp(j,2) = NaN;
ypostemp(j,2) = NaN;
zpostemp(j,2) = NaN;
else % virus viene riflesso at bottom *rkkkii
ypostemp(j,2) = -yposte mp(j,2);
end
else % virus viene riflesso at bottom
%perche la probabilita & troppo bassa per infettare
ypostemp(j,2) = -ypostemp(] ,2);
end
else % valore potrebbe essere stato negativo in un momen
intermedio tra t e t+Dt
%quindi siamo nella condizione y>0

g = rand;
if g <k_micro*exp(-
ypostemp(j,1)*ypostemp(j,2)/(D_vf*delta_t)) % virus potrebbe infettare una
cellula
%cambio di coordinate
A_riga = ceil(xpostemp(j,2) /d_cell);
A_colonna = n_z-ceil(zposte mp(j,2)/d_cell)+1;
%verifica corrispondenza
if A(A_colonna,A_riga) == % virus infetta una
cellula
B(A_colonna,A_riga) =B (A_colonna,A_riga)+1;
k = k+1;
stuck(k,:) = [xpostemp( J,2),zpostemp(j,2)];
t_stuck(k,1) = tO+nt2*( gl-1)*delta_t+i*delta_t;

xpostemp(j,2) = NaN;
ypostemp(j,2) = NaN;
zpostemp(j,2) = NaN;
elseif  ypostemp(j,2) > H % non c'e’ cellula, virus
viene riflesso at top
ypostemp(j,2) = 2*H-ypo stemp(j,2);
end
elseif  ypostemp(j,2) > H % virus viene riflesso al top
ypostemp(j,2) = 2*H-ypostem p(,2);
else %la probabilita quindi e troppo bassa
end
end
end
end
else
break % esce da tutti i cicli for, e va a "xposout =
xpostemp(:,2);"
end
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xpostemp(:,1) = xpostemp(;,2); %aggiornamento della nuova posizione dei

ypostemp(;,1) = ypostemp(;,2); %virus
zpostemp(:,1) = zpostemp(:,2);

end

%posizione finale di tutti i virus dopo un interval
Xxposout = xpostemp(:,2);

yposout = ypostemp(:,2);

zposout = zpostemp(:,2);

B.3 Infezione virale in outflow
%% OUTFLOW

lo di tempo grande ntl

function  [xposout,yposout,zposout,stuck,t_stuck,k,B] =

Simulator_uFluo3(xposin,yposin,zposin,

gl,delta_t,st dev,L,W,H,k _micro,d_cell,stuck,t_stuc
Virus_tot,nt2,v_max,v_mean)

k,k,D_vf,n_x,n_z,A,t0,B,

xpostemp = NaN(Virus_tot,2); % posizione virus at e a t+delta_t

ypostemp = NaN(Virus_tot,2);
zpostemp = NaN(Virus_tot,2);

xpostemp(:,1) = xposin; % posizione inziale virus

ypostemp(:,1) = yposin;
zpostemp(:,1) = zposin;

% Simulation

for i=1:nt2
if k<=Virus_tot
rand_vectl = randn(Virus_tot,1);
rand_vect2 = randn(Virus_tot,1);
rand_vect3 = randn(Virus_tot,1);

% v_virus = v_max*(1-(ypostemp(:,1)-H/2).”2/(H/2)"2

cilindrico
V_virus = v_max*4/H*ypostemp(;,1).*(1-ypost
piane

xpostemp(;,2) = xpostemp(;,1)+st_dev*rand_v
ypostemp(;,2) = ypostemp(;,1)+st_dev*rand_v
zpostemp(:,2) = zpostemp(:,1)+st_dev*rand_v

for j=1:Virus_tot

if xpostemp(j,2) <0
xpostemp(j,2) = -xpostemp(j,2);

elseif  xpostemp(j,2) > L
xpostemp(j,2) = 2*L-xpostemp(j,2);

end
end
%attenzione alla giusta sovrascizione

xpostemp(:,2) = xpostemp(:,2)+v_virus*delta

for j=1:Virus_tot
if not(isnan(xpostemp(j,2)))
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% coordinate x
% coordinate y
% coordinate z

emp(;,1)/H);

ectl;
ectz;
ect3;

% reflection

% reflection

% virus non ha ancora infettato

); % condotto

% lastre



% ---

if xpostemp(j,2) <0
xpostemp(j,2) = NaN; % esce
ypostemp(j,2) = NaN;
zpostemp(j,2) = NaN;

elseif  xpostemp(j,2) > L
xpostemp(j,2) = NaN; % esce
ypostemp(j,2) = NaN;
zpostemp(j,2) = NaN;

else
if zpostemp(j,2) <0
zpostemp(j,2) = -zpostemp(j 2); % riflesso
elseif  zpostemp(j,2) > W
zpostemp(j,2) = 2*W-zpostem p(,2); % riflesso
end
% ---
if ypostemp(j,2) <0
g = rand;
if g <k_micro % virus potrebbe infettare una
cellula
A_riga = ceil(xpostemp( j,2)/d_cell);
A_colonna = n_z-ceil(zp ostemp(j,2)/d_cell)+1;
if A(A_colonna,A_riga) == %virus infetta una
cellula

B(A_colonna,A_riga) =
B(A_colonna,A_riga)+1;

k = k+1;
stuck(k,:) = [xpost emp(j,2),zpostemp(j,2)];
t_stuck(k,1) = t0+n t2*(q1-

1)*delta_t+i*delta_t;
xpostemp(j,2) = NaN ;
ypostemp(j,2) = NaN ;
zpostemp(j,2) = NaN ;

else % virus viene riflesso at bottom

ypostemp(j,2) = -yp ostemp(j,2);
end
else % virus viene riflesso at bottom
ypostemp(j,2) = -yposte mp(j,2);
end

else % valore potrebbe essere stato negativo in un
momento intermedio tra t e t+Dt

g = rand;
if g <k_micro*exp(-

ypostemp(j,1)*ypostemp(j,2)/(D_vf*delta_t)) % virus potrebbe infettare una
cellula

A_riga = ceil(xpostemp( j,2)/d_cell);

A_colonna = n_z-ceil(zp ostemp(j,2)/d_cell)+1;

if A(A_colonna,A_riga) == 1 % virus infetta una

cellula

B(A_colonna,A_riga) =
B(A_colonna,A_riga)+1;

k = k+1;
stuck(k,:) = [xpost emp(j,2),zpostemp(j,2)];
t_stuck(k,1) = t0+n t2*(q1-

1)*delta_t+i*delta_t;
xpostemp(j,2) = NaN ;
ypostemp(j,2) = NaN ;
zpostemp(j,2) = NaN ;
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elseif  ypostemp(j,2) > H % non c'e’ cellula,
virus viene riflesso at top

ypostemp(j,2) = 2*H -ypostemp(j,2);
end
elseif  ypostemp(j,2) > H % virus viene riflesso at
top
ypostemp(j,2) = 2*H-ypo stemp(j,2);
else
end
end
end
end

end
else
break % esce da tutti i cicli for, e va a "xposout =
xpostemp(:,2);"
end

xpostemp(:,1) = xpostemp(:,2);
ypostemp(:,1) = ypostemp(:,2);
zpostemp(:,1) = zpostemp(:,2);
end
Xposout = xpostemp(:,2);

yposout = ypostemp(:,2);
zposout = zpostemp(:,2);
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APPENDICE C

In questa appendice viene riportato I'algoritmoatigb alla simulazione dei processi
intracellulari relative alla sintesi di MRNA e peota integrati con la duplicazione cellulare.

C.1 Processi intracellulari

function

[A1,B1,C1,D1,Ncell_td_tot,GFP_pos_ t0,GFP_pos_td_tot ,BO]=Processi_inter_infe
zione_seed(A0,B0,C0,D0,NO,xdevst_virus,xdevst RNA,x devst_P,K,td,td_tot,Delt
aT,K_transcription,K_deg_mRNA,K_translation,K_deg_p rotein,empty_pos_rand)
%

% Nomenclatura delle matrici

% AO=matrice iniziale che indica dove sono le cellu le

% Al=come A0 ma con significato temporale

% BO=matrice iniziale che indica il numero di virus per cellula

% Bl=come B0 ma con significato temporale

% CO=matrice iniziale che indica la quantita di mRN A per cellula

% Cl=come CO ma con significato temporale

% DO=matrice iniziale che indica la quantita di Pro teina per cellula

% D1=come DO ma con significato temporale
%
cell_new=K-NO;
ind=clock;
%% Divisione Cellulare
r=log(2)/td; % velocita di duplicazione
% Inserimento di elementi -1 nella matrice BO nelle posizioni in cui AO=0
for i=1:size(A0,1)

for j=1:size(A0,2)

if AO0(i,j)==0
BO(i.j)=-1;
else
end
end
end
[i1nocell,i2nocell]=find(A0==0); %indici di dove non ci sono cellule
% % ATT, dopo il primo tempo non si duplica niente! !
% empty_pos_rand = randperm(length(ilnocell)); %dev e essere della stessa

dimensione di ilnocell

ilnocellrand = ilnocell(empty_pos_rand);
i2nocellrand = i2nocell(empty_pos_rand);

clear ilnocell i2nocell empty pos_rand

TimePoints = 0:DeltaT:td_tot;
NoTimePoints = length(TimePoints);

Ncell_t=zeros(NoTimePoints,1); % numero di cellule presenti ai time point
salvati

Ncell_t(1,1) = NO;

A_t=cell(1,NoTimePoints); % A per ogni tempo

A_t{1} = AQ;

B_t=cell(1,NoTimePoints); % B per ogni tempo

B_t{1} = BO;

C_t=cell(1,NoTimePoints); % C per ogni tempo
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C_t{1} = C0;

D_t=cell(1,NoTimePoints); % D per ogni tempo
D_t{1} = DO;

if cell_new==0

[C1,D1,GFP_pos_t0]=Processi_inter_infezione_NO_dupl
0,C0,DO,K _transcription,K_deg_mRNA,K _translation,K _

A1=A0;

B1=B0;

Ncell_td_tot=NO;

GFP_pos_td_tot=GFP_pos_t0;
else

for j=2:NoTimePoints

randn( ‘state’ ,1)
rand( ‘twister' 1)

Time = TimePoints(j);
Ntot_th=K*NO/(NO+exp(-r*Time)*(K-N0));

n_generazioni=log2(Ntot_th/NO);

icazione(TimePoints,A0,B
deg_protein);

Al=A0; %si parte sempre dalla stessa configurazione inizia le

B1=BO0;
C1=CaQ0;
D1=D0;

% costruzione della matrice C1 e D1 a partire dalle

iniziali

% fino al tempo Time
[icell,jcelll=find(B1~=-1);
DNA=zeros(length(icell),1);
RNAO=zeros(length(icell),1);
RNA _t=zeros(length(icell),1);
PO=zeros(length(icell),1);
P_t=zeros(length(icell),1);

for qg=1L1:length(icell)
DNA(qg)=B1(icell(q),jcell(q));
RNAO(q)=CO0(icell(q),jcell(q));

PO(q)=D0(icell(qg).jcell(q));
RNA_t(g)=round((DNA(q)*(-

1+exp(K_deg_mRNA*Time))*K_transcription+K_deg mRNA*

(K_deg_mRNA*Time)));
P_t(q)=(DNA(q)*(exp(K_deg_protein*Time)

exp(K_deg_mRNA*Time)*K_deg_mRNA+exp((K_deg_protein

K_deg_protein+K_deg_mRNA))*K _translation*K_transcri
g_MRNA*(-
(exp(K_deg_protein*Time)*K_translation*RNAO(q))+exp
(K_deg_protein*P0(q))+K_deg_mRNA*PO(q)+K_translatio

_protein+K_deg_mRNA)*Time)*K_deg_protein*K_deg_mRNA

K_deg_protein+K_deg_mRNA));

%costruzione delle matrici C1 e D1
Cl(icell(q),jcell(q))=RNA_t(q);

D1(icell(q),jcell(q))=P_t(q);
end

168

condizioni

% condizione iniziale
% condizione iniziale

RNAO(q))/(K_deg_mRNA*exp

*K_deg_protein-
+ K_deg_mRNA)*Time)*(-
ption+K_deg_protein*K_de

(K_deg_mRNA*Time)*(-
M*RNAO(q))))/(exp((K_deg



clear DNA RNAO PO RNA t P_t

%numero di volte in cui tutte le cellule della popo

duplicano
n_gen_int=floor(n_generazioni);

%% Duplicazione della parte intera

for i=1:n_gen_int
[ilcell,i2cell]=find(A1==1);
Ncell_prediv = length(ilcell);
da duplicare

%prima della duplicazione
parent_virus=zeros(Ncell_prediv,1);
parent_ RNA=zeros(Ncell_prediv,1);
parent_P=zeros(Ncell_prediv,1);

for g=1:Ncell_prediv

parent_virus(q)=B1(ilcell(q),i2cell

parent_RNA(g)=C1(ilcell(q),i2cell(q

parent_P(q)=D1(ilcell(q),i2cell(q))
end

childl = zeros(Ncell_prediv,1);
contiene la quantita di virus dopo la duplicazione
figlia (stessa posizione di parent)

child2 = zeros(Ncell_prediv,1);
contiene la quantita di virus dopo la duplicazione
figlia

child1RNA = zeros(Ncell_prediv,1);
che contiene la quantita di RNA dopo la duplicazion
figlia (stessa posizione di parent)

child2RNA = zeros(Ncell_prediv,1);
che contiene la quantita di RNA dopo la duplicazion
figlia

child1P = zeros(Ncell_prediv,1);
contiene la quantita di proteina dopo la duplicazio
figlia (stessa posizione di parent)

child2P = zeros(Ncell_prediv,1);
contiene la quantita di proteina dopo la duplicazio
cellula figlia

for qg=1:Ncell_prediv

child1(q)=rand_pdf_virus(parent_vir
child2(g)=parent_virus(q)-child1(q)
childlRNA(g)=rand_pdf RNA(parent_ RN
child2RNA(qg)=parent_ RNA(q)-child1RN
child1P(qg)=rand_pdf_P(parent_P(q),x
child2P(qg)=parent_P(q)-child1P(q);

end

Ncell_added = sum(sum(A1))-NO;
for qg=1:Ncell_prediv
gl = g+Ncell_added;
Al(ilnocellrand(gl),i2nocellrand(ql
B1(ilcell(g),i2cell(q))=child1(q);
B1(ilnocellrand(ql),i2nocellrand(ql
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%indici di dove sono le cellule

%questo € il numero di cellule

(@D);
));

% child1 sara il vettore che
nella prima cellula

% child2 sara il vettore che
nella secoonda cellula

% child1RNA sara il vettore
e nella prima cellula

% child2RNA sara il vettore

e nella secoonda cellula

% child1P sara il vettore che
ne nella prima cellula

% child2P sara il vettore che
ne nella secoonda

us(q),xdevst_virus);

A(q),xdevst_RNA);

% numero cellule aggiunte finora

N=1
))=child2(q);



Cl(i1cell(g),i2cell(q))=child1RNA(q ;
Cl(ilnocellrand(gl),i2nocellrand(ql ))=child2RNA(Qq);

D1(i1cell(q),i2cell(q))=child1P(q);
D1(ilnocellrand(ql),i2nocellrand(gql ))=child2P(q);
end
end
clear i q ilcell i2cell ilnocell i2nocell parent_virus child1

child2  childlRNA child2RNA child1P  child2P
O mmm e mmemmmmmmmemmmeeeee

%% Duplicazione della parte decimale

Ntot_int=sum(sum(A1l)); % numero di cellule dopo la duplicazione
della parte intera

Ntot=round(Ntot_th); %numero di cellule finali

Ncell_added = Ntot_int-NO; % numero cellule aggiunte dopo la
duplicazione della parte intera

Ncell_new=Ntot-Ntot_int; %cellule rimaste da aggiungere

[i1cell,i2cell]= find(Al==1); %indici di dove sono le cellule

parent=zeros(Ncell_new,1); %parent sara il vettore che contiene la

quantita di virus prima della duplicazione

%riempimento del vettore parent
for qg=1:Ncell_new
parent(q)=B1(ilcell(q),i2cell(q));
parent_ RNA(q)=C1(ilcell(q),i2cell(q));
parent_P(q)=D1(ilcell(q),i2cell(q));
end

childl=zeros(Ncell_new,1);
child2=zeros(Ncell_new,1);

childlRNA = zeros(Ncell_new,1); % childl sara il vettore che
contiene la quantita di RNA dopo la duplicazione ne lla prima cellula figlia
(stessa posizione di parent)

child2RNA = zeros(Ncell_new,1); % child2 sara il vettore che
contiene la quantitd di RNA dopo la duplicazione ne lla seconda cellula
figlia

child1P = zeros(Ncell_new,1); % childl sara il vettore che contiene
la quantita di proteina dopo la duplicazione nella prima cellula figlia
(stessa posizione di parent)

child2P = zeros(Ncell_new,1); % child2 sara il vettore che contiene
la quantita di proteina dopo la duplicazione nella seconda cellula figlia

for qg=1:Ncell_new

child1(q)=rand_pdf_virus(parent(q),xdev st_virus);
child2(q)=parent(q)-child1(q);

childlRNA(g)=rand_pdf RNA(parent_RNA(q) xdevst_RNA);
child2RNA(qg)=parent_RNA(q)-child1RNA(q) ;
child1P(q)=rand_pdf_P(parent_P(q),xdevs t P);

child2P(q)=parent_P(q)-child1P(q);
end

for g=1:Ncell_new
gl = g+Ncell_added;
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Al(ilnocellrand(gl),i2nocellrand(ql))=1
B1(ilcell(q),i2cell(q))=child1(q);

B1(ilnocellrand(ql),i2nocellrand(ql))=c hild2(q);
Cl(ilcell(g),i2cell(q))=child1RNA(q);
Cl(ilnocellrand(gl),i2nocellrand(ql))=c hild2RNA(Q);
D1(i1cell(q),i2cell(g))=child1P(q);

D1(i1nocellrand(gl),i2nocellrand(ql))=c hild2P(q);

end
clear g ilcell i2cell ilnocell i2nocell parent childl  child2

childlRNA  child2RNA child1lP  child2P

Ncell_t(j)=length(find(A1==1));
A_t{j}=A1;
B_t{j}=B1;
C_t{j}=C1,;
D_t{j}=D1;

end

% - - mmmmmm——— e

Al=A t{1,end};
B1=B_t{l1,end};
C1=C_t{1,end};
D1=D t{1,end};

Ncell_td_tot=length(find(A1l==1)); %numero di cellule al tempo finale

Ncell_1virus_tO=length(find(B0>=1)); %nemero di cellule con almeno un
virus al tempo iniziale

Ncell_1virus_tf=length(find(B1>=1)); %numero di cellule con almeno un

virus al tempo finale

GFP_pos=[Ncell_1virus_t0/NO*100 Ncell_1virus_tf /Ncell_td_tot*100];
GFP_pos_t0 = GFP_pos(1);
GFP_pos_td_tot = GFP_pos(2);

end

function

[C1,D1,GFP_pos_t0]=Processi_inter_infezione_NO_dupl icazione(TimePoints,A0,B
0,C0,DO,K _transcription,K_deg_mRNA,K translation,K _ deg_protein)

NoTimePoints=length(TimePoints);

for j=1:NoTimePoints
Time=TimePoints(j);
[icell,jcell]=find(BO~=-1);
DNA=zeros(length(icell),1);
RNAO=zeros(length(icell),1);
RNA_t=zeros(length(icell),1);
P0O=zeros(length(icell),1);
P_t=zeros(length(icell),1);

for g=1L1:length(icell)

DNA(q)=B0(icell(q),jcell(q));
RNAO(q)=CO0(icell(q),jcell(q)); % condizione iniziale
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PO(q)=D0(icell(qg),jcell(a)); % condizione iniziale

RNA_t(q)=round((DNA(q)*(-
1+exp(K_deg_mRNA*Time))*K_transcription+K_deg mRNA*
(K_deg_mRNA*Time)));

P_t(q)=(DNA(q)*(exp(K_deg_protein*Time)*K_d
exp(K_deg_mRNA*Time)*K_deg_mRNA+exp((K_deg_protein
K_deg_protein+K_deg_mRNA))*K_translation*K_transcri
g_MRNA*(-

(exp(K_deg_protein*Time)*K _translation*RNAO(q))+exp
(K_deg_protein*P0(q))+K_deg_mRNA*PO(q)+K _translatio
_protein+K_deg_mRNA)*Time)*K_deg_protein*K_deg_mRNA
K_deg_protein+K_deg_mRNA));

%costruzione delle matrici C1 e D1
Cl(icell(g),jcell(q))=RNA_t(q);
D1(icell(q).jcell(a))=P_t(a);
end

end
Ncell_1virus=length(find(B0>=1));
cell=sum(sum(A0));
GFP_pos_t0=Ncell_1virus/cell*100;

function  childl=rand_pdf virus(parent,xdevst)
mu = parent/2; %media

devst = mu/xdevst; Y%varianza

%piu xdevst & grande piu la varianza e stretta
childl = max(0,round(mu+devst*randn));

function  childl=rand_pdf RNA(parent,xdevst)
mu = parent/2; %media

devst = mu/xdevst; Y%varianza

%piu xdevst & grande piu la varianza e stretta
child1l = max(0,round(mu+devst*randn));

function  childl=rand_pdf_P(parent,xdevst)
mu = parent/2; %media

devst = mu/xdevst; Y%varianza

%piu xdevst & grande piu la varianza e stretta
childl = max(0,mu+devst*randn);
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APPENDICE D

Questa appendice riporta la function relativa @infy dei parametri dell’equazione logistica
imiegata per modellare la duplicazione cellulare.

D.1 Fitting della curva di crescita cellulare

function  curva_crescita_fitting

clear all ;clc

%curva di crescita di MEF

% fitting da dati sperimentali per ottenere i param etri della legge
% logistica: K e td

%% EXP

%vettore temporale

time_point=[0 28 67 73 95 121 192];

Nexp=round([95.425 116.655 171.67 189.43 186.54 192 .94 229.2004]); %
cell/(mm~2)

std_exp=[7.58 14.7462 31.2504 28.1840 25.5119 27.46 17 48.2259];
NO=Nexp(1); % cell/(mm~"2)

x0=[12 100];

[x,cost]=fminsearch(@ (x)Fun_cost(x,NO,time_point,Ne Xp,std_exp),x0);
td=x(2);

Kconc=x(2); % cell/mm2

d_cell= 65; %um

n_z=23;

n_x=259;

area_th=(n_x*n_z*d_cell"2)*(10"-6); % mmA”2

K = round(Kconc*area_th);
%tempo_th=time_point;
tempo_th=0:300;
Ntot_th=zeros(1,length(tempo_th));
for t=1:length(tempo_th)

Ntot_th(t)=round(Kconc*NO/(NO+exp(-log(2)/td*te mpo_th(t))*(Kconc-N0)));
end
plot(tempo_th,Ntot_th)
hold on
errorbar(time_point,Nexp,std_exp, 0" )
title(  'Fitting dei parametri della curva di crescita’ )
xlabel(  'Tempo [h]" )
ylabel( 'numero di cellule per superficie [cellule/mm”2]' )

function  cost=Fun_cost(x,NO,time_point,Nexp,std_exp)
td=x(2);

Kconc=x(2);

r=log(2)/td;

Nmod = Kconc*NO./(NO+exp(-rstime_point).*(Kconc-NO) );
cost=sum(((Nexp-Nmod)."2)./(std_exp."2));
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APPENDICE E

In questa appendice viene riportato il programmiadelisi di imagine impiegata per
quantificare la degradazione dei virus nella fagafdzione.

E.1 Analisi di immagine per il virus decay

clear all ;close all ;clc
% PROGRAMMA DI ANALISI DI IMMAGINE

% Il programma svolge i seguenti compiti:
% 1) conta cellule marcate con HOECHST
% 2) conta cellule GFP+

% Prima di far girare il programma bisogna definire

% 1) line 42: inserire percorso dove sono le immagi
% es. Folder = 'C:\Users\User\Desktop'

% 2) line43: inserire il prefisso del nome delle im

% es. Prefisso_nome_foto = 'image’;

% in questo caso le 2 immagini (HOECHST + GF
chiamano:

% imagel_chO0l.jpg (foto 1 HOECHST)

% imagel ch02.jpg (foto 1 GFP)

% image2_chO01.jpg (foto 2 HOECHST)

% image2_ch02.jpg (foto 2 GFP)

% 3) line 44: definire il numero di immagini (HOECH
% es. Num_foto = 1; se si ha una immagine HOECHS
% 4) line 45: modificare nl (parametro che influisc
riconosce i

% nuclei cellulari), finche' non si trova una bu

nuclei

% originale e nuclei finale in figure 1

% 5) line 46: modificare n3 (parametro che influisc
riconosce i

% le cellule GFP+), finche' non si trova una buo

% GFP originale e GFP binaria in figure 2

% NOTA BENE: €' bene tenere Num_foto = 1; finche' n
% valore per nl e n3. Una volta difinti
Num_foto

% corretto e non variare piu' nl e n3 se
eseguite nelle

% stesse condizioni (luminosita’, tipo d
ingrandimento, ...)

% Output del modello:

% Il modello genera un file excel ‘workspace.xIs',
chiedera'

% se si e’ sicuri di voler aprire il file, cliccare
riportati gli

% input e i seguenti output:

% NrNuclei = numero nuclei nella foto

% NrGFP = numero cellule GFP+ nella foto

% conc = numero cell/mm2

% Efficiency = percentuale cellule GFP+
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%% INPUT

Folder =  'C:\Users\Utente\Documents\MATLAB\tesi
magistrale\mio\fase2\imaging\virus decay" ;
Prefisso_nome_foto = 'image’ ;

Num_foto = 12;

nl =0.044;

%% LOAD FOLDER WITH IMAGES
addpath(Folder);

for g =1:Num_foto
i_vect{g} = num2str(g); %indice foto da analizzare
end

%% FOTO HOECHST
J10 = cell(1,length(i_vect));
for | = 1:length(i_vect)
i =i_vect{l};
image = [Prefisso_nome_foto,i, ' ch01.jpg’ 1;

J1full = imread(image);
%figure(1); subplot 121;
%imshow(J1full); title('nuclei originale’);
J1full = rgb2gray(J1full);

J10full = HOECHST(J1full,n1);
%figure(1); subplot 122;
%imshow(J10full); title('nuclei finale");

[labeled,numObjects] = bwlabel(J10full,4);
labeled_tot{l} = labeled;
NrNuclei(l) = numObjects;

ch_width = size(J1full,2)*100/97*1e-3; % mm
ch_length = size(J1full,1)*100/97*1e-3; % mm
Area(l) = ch_length*ch_width; % mm?2

Conc(l) = NrNuclei(l)/Area(l); % cell/mm2

J10{1,1} = J10full;
end

clear Area | Jifull J10full ch_length  ch_width labeled numObjects
save workspace

%% FOTO GFP
L = length(i_vect);
for =1L
i =i_vect{l};
image_jpg = [Prefisso_nome_foto,i, ' ch02.jpg’ K

11 = imread(image_jpg);
12 = rgh2gray(11);

% Mean fluorescence in each ROI ( = nuclear regions )
labeled = labeled_tot{l};
ListPixelROls = regionprops(labeled, '‘PixelldxList' );

for j= 1:NrNuclei(l)

MeanFI(j,1) = mean2(12(ListPixelROls(j,1).P ixelldxList));
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end
MeanFI_tot{:,I} = MeanFl,
clear MeanFI

%figure
%hist(MeanFI_tot{:,1},1:2:140)

N{I}=hist(MeanFI_tot{:,1},1:140);
%xlim([0 140])
%xlabel('Fluorescence Intensity, (a.u.)’)
%ylabel(‘Count’)
%hold on
% pause
%plot(1:140,N{1})

n2=29; % chosen according to x-value in histogram, TO DEFI

NrGFP(I) = length(find(MeanFI_tot{;,I} > n2));

Efficiency(l) = NrGFP(I)/NrNuclei(1)*100; % %
end

Mchip3=[N{1,1};N{1,2};N{1,3}];

Mchip4=[N{1,5};N{1,6};N{1,7};N{1,8}];

Mchip5=[N{1,9};N{1,10};N{1,11};N{1,12}];

mean_N_chip3=zeros(1,length(N{1,1}));

dev_st_chip3=zeros(1,length(N{1,1}));

mean_N_chip4=zeros(1,length(N{1,5}));

dev_st_chip4=zeros(1,length(N{1,5}));

mean_N_chip5=zeros(1,length(N{1,9}));

dev_st_chip5=zeros(1,length(N{1,9}));

for j=1:140
mean_N_chip3(j) = mean(Mchip3(.,j));
dev_st_chip3(j) = std(Mchip3(:,j));
mean_N_chip4(j) = mean(Mchip4(:,j));
dev_st_chip4(j) = std(Mchip4(.,j));
mean_N_chip5(j) = mean(Mchip5(:,j));
dev_st_chip5(j) = std(Mchip5(.,j));

end

figure

plot(1:140,mean_N_chip3, ‘LineWidth' ,2)

hold on

errorbar(mean_N_chip3,dev_st_chip3, xr' )

xlim([0 140])

xlabel(  'Fluorescence Intensity, (a.u.)' )

ylabel(  'Count’ )

%title('PDF with standard deviation (virus fresh)’)
title( 'Virus fresh' )

figure

plot(1:140,mean_N_chip4, ‘LineWidth' ,2)
hold on

errorbar(mean_N_chip4,dev_st_chip4, xr' )
xlim([0 140])

xlabel(  'Fluorescence Intensity, (a.u.)' )
ylabel( 'Count’ )

%title('PDF with standard deviation (virus adsorpti

title( ‘Virus adsorption’ )
figure
plot(1:140,mean_N_chip5, ‘LineWidth' ,2)
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hold on

errorbar(mean_N_chip5,dev_st_chip5, xr' )
xlim([0 140])
xlabel(  'Fluorescence Intensity, (a.u.)' )

ylabel(  'Count’ )
%title('PDF with standard deviation (virus temperat
title( ‘Virus temperature degradation’ )

%figure
ccdf_chip3=zeros(1,140);
ccdf_chipd4=zeros(1,140);
ccdf_chip5=zeros(1,140);
st_31=zeros(1,140);
st_32=zeros(1,140);
st_33=zeros(1,140);

for k=1:140
ccdf_chip3(k)=sum(mean_N_chip3(k:140))/sum(mean
ccdf_chip4(k)=sum(mean_N_chip4(k:140))/sum(mean
ccdf_chip5(k)=sum(mean_N_chip5(k:140))/sum(mean

st_31(k)=sum(Mchip3(1,k:140))/sum(Mchip3(1,:))*
st_32(k)=sum(Mchip3(2,k:140))/sum(Mchip3(2,:))*
st_33(k)=sum(Mchip3(3,k:140))/sum(Mchip3(3,:))*

st_41(k)=sum(Mchip4(1,k:140))/sum(Mchip4(1,))*
st_42(k)=sum(Mchip4(2,k:140))/sum(Mchip4(2,:))*
st_43(k)=sum(Mchip4(3,k:140))/sum(Mchip4(3,:))*
st_44(k)=sum(Mchip4(4,k:140))/sum(Mchip4(4,))*

st_51(k)=sum(Mchip5(1,k:140))/sum(Mchip5(1,:))*
st_52(k)=sum(Mchip5(2,k:140))/sum(Mchip5(2,:))*
st_53(k)=sum(Mchip5(3,k:140))/sum(Mchip5(3,:))*
st_54(k)=sum(Mchip5(4,k:140))/sum(Mchip5(4,:))*
end
st_chip3=[st_31;st_32;st_33];
st_chip3_ccdf=std(st_chip3,0,1);

st_chip4=[st_41;st_42;st_43;st_44];
st_chip4_ccdf=std(st_chip4,0,1);

st_chip5=[st_51;st 52;st_53;st_54];
st_chip5_ccdf=std(st_chip5,0,1);

plot(1:140,ccdf_chip3,
hold on
plot(1:140,ccdf _chip4, T, 'LineWidth' ,2)
hold on

plot(1:140,ccdf_chip5, 'g" , 'LineWidth' ,2)
legend( 'Virus fresco' , "Adsorbimento dei virus'
virus' )

hold on
errorbar(1:2:140,ccdf_chip3(1:2:140),st_chip3_ccdf(
5, 'Marker' "
hold on
errorbar(1:2:140,ccdf_chip4(1:2:140),st_chip4_ccdf(
5, 'Marker' .
hold on

‘LineWidth' ,2)
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, 'LineStyle' , 'none’ , 'Color' ,[001])

, 'LineStyle' ,'none’ , 'Color' ,[100])

ure degradation)")

_N_chip3)*100;
_N_chip4)*100;
_N_chip5)*100;

100;
100;
100;

100;
100;
100;
100;

100;
100;
100;
100;

, 'Degradazione termica dei

1:2:140), 'MarkerSize'

1:2:140), 'MarkerSize'



errorbar(1:2:140,ccdf_chip5(1:2:140),st_chip5_ccdf(

5, 'Marker' ,'." , 'LineStyle' , 'none’ , 'Color' ,[010])
xlabel( 'Intensita di fluorescenza, (a.u.)' )
ylabel( "% GFP+' )

%title('Complementary cumulative distribution funct

El_chip3=mean(Efficiency(1:3));

El_dev_st chip3=std(Efficiency(1:3));
El_chipd=mean(Efficiency(5:8));

El_dev_st chip4=std(Efficiency(5:8));
El_chip5=mean(Efficiency(9:12));
El_dev_st_chip5=std(Efficiency(9:12));

figure

El_mean=[EIl_chip3 EI_chip4 EI_chip5];
dev_st_chip=[El_dev_st_chip3 El_dev_st_chip4 El_dev
bar(1:3,El_mean)

hold on
errorbar(El_mean,dev_st_chip, xr' )
ylabel( 'Efficienza %' )

%xlabel('Virus fresh Virus adsorption Virus tempera
set(gca, 'XTickLabel' J{ 'Virus fresco'
termica virus' b

%title('Efficiency comparison')

, 'Adsorbimento virus'

1:2:140), 'MarkerSize' ,0.

ion")

_st_chip5];

ture degradation’)
, 'Degradazione

rmpath(Folder)

clear g i | ivect | k n2 I1full 18full J10 image jpg labeled numObjects
prefixl q

save workspace

xlswrite(  ‘'workspace' { 'INPUT' }, 'Fogliol' ,'Al" )

xlswrite(  ‘'workspace' { 'Folder’ }, 'Fogliol" ,'A2"' )

xlswrite(  ‘'workspace' { 'Prefisso_nome_foto' }, 'Fogliol" ,'A3' )
xlswrite( 'workspace' { 'nl" }, 'Fogliol" ,'Ad' )

xlswrite(  'workspace' {Folder}, 'Fogliol' ,'B2' )

xlswrite( 'workspace' {Prefisso_nome_foto}, 'Fogliol" ,'B3' )
xlswrite( 'workspace' ,nl, 'Fogliol" ,'B4' )

xlswrite( 'workspace' { 'OUTPUT'}, 'Fogliol' ,'A7" )

xlswrite( 'workspace' { 'No. Foto' }, 'Fogliol' ,'A8" )

xlswrite(  ‘'workspace' { 'NrNuclei" }, 'Fogliol" ,'B8' )

xlswrite( 'workspace' { 'NrGFP' }, 'Fogliol’ ,'C8" )

xlswrite( 'workspace' { 'Conc (cell/mmz2)’ }, 'Fogliol' ,'D8' )
xlswrite(  'workspace' { 'Efficiency (%) }, 'Fogliol" ,'E8' )
NrNuclei = NrNuclei';

NrGFP = NrGFP*;

Conc = Conc';

Efficiency = Efficiency’;

NrFoto = [1:Num_foto]’;

xlswrite( 'workspace' ,NrFoto, 'Fogliol’ ,'A9" )

xlswrite( 'workspace' ,NrNuclei, 'Fogliol" ,'B9" )

xlswrite( 'workspace' ,NrGFP, 'Fogliol" ,'C9' )

xlswrite( 'workspace' ,Conc, 'Fogliol' ,'D9" )

xlswrite( 'workspace' Efficiency, 'Fogliol" ,'E9" )
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function  J10 = HOECHST(J1,n1)

J2 = adapthisteq(J1, ‘NBins' ,512); clear J1
% figure(3); imshow(J2); title('nuclei con contrast

J3 = im2bw(J2,nl); clear J2
% figure(4); imshow(J3); title('nuclei binaria');

J4 = bwmorph(J3, ‘clean' );clear J3

J5 = bwmorph(J4,  fill ); clear J4

J6 = bwmorph(J5, 'majority’ ); clear J5
J7 = bwmorph(J6, ‘clean' ,Inf); clear J6
% figure(5),imshow(J7); title('nuclei clean, fill,

J8 = bwareaopen(J7,25); clear J7

J9 = bwmorph(J8, ‘clean' ,Inf); clear J8

% figure(6),imshow(J9); title (‘nuclei eliminazione

se = strel( 'disk' ,1);
J10 = imerode(J9, se);
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APPENDICE F

In questa appendice viene riportata la tabella che identifica i promotori dei geni target per i
quattro fattori di trascrizione utilizzati per quantificare il processo di DNA binding. Nella
colonna indicata con INDICE TESI s intende la posizione che il promotore assume nelle
figure dellates che rappresentano il profilo genetico successivo al DNA binding.

Symbol Accesson number | Sox2 Oct4 Klf4 Myc | INDICE TESI Symbol Accession number | Sox2 | Oct4 Klf4 Myc | INDICE TESI
LOC433801 001013808 | target | target | target | target Ankrd10 3971 target | target | target | target 2
OTTMUSG00000010673 001014397 | target | target | target | target Dst 4448 target | target | target | target 3
Foxred2 001017 target | target | target | target Ogt 9144 target | target | target | target 4
Fubp3 001033: target | target | target | target 4 Trib3 44554 target | target | target | target 55
Zfp206 M_001033425 | target | target [ target | target 5 Cbx7 M_144811 target | target | target | target 56
MGC117846 NM_001037926 | target | target | target | target 6 Wdr79 NM_144824 target | target | target | target 57
Ankrd37 NM_001039562 | target | target | target | target 7 1700019D03Rik NM_144953 target | target | target | target 58
Rarg NM_001042727 | target | target | target | target 8 Dyrk3 NM_145508 target | target | target | target 59
Apocl NM_007469 target | target [ target | target 9 BC020077 NM_145549 target | target | target | target 60
Slc26a2 NM_007885 target | target [ target | target 10 Zfp428 NM_146183 target | target | target | target 61
Max NM_008558 target | target [ target | target 11 Thc1d13 NM_146252 target | target | target | target 62
Mybl2 NM_008652 target | target [ target | target 12 BC038286 NM_170755 target | target | target | target 63
Notchl NM_008714 target | target [ target | target 13 Cchll NM_172404 target | target | target | target 64
Tcfap2c NM_009335 target | target [ target | target 14 Rbbp5 NM_172517 target | target | target | target 65
Tcll NM_009337 target | target [ target | target 15 Itpk1 NM_172584 target | target | target | target 66
Rnd2 NM_009708 target | target [ target | target 16 D14Ertd436e NM_172599 target | target | target | target 67
Fnl NM_010233 target | target | target | target 17 2310044G17Rik NM_173735 target | target | target | target 68
H2afx 010436 target | target | target | target 8 Rhof 7509 target | target | target | target 69
KIf9 010638 target | target | target | target 9 Trib3 75093 | target | target | target | target 7!
Tcea3 011542 target | target | target | target Didol 7555 target | target | target | target 7
bb 011664 target | target | target | target 6030445D17Rik 7707 target | target | target | target 7
Zfp13 011747 target | target | target | target Chd9 77224 target | target | target | target 7
Didol 011805 target | target | target | target Myst2 77619 | target | target | target | target 74
m2 011917 target | target | target | target 4 Didol 7785! target | target | target | target 75
Vatl 012037 target | target | target | target 25 Slc25a40 78761 target | target | target | target 76
Dbf4 013726 target | target | target | target 6 AW822216 78884 target | target | target | target 7
Slc20al 015747 target | target | target | target 7 C79267 8314 target | target | target | target 78
Tmem131 018872 target | target | target | target 8 Zbtb40 9824 target | target | target | target 79
Atf7ip 019426 target | target | target | target 9 Fbxo27 0723 target | target | target | target 80
Refbp2 M_019484 target | target [ target | target 0 Zfp57 NM_001013745 | target | target | target . 81
Rbm14 NM_019869 target | target [ target | target 31 LOC554327 NM_001033118 | target | target | target . 82
Nif3l1 NM_022988 target | target [ target | target 32 AsxI1 NM_001039939 | target | target | target . 83
Rmnd5b NM_025346 target | target [ target | target 33 Phcl NM_001042623 | target | target | target . 84
Itgh3bp NM_026348 target | target [ target | target 34 Zfp3611 NM_007564 target | target | target . 85
Pefl NM_026441 target | target [ target | target 35 Cbx1 NM_007622 target | target | target . 86
1810031K17Rik NM_026977 target | target [ target | target 36 Cd38 NM_007646 target | target | target . 87
Ppil3 NM_027351 target | target [ target | target 37 Cfcl NM_007685 target | target | target . 88
Ppil3 NM_027374 target | target [ target | target 38 Phcl NM_007905 target | target | target . 89
5830411E10Rik NM_028696 target | target [ target | target 39 Ephx2 NM_007940 target | target | target . 90
Stk40 NM_028800 target | target [ target | target 40 Evx1 NM_007966 target | target | target . 91
5730559C18Rik NM_028872 target | target [ target | target 41 Hoxb13 NM_008267 target | target | target . 92
4931428F04R;i NM_028888 target | target | target | target 42 KIf2 NM_008452 target | target | target . 93
2310003C23Rik 029607 target | target | target | target 43 Pdgfa 008808 target | target | target . 4
5730590G19Rik 029835 target | target | target | target 44 Pipox 008952 target | target | target . 5
Ifitm2 030694 target | target | target | target 45 Wnt8a 009290 target | target | target . 6
Uck: 030724 target | target | target | target 46 T 009309 target | target | target . 7
Spred1 033524 target | target | target | target 47 Vegfc 009506 target | target | target . 8
Osr2 05404 target | target | target | target 48 Zfp57 009559 target | target | target . 9
Zfp704 218 target | target | target | target 49 Zic2 009574 target | target | target . 00
Ppp1ri5b 819 target | target | target | target 50 Aox1 009676 target | target | target . 01
Dst 833 target | target | target | target 51 Casq2 009814 target | target | target . 02
Ccré 009835 target | target | target . 03 4933405K07Rik 028913 target | target | target . 56
Cdx1 009880 target | target | target 04 Arhgap12 029277 target | target | target . 57
Cst3 009976 target | target | target 05 2410137M14Rik 029747 target | target | target . 58
Dabl M_010014 target | target | target 06 D11Ertd636e M_029794 target | target | target . 59
Leftyl M_010094 target | target | target 07 Mtss1 M_144800 target | target | target . 60
Hck NM_010407 target | target | target . 108 Slc39a14 NM_144808 target | target | target . 161
Hexb NM_010422 target | target | target . 109 Rhbdd2 NM_146002 target | target | target . 162
116st NM_010560 target | target | target . 110 Pde6a NM_146086 target | target | target . 163
Kifc3 NM_010631 target | target | target . 111 BC024479 NM_146222 target | target | target . 164
Lrrn2 NM_010732 target | target | target . 112 Gprl NM_146250 target | target | target . 165
Msh6 NM_010830 target | target | target . 113 Cobl NM_172496 target | target | target . 166
Nck2 NM_010879 target | target | target . 114 Rifl NM_175238 target | target | target . 167
Nfkbia NM_010907 target | target | target . 115 Hod NM_175606 target | target | target . 168
Nefl NM_010910 target | target | target . 116 Lefty2 NM_177099 target | target | target . 169
Nkx2-2 NM_010919 target | target | target . 117 Dabl NM_177259 target | target | target . 170
Ptgfrn NM_011197 target | target | target . 118 C130021120Rik NM_177842 target | target | target . 171
Rest 011263 target | target | target . 9 Dennd2c 77857 target | target | target . 72
Rnf12 011276 target | target | target . Reep3 78606 target | target | target . 73
Sox13 01143 target | target | target . Grsfl 78700 target | target | target . 74
Sox2 01144 target | target | target . Slcéal 78703 target | target | target . 75
Spic 01146 target | target | target . D630039A03Rik 78727 target | target | target . 76
Tcfap2a 01154 target | target | target 4 Cmtm1 0 target | target | target . 77
Tdgf 011562 target | target | target 5 Cmtm1 0 target | target | target . 78
Thbs: 011581 target | target | target 6 2200001115Rik 8 target | target | target . 79
Spry: 011897 target | target | target 7 Rbm35a 4055 target | target | target
Msx2 013601 target | target | target 8 Zfp532 07255 target | target | target .
Nodal 013611 target | target | target 9 EG330503 NM_001033540 | target | target . target
Pax6 013627 target | target | target 0 LOC435970 NM_001034893 | target | target . target
Pou5f1 013633 target | target | target 1 Atpifl M_007512 target | target . target 4
Sfrpl M_013834 target | target | target 2 Gad2 NM_008078 target | target . target 5
Fbxo15 NM_015798 target | target | target 133 Ntnl NM_008744 target | target . target 186
Hnrpdl NM_016690 target | target | target 134 Pip5k1b NM_008847 target | target . target 187
Tmod3 NM_016963 target | target | target 135 Vps72 NM_009336 target | target . target 188
Amotl2 NM_019764 target | target | target . 136 Nfe2l2 NM_010902 target | target . target 189
Gpa33 NM_021610 target | target | target . 137 Per2 NM_011066 target | target . target 190
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Tmem8 021793 target | target | target 38 Vdacl 011694 target | target target
Jarid2 021878 target | target | target 39 Psmb: 011971 target | target target 2
Zic! 022987 target | target | target 40 Zfpl4f 011980 target | target target
Sdhb 023374 target | target | target 4 Tmeff; 02143 target | target target 4
Tcfep2ll 023755 target | target | target 4 Cdkb5rapl 02587 target | target target 5
Prei3 025283 target | target | target 4 Tafl5 0274 target | target target 6
Stmn2 025285 target | target | target 44 Adpgk 028121 target | target target 7
Camk2n1 025451 target | target | target 45 Adiporl 028320 target | target target 8
Zwint 025635 target | target | target 46 Pcdhgb7 033579 | target | target target 9
D11Ertd636e 026682 target | target | target 47 Pcdhgal0 03359 target | target target 00
Ifitm1 026820 target | target | target 48 Usp48 13087 target | target target 01
1500001A10Rik M_026886 target | target | target 49 Uhrf2 M_14487: target | target target 02
Mapklipl NM_027115 target | target | target 150 Dnajc8 NM_172400 target | target target 203
Thcld9 NM_027758 target | target | target 151 Olfml2a NM_172854 target | target target 204
Lrrc34 NM_027941 target | target | target 152 Lmbrd2 NM_177178 target | target target 205
Nanog NM_028016 target | target | target 153 Slit2 NM_178804 target | target target 206
Sulf2 NM_028072 target | target | target 154 AK122525 NM_199028 target | target target 207
Lrrc2 NM_028838 target | target | target 155 Ric8b NM_001013441 | target | target 208
6030408C04Rik NM_001015099 | target | target 209 Mrps23 NM_024174 target | target 260
Nufip2 NM_001024205 | target | target 210 Ndufb3 NM_025597 target | target 261
MGC99845 NM_001025382 | target | target 211 Nrarp NM_025980 target | target 262
Slc9a2 NM_001033289 | target | target 212 Zcrbl NM_026025 target | target 263
Hs6st2 NM_001077202 | target | target 213 2700062C07Rik NM_026529 target | target 264
Slc7a3 NM_007515 target | target 214 Rfx4 NM_027689 target | target 265
Bcl2ald 007536 target | target 5 1200006F02Rik 027872 target | target 6
Sirpa 007547 target | target 6 D5Ertd585e 027922 target | target 7
Cdx4 007674 target | target 7 Fundcl 028058 target | target 8
DII1 007865 target | target 8 Pmpch 02843 target | target 9
Edn2 007902 target | target 9 4933403G14Rik 02890 target | target
Gjb3 008126 target | target 0 Rab4b 02939 target | target 7
Hoxbl 008266 target | target Trim34 030684 target | target 7
ypl2 008596 target | target Renl 031, target | target 7!
Etv4 008815 target | target Ren2 031, target | target 74
Ptchl 008957 target | target 4 Tssk3 08044 target | target 75
Sftpd 009160 target | target 5 Ankrd6 08047 target | target 76
Sms 009214 target | target 26 1117rd 13443 target | target 77
Stagl M_009282 target | target 27 Dppa3 M_139218 target | target 78
Tcf7 NM_009331 target | target 228 Camklg NM_144817 target | target 279
Nrsnl NM_009513 target | target 229 Pphinl NM_146062 target | target 280
Zfp64 NM_009564 target | target 230 Liph NM_153404 target | target 281
Arsa NM_009713 target | target 231 Suhw3 NM_153532 target | target 282
Cdk5r2 NM_009872 target | target 232 C230093N12Rik NM_153560 target | target 283
Dkk1 NM_010051 target | target 233 BC049806 NM_172513 target | target 284
Ebf3 NM_010096 target | target 234 D18Ertd653e NM_172631 target | target 285
Eyal NM_010164 target | target 235 Mapk4 NM_172632 target | target 286
Galr2 NM_010254 target | target 236 Epc2 NM_172663 target | target 287
Pdpn NM_010329 target | target 237 Otopl NM_172709 target | target 288
1110 NM_010548 target | target 238 Plekha7 NM_172743 target | target 289
Grap2 NM_010815 target | target 239 8430417A20Rik NM_175209 target | target 290
Neurogl 010896 target | target 40 Pphinl 7536 target | target
Pax9 01104 target | target 4 Btn2a2 7593 target | target 2
Semabc 0113! target | target 4 AT730055C05Rik 77392 target | target
Srms 0114 target | target 4 Histlh2an 78184 target | target 4
Plscrl 011636 target | target 44 Hist1h2bp 78202 target | target 5
Gadd45g 011817 target | target 45 Hist1h3i 78207 target | target 6
Odz4 011858 target | target 46 Hist3h2a 78218 | target | target 7
Slc27a2 011978 target | target 47 Lrrtm3 7867 target | target 8
Cops4 012001 target | target 48 4933426M11Rik 7868. target | target 9
Lrpapl 013587 target | target 49 4932441K18Rik 7893! target | target 0
Trp53bpl 013735 target | target 250 Ric8b 317. target | target 0.
Rorl 013845 target | target 5. Adipor2 7985 target | target o)
Hs6st2 M_015819 target | target 5. Phactrl M_198419 target | target 0.
Hnrpu M_016805 target | target 5. BC051628 M_199312 target | target 04
Msln NM_018857 target | target 254 Prmt8 NM_201371 target | target 305
Mial NM_019394 target | target 255 Fgfr2 NM_201601 target | target 306
Acp6 NM_019800 target | target 256 Hist3h2bb NM_206882 target | target 307
Pdgfc NM_019971 target | target 257 H2afy2 NM_207000 target | target . . 308
Histlhlb NM_020034 target | target 258 2310073E15Rik NM_001025588 | target target | target 309
Etv5 NM_023794 target | target . . 259 Baiap2 NM_001037754 | target target | target 310
Baiap2 NM_001037755 | target target | target 311 Cbx3 NM_007624 target target | target 312
Eef2k NM_007908 target target | target 313 Ptges2 NM_133783 target target | target 364
Mcll NM_008562 target target | target 314 Lypla3 NM_133792 target target | target 365
Slc3a2 NM_008577 target target | target 315 Xpol NM_134014 target target | target 366
Laptm4a NM_008640 target target | target 316 Slc25a36 NM_138756 target target | target 367
Nid2 008695 target target | target 7 MIlt6 39311 target target | target 68
Ptma 008972 target target | target 8 Abhd11 45215 target target | target 69
Scd2 009128 target target | target 9 Slc25al 53150 target target | target 7
Clpb 009191 target target | target 0 Dars2 72644 target target | target 7.
Trim25 009546 target target | target FbxI19 72748 target target | target 7.
Anp32a 00967. target target | target Lnpep 72827 target target | target 7!
Atplbl 00972: target target | target Ccbl 7376 target target | target 74
Gnal3 01030 target target | target 4 Slc6als 7532 target target | target 75
Hspada 01048 target target | target 5 Prrl 7556! target target | target 76
Mnt 01081 target target | target 6 Abcch 7683! target target | target 77
Cxcl12 013655 target target | target 7 9630033F20Rik 7700: target target | target 78
Rnf10 016698 target target | target 8 6030490101Ril 77359 target target | target 79
Hnrpa2bl 016806 target target | target 9 6720458F09Rik 77374 target target | target 80
Hs3st3bl M_018805 target target | target 0 D830050J10Rik M_178264 target target | target 81
Dnajbl NM_018808 target target | target 331 E430028B21Rik NM_178668 target target | target 382
Ywhag NM_018871 target target | target 332 Ckap2| NM_181589 target target | target 383
Mirl6 NM_019580 target target | target 333 Hnrpa2bl NM_182650 target target | target 384
Stmnl NM_019641 target target | target 334 6330503K22Rik NM_182995 target target | target 385
Rybp NM_019743 target target | target 335 Tpm4 NM_001001491 | target target 386
MIIlt11 NM_019914 target target | target 336 MpzI1 NM_001001880 | target target 387
Ripk3 NM_019955 target target | target 337 Rtn3 NM_001003934 | target target 388
Kit NM_021099 target target | target 338 Shf NM_001013829 | target target 389
Ckb NM_021273 target target | target 339 Otud7b NM_001025614 | target target 390
Chml NM_021350 target target | target 340 Uncl3a NM_001029873 | target target 391
Sertad2 NM_021372 target target | target 341 AU023871 NM_001033221 | target target 392
Rgs20 021374 target target | target 42 9630014M24Rik NM_001033771 | target target 3
Enol 023119 target target | target 43 Tomm40l NM_001037170 | target target 4
4733401H18Rik 023247 target target | target 44 At NM_001037737 | target target 5
Mesdc2 023403 target target | target 45 Bmp4 007554 target target 6
1110001A07Rik 025377 target target | target 46 Cxcr7 0077. target target 7
Dalrd3 026378 target target | target 47 Csrpl 0077 target target 8
Cog5 026504 target target | target 48 Epha4 0079 target target 9
Tmbim4 026617 target target | target 49 Mtaplb 008634 target target 400
Cenpl 027429 target target | target 350 Ngol 008706 target target 401
Hmhal 027521 target target | target 351 Pde8a 008803 target target 402
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Pdia5 028295 target target | target 352 Raetla 009016 target target 403
2810030E01Rik 028317 target target | target 353 Renl 009037 target target 404
Tmem48 028355 target target | target 354 Rdx 00904 target target 405
Irak3 028679 target target | target 355 Sppl 00926 target target 406
Gga2 028758 target target | target 356 Src 00927 target target 407
Zc3havl 028864 target target | target 357 Tiam1 009384 target target 408
Rafl 029780 target target | target 358 Tpd52 009412 target target 409
Mesdc1 030705 target target | target 359 Uppl 009477 target target 4
Nolc: 053086 target target | target 60 Adam19 00961 target target 4
Trimi 053100 target target | target 6 Agtrap 00964 target target 4
Rpl3. 053257 target target | target 6. Armnt 00970! target target 4
Adcy4 M_080435 target target | target 6. Cdknlb M_009875 target target 414
Col4a2 NM_009932 target target . 415 Bmf NM_138313 target target 467
Ephb3 NM_010143 target target 416 Tmem40 NM_144805 target target 468
Gbx2 NM_010262 target target 417 Otx2 NM_144841 target target 469
Gtf2i NM_010365 target target 418 Brwd1 NM_145125 target target 470
Foxd3 NM_010425 target target 419 Mzf1 NM_145819 target target 471
Cyr61 NM_010516 target target 420 Cables2 NM_145851 target target 472
Jak3 NM_010589 target target 421 Cables2 NM_145851 target target 473
Jup NM_010593 target target 422 Porcn NM_145908 target target 474
Nfatc3 NM_010901 target target 423 D15Ertd621e NM_145959 target target 475
Notch4 NM_010929 target target 424 Arhgap28 NM_172964 target target 476
Psen2 NM_011183 target target 425 Dcun1d3 NM_173408 target target 477
Rab20 NM_011227 target target 426 Tmem177 NM_175106 target target 478
Six2 011380 target target 427 P2ry5 75116 target target 479
Eifl 011508 target target 428 Slc38a2 75121 target target 4
Tjp2 011597 target target 429 Sall4 75303 target target 4
Spry4 011898 target target 430 Tspan9 75414 target target 4
Apoa2 013474 target target 4 Ccdc38 7548 target target 4
Cptla 013495 target target 4 1110014K08Rik 76! target target 484
Peg12 013788 target target 4 Islr2 77 target target 485
Ly75 013825 target target 434 Samm50 78614 target target 486
Rax 013833 target target 435 Gprcba 1444 target target 487
Shroom3 015756 target target 436 Tbx3 80! target target 488
Hs6stL 015818 target target 437 DI14Erd668e 0. target target 489
Mybph 016749 target target 438 Sall4 3 target target 490
Olig2 M_016967 target target 439 Krt42 M_2124 target target . 491
DIl4 NM_019454 target target 440 Gm1019 NM_001001650 | target . target 492
Wsb1 NM_019653 target target 441 Smg7 NM_001005507 | target target 493
Dynll1 NM_019682 target target 442 Mtus1 NM_001005863 | target target 494
Foxbl NM_022378 target target 443 Thoc6 NM_001008425 | target target 495
Slc13a2 NM_022411 target target 444 Ntrk2 NM_001025074 | target target 496
Dpys NM_022722 target target 445 Klhi21 NM_001033352 | target target 497
Tubb3 NM_023279 target target 446 LOC192758 NM_001045516 | target target 498
Rprm NM_023396 target target 447 Akp2 NM_007431 target target 499
Ly6g6c NM_023463 target target 448 Rhob NM_007483 target target 500
Tubb2b NM_023716 target target 449 Fasn NM_007988 target target 501
2700038C09Rik NM_025598 target target 450 Gdf3 NM_008108 target target 502
M6prbpl NM_025836 target target 451 H3f3b NM_008211 target target 503
6330407J23Rik 026138 target target 452 Hsp90abl 008302 target target 04
Echdc2 026728 target target 453 Impact 008378 target target 05
D4Bwg0951e 026821 target target 454 Ly6e 008529 target target 06
Pdcl3 026850 target target 455 Ntrk2 008745 target target 07
Spats1 027649 target target 456 Rpl37a 009084 target target 08
Susd2 027890 target target 457 Tial 009383 target target 09
Snx10 028035 target target 458 Vav 009500 target target
4930430E16Rik 028672 target target 459 Ehd. 01011 target target
Lyrm1 0296 target target 460 Femla 01019 target target
Parp6é 0299 target target 46 Gjal 010288 | target target
Thllxrl 0307. target target 46 Gstad 01035 target target 4
Spred2 0335 target target 46. Hira 010435 target target 515
Rtn3 M 0530 target target 464 MIt10 010804 | target target 516
Slcl5al M_053079 target target 465 Cited2 M_010828 target target 517
Elmol NM_080288 target target . 466 Mrpl40 NM_010922 target target 518
St8sial NM_011374 target target 519 Zfp553 NM_146201 target target 571
Tceal NM_011541 target target 520 Zfp263 NM_148924 target target 572
Tex264 NM_011573 target target 521 Cnot10 NM_153585 target target 573
Zfp148 NM_011749 target target 522 Pddcl NM_172116 target target 574
Cdca3 NM_013538 target target 523 Zc3h5 NM_172569 target target 575
Hmmr NM_013552 target target 524 Femlc NM_173423 target target 576
Usp5 NM_013700 target target 525 Stk36 NM_175031 target target 577
lhpk1 NM_013785 target target 526 Zfp689 NM_175163 target target 578
Rhoa NM_016802 target target 527 2810410C14Rik NM_175471 target target 579
Insm1 NM_016889 target target 528 Hnrpl NM_177301 target target 580
Cldné 018777 target target 9 Tnpol 78716 target target 58
Dscrl 019466 target target 0 Zfp184 3014 target target 582
Arl2 0197 target target BC003885 8609 target target 58
Rnf25 0213 target target Ccdc58 8645 target target 584
Prps1 0214 target target Rpl23a 07523 target target 585
Abcb6 0237. target target 4 Ccdcl11 001001184 | target 586
Lrrc40 024194 target target 5 Tacc2 001004468 | target 587
Mrpl37 025500 target target 6 Mcartl 001009949 | target 588
Rbm4b 025717 target target 7 AA388235 00101379 target 589
Mmachc 025962 target target 8 Ear4 00101742, target 59
Rps10 025963 target target 9 Sp3 001018042 | target 59
Ccdc53 026070 target target 40 Rfx4 001024918 | target 59
Ddx56 026538 target target 541 Slcl6a6 001029842 | target 59:
Blvra M_026678 target target 542 Bglap2 M_001032298 | target 594
0610037D15Rik NM_026714 target target 543 Abhd9 NM_001033163 | target 595
Ddahl NM_026993 target target 544 Itgal NM_001033228 | target 596
Nup35 NM_027091 target target 545 Hk3 NM_001033245 | target 597
Sfxnl NM_027324 target target 546 Ccdc131 NM_001033261 | target 598
2310056P07Rik NM_027342 target target 547 G630016D24Rik | NM_001033805 | target 599
2600003E23Rik NM_027373 target target 548 Sorbs1 NM_001034963 | target 600
4931417G12Rik NM_027633 target target 549 Mobp NM_001039364 | target 601
2400003C14Rik NM_028018 target target 550 Pcdh8 NM_001042726 | target 602
Plxdcl NM_028199 target target 551 Cerkl NM_001048176 | target 603
Zfp131 NM_028245 target target 552 Nrp2 NM_001077404 | target 604
Sdccag8 NM_029756 target target 553 Nrp2 NM_001077405 | target 605
Mett5d1 029790 target target 554 Nrp2 NM_001077406 | target 606
Apobecl 031159 target target 555 Nrp2 NM_001077407 | target 607
Rab34 033475 target target 556 Nrob1 007430 target 608
Prcc 033573 target target 557 Angl 007447 target 609
Kcnn2 080465 target target 558 Ang2 007449 | target 6
Scrtl 0893 target target 559 Calb2 00758 target 6
6720456B07Rik 3937 target target 60 Car3 00760 target 6
Kif18a 9303 target target 6 Ctnnb1 007614 target 6
Ccdc28a 44820 target target 6 Scarb2 007644 target 614
Sesn2 44907 target target 6! Socs3 007707 target 615
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Ppil2 44954 target target 64 Encl 007930 target 616
Wasf3 45155 target target 65 Etvl 007960 target 617
Rpp40 45938 target target 66 Gnald 008137 target 618
Flcn 46018 target target 67 Gpc4 008150 target 619
Ankmy2 460! target target 68 Gpri9 008157 target 620
Sfrs7 4 target target 69 Hmger 008255 target 621
Pbxipl 4 target target 70 Onecutl 00826 target 622
Idua 008325 target . 3 Tfpi 01157 target 675
1gfbp2 008342 target 4 Ubelc 01166 target 676
Lamal 008480 target 5 Vim 01170: target 677
Ldhb 008492 target 26 Zfp27 011754 target 678
Smad6 M_008542 target 27 Dmtfl M_011806 target 679
Manla NM_008548 target 628 UblI3 NM_011908 target 680
Mme NM_008604 target 629 Abcg2 NM_011920 target 681
Mobp NM_008614 target 630 Semadg NM_011976 target 682
Mras NM_008624 target 631 Dpysl4 NM_011993 target 683
Nbrl NM_008676 target 632 Acotl NM_012006 target 684
Mycn NM_008709 target 633 Zw10 NM_012039 target 685
Pkia NM_008862 target 634 Anxall NM_013469 target 686
Prim2 NM_008922 target 635 Mucl NM_013605 target 687
Abcdd NM_008992 target 636 Ninj1 NM_013610 target 688
Rbbp7 NM_009031 target 637 Duspl NM_013642 target 689
Sparc NM_009242 target 638 Tnfrsfl2a NM_013749 target 690
Spink3 NM_009258 target 639 Jagl NM_013822 target 691
Tecta 009347 target 40 Mtf2 013827 target 692
Ugdh 009466 | target 4 Dkk3 015814 target 693
Zscan2 009553 | target 4 Pdlim1 01686 target 694
Abcgl 00959 target 4 Earld 01738 target 695
Ap2mi 00967 target 44 Fabpl 01739 target 696
Brcal 009764 target 45 Arc 018790 target 697
Cacna2dl 009784 target 46 Ptfla 018809 target 698
Cacybp 009786 target 47 Smarcall 018817 target 699
Casp3 009810 target 48 Cyp39al 018887 target 70!
Cckar 009827 target 49 B4galté 019737 target 70
Cd24a 009846 target 650 TagIn3 019754 target 70
Sparcll 010097 target 651 Ivd 019826 target 70:
Ednl M_010104 target 652 Hhip M_020259 target 704
Enah NM_010135 target 653 Thx20 NM_020496 target 705
Fgf4 NM_010202 target 654 Sez6 NM_021286 target 706
Ctgf NM_010217 target 655 C030019F02Rik NM_021426 target 707
Fos NM_010234 target 656 Rnase4 NM_021472 target 708
Gfral NM_010279 target 657 Pcdh8 NM_021543 target 709
Gsc NM_010351 target 658 Trp53inpl NM_021897 target 710
Hesx1 NM_010420 target 659 Arl6ip5 NM_022992 target 711
Id1 NM_010495 target 660 Twsgl NM_023053 target 712
Lmo4 NM_010723 target 661 Pbk NM_023209 target 713
Msc NM_010827 target 662 Magehl NM_023788 target 714
NhihL NM_010916 target 663 Crip2 NM_024223 target 715
Cox4nb NM_010926 target 664 Hsdl2 NM_024255 target 716
Nrp2 010939 target 65 Txndc12 025334 target 717
Numbl 0109! target 66 Tmem57 025382 target 718
Pax7 0110: target 67 1110059P08Rik 025418 target 719
Pdpk1 0. target 68 1810021J13Rik 025464 target 7
Ppmib 0. target 69 Thap2 025780 target 7
Rgs16 0. target 70 Pcch 02583! target 7
Ccll 0. 9 target 7 Zcchcl8 02589 target 7
Sp3 011450 target 7 Pnrc2 02638 target 724
Stat5a 011488 target 7 Pllp 02638! target 725
Thxasl 011539 target 74 Ufm1 643 target 726
E130307MO8RIik 026530 target 27 Cpne2 350 target 779
Etaal 026576 target 728 Scgh3al 0727 target 780
Gstm7 M_026672 target 729 Sulfl M_172294 target 781
1110007CO9Rik M_026738 target 730 Mbtps2 M_172307 target 782
Dus1l NM_026824 target 731 4831426119Rik NM_172500 target 783
Mctsl NM_026902 target 732 Zswim4 NM_172503 target 784
Pin4 NM_027181 target 733 Serinc5 NM_172588 target 785
Bif314 NM_027453 target 734 Ankrd52 NM_172790 target 786
Hexim2 NM_027658 target 735 Pcyox1l NM_172832 target 787
Thal NM_027919 target 736 Slco5al NM_172841 target 788
Nkiras2 NM_028024 target 737 A230079K17Rik NM_172846 target 789
Zswiml NM_028028 target 738 Mtmr12 NM_172958 target 790
Brfl NM_028193 target 739 Phtf2 NM_172992 target 791
Bbs5 NM_028284 target 740 Ythdfl NM_173761 target 792
Phospho2 NM_028521 target 741 KIhl5 NM_175174 target 793
Slc25a27 028711 target 742 1700013E18Rik 7517 target 794
2300002G24Rik 028798 target 743 B630005N14Rik 7 target 795
Pagrg 028829 target 744 A2m 7 target 796
Lrrc15 028973 target 745 Lrig3 7 target 797
Tmem180 029186 target 746 Cascl 77. target 798
Ndp52 029755 target 747 Slc26a9 7724 target 799
Nt5c2 029810 target 748 Tmem60 7760 target 80
4930511H11Rik 030025 target 749 Pdzd7 7760! target 80!
Armex1 030066 target 750 E030013G06Rik 7769 target 80:
Crispld2 03020 target 7 Ccdc60 77759 target 80:
Sesn3 03026: target 7 Frs2 7779 target 804
Vangl2 03350! target 7 Otopl 7813 target 805
Aff4 033565 target 754 Mbtps2 7826 target 806
Pcdhgal M_033584 target 755 FIrt3 M_17838: target 807
Olig3 NM_053008 target 756 BC051244 NM_178413 target 808
Dpf3 NM_058212 target 757 Kihi2 NM_178633 target 809
Ppap2b NM_080555 target 758 Pkn2 NM_178654 target 810
TIr3 NM_126166 target 759 Lpp NM_178665 target 811
Nxph3 NM_130858 target 760 Trim36 NM_178872 target 812
Gsh2 NM_133256 target 761 4930479M11Rik NM_183108 target 813
Lyrm5 NM_133688 target 762 Rnf182 NM_183204 target 814
Bsdcl NM_133889 target 763 Tspani5 NM_197996 target 815
Plekhal NM_133942 target 764 Cdh24 NM_199470 target 816
Numal NM_133947 target 765 Rnase4 NM_201239 target 817
Enpp3 NM_134005 target 766 Tacc2 NM_206856 target 818
Tmed4 4020 target 767 Hdac4 M_207225 target . . . 819
Slc16a6 4038 target 768 Gapdh 001001303 . target | target | target 8
Stk38 4115 target 769 LOC380687 001001978 target | target | target 8
Socs7 8657 target 770 Gpri3 001024138 target | target | target 8!
Shkbp1 8676 target 77 Zmynd15 00102992! target | target | target 8
Hiplr 45070 target 77 Zfp40: 00103345 target | target | target 824
BC008155 454 target 77 9030025P20Rik 00103955 target | target | target 825
BC005471 45612 target 774 Tacc3 00104043! target | target | target 826
AA536743 459 target 775 Chx5 00107678 target | target | target 827
AW049765 45934 target 776 Amh M_007445 target | target | target 828
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Zdhhc14 146073 target 777 Birc6 00756 target | target | target 829
Serpinb6c 148942 target . . . 77 Socs2 00770 target | target | target 830
Cox5a 007747 target | target | target D6Wsull6e 02658 target | target | target 883
Ddx5 007840 target | target | target Tmem129 02669 target | target | target 884
LOC14433 008084 target | target | target Rpain 02718 target | target | target 885
Alad 008525 target | target | target 4 2810422020Rik 02727 target | target | target 886
Nedd8 008683 target | target | target 5 Polr3b 02742. target | target | target 887
Pim1 008842 target | target | target 6 5730494N06Rik 02747 target | target | target 888
Ptch2 008958 target | target | target 7 Zfp655 028 target | target | target 889
Slbp 00! target | target | target 8 Tmem168 028990 target | target | target 890
Surfé 00! target | target | target 9 Leng4 029934 target | target | target 891
Tgif M_00! target | target | target 40 Zfp687 M_030074 target | target | target 892
Tnfaipl NM_009395 target | target | target 841 Cnih4 NM_030131 target | target | target 893
Slc30al NM_009579 target | target | target 842 Derl2 NM_033562 target | target | target 894
Anxa7 NM_009674 target | target | target 843 Hps3 NM_080634 target | target | target 895
Cctba NM_009838 target | target | target 844 Hook2 NM_133255 target | target | target 896
Hnrpal NM_010447 target | target | target 845 2310037124Rik NM_133714 target | target | target 897
Hspalb NM_010478 target | target | target 846 Nol12 NM_133800 target | target | target 898
Hspala NM_010479 target | target | target 847 Hdlbp NM_133808 target | target | target 899
1d2 NM_010496 target | target | target 848 Psph NM_133900 target | target | target 900
02-set NM_010891 target | target | target 849 Kctd9 NM_134073 target | target | target 901
Nek2 NM_010892 target | target | target 850 Gmpr2 NM_134075 target | target | target 902
Pcna NM_011045 target | target | target 851 Dak NM_145496 target | target | target 903
Slc12a7 NM_011390 target | target | target 852 Tiprl NM_145513 target | target | target 904
Tacc3 011524 target | target | target 853 Zc3h7a 45931 target | target | target 05
Capnl0 011796 target | target | target 854 Tubb2c 46116 target | target | target 06
Prdx5 012021 target | target | target 855 Arhgapl 46124 target | target | target 07
Hspall 013558 target | target | target 856 E2f4 48952 target | target | target 08
Mt1l 013602 target | target | target 857 Ndufs2 53064 target | target | target 09
Sf3a2 013651 target | target | target 858 Rbks 53196 target | target | target
Mga 013720 target | target | target 859 Nup88 72394 target | target | target
Rpl7a 013721 target | target | target 60 Adamts4 72845 target | target | target
Ddb1 015735 target | target | target 6 Zfyvel6 73392 target | target | target
1ft20 018854 target | target | target 6! BC056923 73395 target | target | target 4
Pex3 019961 target | target | target 6! Nucks1 75294 target | target | target 5
Mos 020021 target | target | target 64 Ccdc45 77088 target | target | target 6
B4galt3 M_020579 target | target | target 65 4933430117Rik M_177607 target | target | target 7
Slc18a3 NM_021712 target | target | target 866 Exoc3l NM_177788 target | target | target 918
Set NM_023871 target | target | target 867 Gmpr2 NM_177992 target | target | target 919
Plekhj1 NM_023900 target | target | target 868 Hist1h2bl NM_178199 target | target | target 920
Tsen34 NM_024168 target | target | target 869 Histlh2bm NM_178200 target | target | target 921
Mrpl38 NM_024177 target | target | target 870 Bre NM_181282 target | target | target 922
Mrpl38 NM_024177 target | target | target 871 BC107364 NM_183223 target | target | target 923
1110001J03Rik NM_025363 target | target | target 872 1810013C15Rik NM_194348 target | target | target 924
Med11 NM_025397 target | target | target 873 Ppp2r5b NM_198168 target | target | target 925
1810011016Rik NM_025456 target | target | target 874 BC055324 NM_201364 target | target | target 926
Deadcl NM_025748 target | target | target 875 BC050196 NM_201374 target | target | target 927
Cdca7 NM_025866 target | target | target 876 Grhi3 NM_001013756 target | target 928
Mis12 NM_025993 target | target | target 877 2610301F02Rik NM_001025576 target | target 929
Nvl 026171 target | target | target 78 D930049A15Rik | NM_001033402 target | target
Dusp6é 026268 target | target | target 79 Atohl 007500 target | target
0610038D11Rik 026306 target | target | target 80 Bmp8a 007558 target | target
Cdca5 026410 target | target | target 8 Cdkn2c 00767 target | target
2610101N10Rik 026476 target | target | target 8 Gshl 00817 target | target . 4
Lamc2 008485 target | target . Rps17 00909 target . target 7
Lfng 008494 target | target St3gal4 00917 target target 8
Zfpa2 009556 target | target Vampl 00949 target target 9
Apoe 009696 target | target 8 Zmat3 00951 target target
Capn: 009794 target | target 9 Cox5b 00994 target target
Cldn4 009903 target | target 40 Pcytla 00998 target target
Dync1li2 010064 target | target 4 Dpm2 01007 target target
Hoxb4 M_010459 target | target 4 Eif3s10 M_01012: target target 4
Hrb M_010472 target | target 4 Nr6al M_010264 target target 5
Kcnh3 NM_010601 target | target 944 Gotl NM_010324 target target 996
Mgat3 NM_010795 target | target 945 Kif15 NM_010620 target target 997
Histlhlc NM_015786 target | target 946 Nras NM_010937 target target 998
Dgka NM_016811 target | target 947 Orcll NM_011015 target target 999
Wntl NM_021279 target | target 948 Pex11b NM_011069 target target 1000
Salll NM_021390 target | target 949 Prkdc NM_011159 target target 1001
Ap3b2 NM_021492 target | target 950 Ptpru NM_011214 target target 1002
Jam2 NM_023844 target | target 951 Rpl6 NM_011290 target target 1003
Oxctl NM_024188 target | target 952 Rps12 NM_011295 target target 1004
Tcf19 NM_025674 target | target 953 Rxrip110 NM_011307 target target 1005
Mtfrl NM_026182 target | target 954 Sox17 NM_011441 target target 1006
Tmem50a 027935 target | target 55 Stc2 011491 target target 007
AW125753 029007 target | target 56 Stk16 011494 target target 008
Prdm8 029947 target | target 57 Aurkb 011496 target target 009
Wibg 030100 target | target 58 Zfp346 012017 target target 010
Nol3 030152 target | target 59 Eppb9 013717 target target 0.
Slc19a3 030556 target | target 60 Gpc3 016697 target target 0!
Gpri24 054044 target | target 6 Nup50 016714 target target 0!
Athl1 45387 target | target 6 Uchl 016723 target target 014
Tmem46 45463 target | target 6! Uchl 016723 target target 015
Itpka. 46125 target | target 64 Atp 016755 target target 016
Ccherl 46248 target | target 65 Bok 016778 target target 017
Wdr32 53167 target | target 66 Nudt5 016918 target target 018
2210418010Rik 72929 target | target 67 Rpl5 016980 target target 019
2210418010Rik M_172929 target | target 68 Rpl36 M_018730 target target 020
Hist1h2bb NM_175664 target | target 969 Eeflb2 NM_018796 target target 1021
Hist1h2bn NM_178201 target | target 970 Rpl41 NM_018860 target target 1022
Hist1h4k NM_178211 target | target 971 D3Ertd300e NM_019995 target target 1023
Rail7 NM_183208 target | target 972 Lmbrl NM_020295 target target 1024
MGC68323 NM_199472 target | target . 973 Ssscal NM_020491 target target 1025
Zfp187 NM_001013786 target target 974 Mrps31 NM_020560 target target 1026
Klhi20 NM_001039482 target target 975 A030009H04Rik NM_020591 target target 1027
Tmcol NM_001039483 target target 976 Evc NM_021292 target target 1028
Bxdcl NM_001042556 target target 977 Drg2 NM_021354 target target 1029
Cct7 NM_007638 target target 978 Pole3 NM_021498 target target 1030
Chek1 NM_007691 target target 979 Mtvr2 NM_023166 target target 1031
Erccl 007948 target target 80 Dusp12 02317 target target 032
Gabpa 008065 target target 8 Cdc20 0 target target 033
Gp5 008148 target target 8 Ndufal3 0 target target 034
Hdac? 008229 target target 8 Bxdcl 0 target target 035
Mcm4 008565 target target 84 Dut 02359 target target 036
Pik3r2 008841 target target 85 Wdr31 02359 target target 037
Map2k3 008928 target target 86 Gtlf3a 25293 target target 0!
Mecr 025297 target target 039 Cenpo 4046 target target 0
Acyl 025371 target target 040 Mthfd1 8745 target target 0!
1110059G10Rik 025419 target target 041 Dph1 44491 target target 0!
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Cenpp 025495 target target 042 Rab711 44875 target target 094
Rps21 025587 target target 043 Ndufs1 45518 target target 095
Trappc5 025701 target target 044 Evc2 45920 target target 096
Mettl6 025907 target target 045 Zfp668 46259 target target 097
Pmfl 025928 target target 046 C330021A05Rik 08. target target 098
Rpp14 025938 target target 047 2410015M20Rik 1! target target 099
Atp5e 025983 target target 048 Peol 7! target target 00
Cdtl 026014 target target 049 Fbfl target target 0
2900010M23Rik 026063 target target 05 C79407 7257 target target 0
Nanp 026086 target target 05 Map3k7 7268 target target 0!
Rps20 026147 target target 05. Prpf38a 7269 target target 04
Sf3al M_026175 target target 05: 6820429M01 M_172749 target target 05
4930429MO6Rik NM_026250 target target 1054 D8Ertd82e NM_172911 target target 1106
Aasdhppt NM_026276 target target 1055 C030048B08Rik NM_172991 target target 1107
Mphosph10 NM_026483 target target 1056 2010321M09Rik NM_175153 target target 1108
Ncbp2 NM_026554 target target 1057 Srrm2 NM_175229 target target 1109
Slc25a22 NM_026646 target target 1058 6330549D23Rik NM_175469 target target 1110
Gtf2f2 NM_026816 target target 1059 6430571L13Rik NM_175486 target target 1111
Kbtbd3 NM_026962 target target 1060 4930562D19Rik NM_177616 target target 1112
Avpil NM_027106 target target 1061 Rtn4rl1 NM_177708 target target 1113
Tmem70 NM_027415 target target 1062 Myolg NM_178440 target target 1114
Pex1 NM_027777 target target 1063 Rfesd NM_178916 target target 1115
Rbm12b NM_028226 target target 1064 Mtvr2 NM_181452 target target 1116
Exosc6 NM_028274 target target 1065 R3hdm1 NM_181750 target target 1117
Wdr75 028599 target target 066 Tutl 7993 target target 8
Mcee 028626 target target 067 Pip5ki1 8191 target target 9
Nol9 028727 target target 068 Alg8 9035 target target 0
Snx11 028965 target target 069 Rexo4 07234 target target
4930444A02Rik 029037 target target 0 Abhd7 001001804 target .
Phptl 02929 target target 07: FbxI10 001003953 target
Jmjd5 02984 target target 07: FbxI10 001005866 target 4
Sil1 03074 target target 07: Best3 001007583 target 5
Taslrl 03186 target target 074 BC043301 001008549 target 6
Tssk6 032004 target target 075 10-set 00102491 target 7
Pcdhgbl 033574 target target 076 10-set 00102491 target 8
Pcdhgb2 033575 target target 077 Orc2l 00102537 target 9
Pcdhgb6 M_033578 target target 078 Maf M_001025577 target 0
Pcdhgb8 NM_033580 target target 1079 Gtf3c3 NM_001033194 target 1131
Pcdhgad NM_033587 target target 1080 AW146154 NM_001033530 target 1132
Pcdhgal2 NM_033595 target target 1081 F730031020Rik | NM_001033538 target 1133
Mrpll NM_053158 target target 1082 4922505E12Rik NM_001033547 target 1134
Mrpl43 NM_053164 target target 1083 9130206N08Rik NM_001034895 target 1135
G430002G23Rik NM_053252 target target 1084 Kcnrg NM_001039105 target 1136
Slc25a3 NM_133668 target target 1085 Adss NM_007422 target 1137
Zfp451 NM_133817 target target 1086 AtbfL NM_007496 target 1138
G431001109Rik NM_133837 target target 1087 Bpgm NM_007563 target 1139
Hemk1 NM_133984 target target 1088 Cdid1 NM_007639 target 1140
Ftsj1 NM_133991 target target 1089 Crmpl NM_007765 target 1141
Zc3h10 NM_134003 target target 1090 Hivepl NM_007772 target 1142
Ctcf 007794 target R 43 Syngrd 021482 target 5
Cyp26al 007811 target 44 Zfp191 021559 target 6
Ei24 007915 target 45 oapl 02232 target 7
Epcl 007935 target 46 Znrd1 02316 target 8
Foxhl 007989 target 47 Zfp120 02326 target 9
G6pdx 008062 target 48 Ube2d3 02535 target 00
Has: 008216 target 49 Ifitm3 02537 target 0.
Hoxal0 008263 target 2310005N03Rik 02551 target 0
Hoxd11 008273 target 2410022L05Rik 02555 target 0.
Kcnbl 008420 target \ggfl 02563 target 04
Myf! 008656 target 5730410119Rik 02566 target 05
Nef: 008691 target 54 Rsrcl 025! target 06
Nsg M_008741 target 55 1700028P14Rik M_026 target 07
Orc2l M_008765 target 56 Dhx40 M_026 target 08
Pax1 NM_008780 target 1157 4930483J18Rik NM_026288 target 1209
Pitx3 NM_008852 target 1158 Tmem157 NM_026321 target 1210
Ptger2 NM_008964 target 1159 Alkbh3 NM_026944 target 1211
Aldhla2 NM_009022 target 1160 1700007K13Rik NM_027040 target 1212
Sfrp2 NM_009144 target 1161 Zip219 NM_027248 target 1213
Slc4alap NM_009206 target 1162 Trntl NM_027296 target 1214
Tcf3 NM_009332 target 1163 Tmem144 NM_027495 target 1215
Teadl NM_009346 target 1164 Cwf1912 NM_027545 target 1216
Akap2 NM_009649 target 1165 Tmem106b NM_027992 target 1217
Entpdl NM_009848 target 1166 Cnn3 NM_028044 target 1218
Ikbkg NM_010547 target 1167 Atxn714 NM_028139 target 1219
Laptm5 010686 target 68 Supt7! 028150 target 0
Laptm5 010686 target 69 410075DO05Ri 028604 target
Meis1 0107 target 7 700029M20R 02868 target
Nfia 01090! target 7 700001C19Ri 02929 target
Prkce 011104 target 7 Zfp60 02953 target 4
Ptger3 011196 target 7 Detl 02958 target 5
Rab33a 011228 target 74 1700022C21Rik 02960 target 6
Rarb 011243 target 75 Pppiril 02963 target 7
Tle4 011600 target 76 Dapkl 02965 target 8
Mkrn3 011746 target 77 Cryll 030004 target 9
Pdcd8 012019 target 78 Gins3 030198 target 0
Gdf7 013527 target 79 Lysmd3 030257 target
Mb 013593 target 80 Rail4 030690 target
Shox2 M_013665 target 81 Gats M_030719 target
Snap9l NM_013669 target 1182 Sytil NM_031393 target 1234
Gcat NM_013847 target 1183 Ppplrl6a NM_033371 target 1235
Chrna4 NM_015730 target 1184 Trim16 NM_053169 target 1236
Enpp2 NM_015744 target 1185 Gpros NM_054053 target 1237
Rap2ip NM_016759 target 1186 Mrps2 NM_080452 target 1238
Gosrl NM_016810 target 1187 Mcf2 NM_133197 target 1239
Ostfl NM_017375 target 1188 Slc6al2 NM_133661 target 1240
Semaba NM_018744 target 1189 Sh3bp4 NM_133816 target 1241
Anapc? NM_019805 target 1190 FbxI14 NM_133940 target 1242
Nudt3 NM_019837 target 1191 Dapkl NM_134062 target 1243
Chst5 NM_019950 target 1192 lidr1 NM_134109 target 1244
Cendl 021316 target 93 Aldh7al M_138600 target 4!
4631427C17Rik 021414 target 94 witl M_144783 target . . 4
Tmem143 44801 target 47 Mars 001003913 target | target 9
BC005624 44885 target 48 Eif2a 001005509 target | target 0
BC016495 45497 target 49 Wdr34 001008498 target | target 0
Gtf2b 45546 target AL022779 001024508 target | target 0
Pitpncl 458 target LOC574418 00102537 target | target 0
Stégall 459 target Manlbl 00102998 target | target 04
Phyhip 459 target Tradd 00103316 target | target 05
Dclrelc 46114 target 4 1700012A16Rik 00103316 target | target 06
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Ppplr8 46154 target 55 4930403C10Rik 001033170 target | target 07
Slcsall 46198 target 56 9530048009Rik 001033187 target | target 08
Atp10d 533 target 57 4932417I16Ril 001033321 target | target 9
111f9 535 target 58 BC025920 001033363 target | target 0
A930038CO07Rik 723 target 59 Dockl 001033420 target | target
4921511116Rik 724( target BC048644 001033485 target | target
Lrrcl 72528 target D330010C22Rik 001033489 target | target
Kctd3 7265 target AU021838 001037746 target | target 4
Zfp496 7294 target CKkIf 001037841 target | target 5
BC066135 7303 target 4 Genb5I2 001038010 target | target 6
4933406MO9Rik 7377. target 265 Anapcll 001038230 target | target 7
2310047H23Rik M_17515( target 266 Gmfg M_001039192 target | target 8
Cdca2 NM_175384 target 1267 Trim46 NM_001039466 target | target 1319
Grik4 NM_175481 target 1268 Dhps NM_001039514 target | target 1320
Ppmik NM_175523 target 1269 Parpl4 NM_001039530 target | target 1321
Dclrelc NM_175683 target 1270 Pkd1I3 NM_001039700 target | target 1322
9330120H11Rik NM_177029 target 1271 A230107C01Rik NM_001039721 target | target 1323
B630019A10Rik NM_177072 target 1272 Scol NM_001040026 target | target 1324
9030227G01Rik NM_177136 target 1273 Ung NM_001040691 target | target 1325
Pptc7 NM_177242 target 1274 Qip5 NM_001042653 target | target 1326
4933424A10Rik NM_177293 target 1275 Thcld17 NM_001042655 target | target 1327
Suhw2 NM_177475 target 1276 Zfp4l NM_001044718 target | target 1328
D430014M15 NM_177764 target 1277 BC003331 NM_001077237 target | target 1329
A730036117Rik NM_177847 target 1278 Acp5 NM_007388 target | target 1330
Ikbkg 78590 target 79 Acvr2b 007397 target | target 1
Poldip3 78627 target Ada 007398 target | target 2
Atcay 78662 target Adh5 007410 target | target
AW551984 78737 target Parpl 0074 target | target 4
BB146404 78908 target Slc25a5 00745 target | target 5
Sfrs15 78923 target 4 Apiml 00745 target | target 6
Gbfl 78930 target 85 Atf3 00749 target | target 7
Zfp120 81266 target 6 Calm3 007590 target | target 8
Ctcf 81322 target 7 Calr 007591 target | target 9
Wdr47 81400 target 8 Cd37 007645 target | target 40
Rerg 81988 target 9 Cfll 007687 target | target 4
BC048679 83143 target 0 Crkl 007764 target | target 4
DIx5 M_198854 target 1 Dpagtl M_007875 target | target 4
Kng2 NM_201375 target 1292 Ell NM_007924 target | target 1344
Ugtla5 NM_201643 target 1293 Eno3 NM_007933 target | target 1345
Kcnrg NM_206974 target . . 1294 Ewsrl NM_007968 target | target 1346
Zfp3612 NM_001001806 . target | target 1295 Gjb4 NM_008127 target | target 1347
Rtell NM_001001882 target | target 1296 Glul NM_008131 target | target 1348
Nos3as NM_001002897 target | target 1297 Gpx1 NM_008160 target | target 1349
Cltc NM_001003908 target | target 1298 Hcfcl NM_008224 target | target 1350
Hintl NM_008248 target | target 1351 Idh1 NM_010497 target | target 1403
Tfb2m NM_008249 target | target 1352 ler2 NM_010499 target | target 1404
Hyall NM_008317 target | target 1353 Invs NM_010569 target | target 1405
I1sgf3g NM_008394 target | target 1354 Jub NM_010590 target | target 1406
Junb NM_008416 target | target 1355 Kif9 NM_010628 target | target 1407
Rps2 008503 target | target 56 Fabp5 010634 target | target 408
Ascl2 008554 target | target 57 Ldbl 010697 target | target 409
Mt2 008630 target | target 58 LigL 0107 target | target 410
Mtap7 008635 target | target 59 Mad1l1 0107 target | target 4
Nfyc 008692 target | target Mettl1 0107 target | target 4
Pcmtl 008786 target | target Myo5a 010864 target | target 4
Plcb3 008874 target | target Ncam1 01087! target | target 414
Pms2 008886 target | target Nck1 01087 target | target 415
Pppirl4b 008889 target | target 4 Uhrfl 01093 target | target 416
Ptbpl 008956 target | target 65 Oprsl 011014 target | target 417
Ptpn14 008976 target | target 6 Pfnl 01107 target | target 418
Kif20a 009004 target | target 7 Pip5k3 01108 target | target 419
Rad23a M_009010 target | target 8 Pkm2 M_01109! target | target 420
Rpl12 M_009076 target | target 9 Pltp M_011125 target | target 421
Rpl18 NM_009077 target | target 1370 Pou2fl NM_011137 target | target 1422
Rpl19 NM_009078 target | target 1371 Ppib NM_011149 target | target 1423
Rpl22 NM_009079 target | target 1372 Rad9 NM_011237 target | target 1424
Rps29 NM_009093 target | target 1373 Rangapl NM_011241 target | target 1425
Stmn3 NM_009133 target | target 1374 Sdf4 NM_011341 target | target 1426
Siahla NM_009172 target | target 1375 Shcl NM_011368 target | target 1427
Sos1 NM_009231 target | target 1376 Slc2a3 NM_011401 target | target 1428
Tacr2 NM_009314 target | target 1377 Slc7a5 NM_011404 target | target 1429
Tkl NM_009387 target | target 1378 Sox12 NM_011438 target | target 1430
Top3a NM_009410 target | target 1379 Strm NM_011501 target | target 1431
Phida2 NM_009434 target | target 1380 Syngr3 NM_011522 target | target 1432
Rpli3a 009438 target | target Tcofl 011552 target | target 433
Utf1 009482 target | target 2 Prdx2 01156 target | target 434
Vil2 009510 target | target Thoc4 01156 target | target 435
Weel 009516 target | target 4 Cirhla 011574 target | target 436
Aprt 009698 target | target 85 Trp53 011640 target | target 437
Atf4 009716 target | target 6 Tuba2 011654 target | target 438
Capnsl 009795 target | target 7 Tubb5 011655 target | target 439
Cct4 009837 target | target 8 Txnl 011660 target | target 440
Cdi151 009842 target | target 9 Ung 011677 target | target 44
Cish 009895 target | target Ybx1 011732 target | target 44
Cin3 009907 target | target Zfp4l 011759 target | target 44
Cyp27bl 010009 target | target Cfdpl 01180: target | target 444
Opn3 010098 target | target Impdh1 01182 target | target 445
Eifla M_010120 target | target 4 Rnf13 M_01188: target | target 446
Gpd2 NM_010274 target | target 1395 Mrps12 NM_011885 target | target 1447
Gjb5 NM_010291 target | target 1396 Srp54 NM_011899 target | target 1448
Gclc NM_010295 target | target 1397 Srp54 NM_011899 target | target 1449
Gstm1 NM_010358 target | target 1398 Hsf4 NM_011939 target | target 1450
Hsp90aal NM_010480 target | target 1399 Plod3 NM_011962 target | target 1451
Htr5b NM_010483 target | target 1400 Zfp260 NM_011981 target | target 1452
Hyal2 NM_010489 target | target 1401 Rpl8 NM_012053 target | target 1453
Icam1 NM_010493 target | target 1402 Crry NM_013499 target | target 1454
Eif4a2 NM_013506 target | target 1455 Hnrph1 NM_021510 target | target 1507
Ifrd1 NM_013562 target | target 1456 Thapll NM_021513 target | target 1508
Sod2 NM_013671 target | target 1457 Akl NM_021515 target | target 1509
Spl 013672 target | target 458 4930511A21Rik 021529 target | target 0
Cops5 013715 target | target 459 Pnkp 021549 target | target
Rps1l 013725 target | target 4 Nek7 021605 target | target
Rps26 013765 target | target 4 Gmfg 022024 target | target
Slc25a10 013770 target | target 4 Sdf2l1 022324 target | target 4
Znhit2 013859 target | target 4 Lrdd 022654 target | target 5
Timm13 013895 target | target 464 Myl7 02287 target | target 6
Bloclsl 015740 target | target 465 Rpl23 02289 target | target 7
Mapk6 015806 target | target 466 Zfpl10 02298 target | target 8
Lsm4 015816 target | target 467 Dpys|5 02304 target | target 9
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FbxI8 0158: target | target 468 1fi30 02306! target | target 0
Incenp 0166! target | target 469 Rab8a 0; target | target
Kifcl 0167 target | target 47 Rps19 0 target | target
Mybbpla 016776 target | target A7 Acinl 0 0 target | target
Rbm3 016809 target | target 47 Ssnal 023464 target | target 4
Dnpep 016878 target | target A7 Fahdl 023480 target | target 5
B3gnt2 016888 target | target 474 1110032A03Rik 02348 target | target 6
Cd164 016898 target | target 475 Cad 02352! target | target 7
Ckslb 016904 target | target 476 Slc44a4 02355 target | target 8
Pla2g6 016915 target | target 477 Sars2 023637 target | target 9
09-set 017380 target | target 478 Clnsla 023671 target | target 530
Pebpl M_018858 target | target 479 Nfatc4 M_023699 target | target 531
Arl6ipl NM_019419 target | target 1480 Sec13I1 NM_024206 target | target 1532
Rbm38 NM_019547 target | target 1481 Stt3b NM_024222 target | target 1533
Rpl21 NM_019647 target | target 1482 Hagh NM_024284 target | target 1534
Diap3 NM_019670 target | target 1483 Morf4l1 NM_024431 target | target 1535
Pfkp NM_019703 target | target 1484 2310016E02Rik NM_024460 target | target 1536
Nuprl NM_019738 target | target 1485 Ublcpl NM_024475 target | target 1537
Ublela NM_019748 target | target 1486 Thbrgl NM_025289 target | target 1538
Fzrl NM_019757 target | target 1487 Krtcap2 NM_025327 target | target 1539
Serincl NM_019760 target | target 1488 Anapcll NM_025389 target | target 1540
Dstn NM_019771 target | target 1489 Bccip NM_025392 target | target 1541
Crtap NM_019922 target | target 1490 Pgls NM_025396 target | target 1542
Ccnll NM_019937 target | target 1491 1810032008Rik NM_025472 target | target 1543
GensI2 020004 target | target 492 2310004124Rik 025510 target | target 44
Sphk2 020011 target | target 493 Cyb5b 025558 target | target 45
Dhodh 020046 target | target 494 1810046J19Rik 025559 target | target 46
Gmnn 020567 target | target 495 2400001E08Rik 025605 target | target 47
Rpsi4 020600 target | target 496 cul7 025611 target | target 48
Thllx 020601 target | target 497 Rwdd1 025614 target | target 49
Srd5a2| 020611 target | target 498 2310042E22Rik 025634 target | target 550
Tk2 0! 8 target | target 499 Rshl2a 02578 target | target 551
Grpel2 0. 6 target | target 0 Pnpla2 02580 target | target 552
2400006H24Rik 0! 9 target | target 0. Mrps18b 02587 target | target 553
Neur! 0; 0 target | target 0; Actré 025914 target | target 554
KIf13 0: 6 target | target 50: 2010315L10Rik | T 025917 target | target 555
Angel2 M_021421 target | target 504 Nradd M_026012 target | target 556
1700123020Rik NM_021437 target | target 1505 Rplp2 NM_026020 target | target 1557
Tdh NM_021480 target | target 1506 Ikbkap NM_026079 target | target 1558
2410016F19Rik NM_026113 target | target 1559 Cklf NM_029295 target | target 1611
1110008F13Rik NM_026124 target | target 1560 Lyrm7 NM_029327 target | target 1612
Map1llc3b NM_026160 target | target 1561 Nhej1 NM_029342 target | target 1613
Rnf151 NM_026205 target | target 1562 Giyd2 NM_029420 target | target 1614
Mrpl49 NM_026246 target | target 1563 Rap2a NM_029519 target | target 1615
2310003F16Rik NM_026318 target | target 1564 0610040J01Rik NM_029554 target | target 1616
Rnmt NM_026440 target | target 1565 Txndc4 NM_029572 target | target 1617
Rgs19 NM_026446 target | target 1566 2410193C02Rik NM_029736 target | target 1618
Nutf2 NM_026532 target | target 1567 2010315L10Rik NM_029768 target | target 1619
Slc25a39 NM_026542 target | target 1568 Arrdc5 NM_029799 target | target 1620
Paklipl 026550 target | target 69 Ocell 02986 target | target 1
Nudt21 026623 target | target 7 Trim35 02997 target | target 2
0610009003Rik 026660 target | target 7. Cyp20al 03001. target | target
Gabarapl2 026693 target | target 7. Mospd3 03003 target | target 4
Mrpl13 026759 target | target 7. Brd8 030147 target | target 5
Ube2c 026785 target | target 74 Cygb 030206 target | target 6
Agpat5 026792 target | target 75 Aacs 030210 target | target 7
D2Bwg1335e 026828 target | target 76 BC004004 030561 target | target 8
Ppill 026845 target | target 77 Lsm2 030597 target | target 9
Arvl 026855 target | target 78 D3Uclal 030685 target | target 0
Wdr40a 026893 target | target 79 Gprg4 030720 target | target
Rhebl1 026967 target | target 580 Cacnbl 031173 target | target
Slc38a4 M_027052 target | target 581 Akap12 M_031185 target | target
1700030J22Rik M_027103 target | target 582 Rab3d M_031874 target | target 4
Trip13 NM_027182 target | target 1583 Tcfcp2 NM_033476 target | target 1635
Def6 NM_027185 target | target 1584 Igsf9 NM_033608 target | target 1636
Rnaseh2a NM_027187 target | target 1585 Rpl10 NM_052835 target | target 1637
2010007H12Rik NM_027242 target | target 1586 Rheb NM_053075 target | target 1638
Znhitl NM_027318 target | target 1587 Tspan4 NM_053082 target | target 1639
Mapk6 NM_027418 target | target 1588 Kifcl NM_053173 target | target 1640
Arrdc2 NM_027560 target | target 1589 Cpsfl NM_053193 target | target 1641
Afmid NM_027827 target | target 1590 Tle6 NM_053254 target | target 1642
0610007C21Rik NM_027855 target | target 1591 KIf16 NM_078477 target | target 1643
Mus81 NM_027877 target | target 1592 B3galté NM_080445 target | target 1644
Cic NM_027882 target | target 1593 Nek8 NM_080849 target | target 1645
Tmem24 027909 target | target 594 Rac3 223 target | target 46
Ap2bl 027915 target | target 595 Acot8 240 target | target 47
Slc35f2 0! 0 target | target 596 Sumo2 354 target | target 48
Pgm2 0; 2 target | target 597 Tmem97 706 target | target 49
700001PO1Ri ) 6 target | target 598 Fbxo31 765 target | target 650
610028A01Ri ) 8 target | target 599 Tpr 780 target | target 651
2700097009Ri ) 4 target | target 60! Cops8 805 target | target 652
Setd5 028385 target | target 60 Lrrc59 807 target | target 653
Anin 028390 target | target 60! Nusapl 85. target | target 654
Cnih3 028408 target | target 60: Rccl 7 target | target 655
2610110G12Rik 028476 target | target 604 Emilinl 1. target | target 656
Slc35f5 028787 target | target 605 Dohh 64 target | target 657
Atg7 028835 target | target 606 Snapc2 68 target | target 658
Abch8 M_029020 target | target 607 Armc6 M_: 72 target | target 659
Kic4 NM_029091 target | target 1608 Alg9 NM_133981 target | target 1660
Armet NM_029103 target | target 1609 Rpp25 NM_133982 target | target 1661
Qtrtd1 NM_029128 target | target 1610 Tcta NM_133986 target | target 1662
Csnklg2 NM_134002 target | target 1663 Txndc9 NM_172054 target | target 1715
Rdh5 NM_134006 target | target 1664 Pdxk NM_172134 target | target 1716
Pex12 NM_134025 target | target 1665 Mizf NM_172162 target | target 1717
4930427A07Rik NM_134041 target | target 1666 Ddx19b NM_172284 target | target 1718
Mtbp NM_134092 target | target 1667 6330530A05Rik NM_172383 target | target 1719
Nrm NM_134122 target | target 1668 Sart2 NM_172508 target | target 1720
1ft140 NM_134126 target | target 1669 Arl15 NM_172595 target | target 1721
Tmem109 NM_134142 target | target 1670 Pdk1 NM_172665 target | target 1722
D930010J01Rik 4147 target | target 67 Sfrs14 72755 target | target 723
Slc12a8 4251 target | target 672 Zbtb44 72765 target | target 724
Kif2c 4471 target | target 67 E130310K16Rik 72987 target | target 725
Apob48r 8310 target | target 674 Chr3 73047 target | target 726
Exosch 8586 target | target 675 Alkbh: 75016 target | target 727
Hexim1 753 target | target 676 Samd4b 75021 target | target 728
Tnip2 64 target | target 677 4833401D15Rik 75030 target | target 729
Satb: 46 target | target 678 Bola2 7510: target | target 730
Hnrpull 44922 target | target 679 2610028HO7Rik 7514 target | target 731
Cacnbl 45121 target | target 680 2810410L24Rik 7523 target | target 732
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Mib2 45124 target | target 6 2310046006Rik 75273 target | target 733
B3gnt7 452 target | target 682 Anapc2 75300 target | target 734
Lactb2 45! target | target 6 Tmem16f 75344 target | target 735
5830457010Rik 454 target | target 684 Gpd1l 75380 target | target 736
Tmc6 454 target | target 685 Mars2 7543 target | target 737
Rabi 45510 target | target 686 Etnk2 7544, target | target 738
BC003331 45511 target | target 687 A930012016Rik 7546 target | target 739
Trub: 45520 target | target 688 Smcr8 7549 target | target 740
Thumpdl 45585 target | target 689 Zfp367 75494 target | target 74
Gatad2a 45596 target | target 690 Hist4h4 75652 target | target 74
Nup43 45706 target | target 691 Ppplr10 75934 target | target 74
Dhx35 M_145742 target | target 692 Rbm35b M_176838 target | target 744
Lin28 NM_145833 target | target 1693 Mettl4 NM_176917 target | target 1745
Zfp7 NM_145916 target | target 1694 Zcche? NM_177027 target | target 1746
BC031781 NM_145943 target | target 1695 Flad1l NM_177041 target | target 1747
Cdk5rap2 NM_145990 target | target 1696 Cc2d1b NM_177045 target | target 1748
Tcplll2 NM_146008 target | target 1697 Senp5 NM_177103 target | target 1749
5730596K20Rik NM_146091 target | target 1698 Cenpt NM_177150 target | target 1750
9630058J23Rik NM_146105 target | target 1699 6330408A02Rik NM_177312 target | target 1751
Slc25a25 NM_146118 target | target 1700 Camkld NM_177343 target | target 1752
Thrap3 NM_146153 target | target 1701 Rhbdd3 NM_177370 target | target 1753
Lrch4 NM_146164 target | target 1702 BC022224 NM_177564 target | target 1754
Jtvl NM_146165 target | target 1703 H2afj NM_177688 target | target 1755
Armc5 NM_146205 target | target 1704 AI854703 NM_177737 target | target 1756
Aars 46217 target | target 705 Ogfodl 77767 target | target 757
Gprche 47217 target | target 706 KIhl18 77771 target | target 758
Ubginl 4 target | target 707 Slc5a6 77870 target | target 759
Zfp566 814 target | target 708 Hnrpull 7808! target | target 760
Jarid1b 895 target | target 709 2700050L05Rik 7811! target | target 76.
Zc3hl2a 159 target | target 7 Dixdcl 7811 target | target 76.
Tmem41lb 3525 target | target 7 Bripl 7830! target | target 76.
Thocl 3552 target | target 7 Zswim3 7837 target | target 764
1po9 774 target | target 7 TagIn2 7859 target | target 76!
4933403F05Rik 794 target | target 714 Imp4 7860: target | target 76
4930579E17Rik 6 target | target 767 Kcnh8 NM_001031811 target .
Cog4 78693 target | target 768 Kcnh8 NM_001031811 target
Ppmil M_178726 target | target 769 Pak6 NM_001033254 target 1
Dctd NM_178788 target | target 1770 Spryd3 NM_001033277 target 1822
Ints3 NM_178876 target | target 1771 LOC432870 NM_001034881 target 1823
Mapkapk3 NM_178907 target | target 1772 LOC546723 NM_001037169 target 1824
Gars NM_180678 target | target 1773 Nfatc2 NM_001037177 target 1825
Tmcé NM_181321 target | target 1774 Rusc2 NM_001037709 target 1826
Anapcl13 NM_181394 target | target 1775 Fbxo39 NM_001037713 target 1827
Csrp2bp NM_181417 target | target 1776 1110034BO5Rik | NM_001037742 target 1828
Gprl35 NM_181752 target | target 1777 Timm8a2 NM_001037744 target 1829
Gstp2 NM_181796 target | target 1778 LOC380994 NM_001037748 target 1830
Tmc8 NM_181856 target | target 1779 LOC380994 NM_001037748 target 1831
Cdc42bpb NM_183016 target | target 1780 LOC380994 NM_001037748 target 1832
Trim46 NM_183037 target | target 1781 LOC380994 NM_001037748 target 1833
2600005003Rik 83089 target | target 782 LOC380994 001037748 target 4
BC051227 83170 target | target 783 Gngt2 001038664 target 5
2610318N02Rik 83287 target | target 784 Rnf38 001038993 target 6
4931440L10R 83292 target | target 785 Kif5a 001039000 target 7
4933440H19Rik 4335 target | target 786 D030013I116Rik 001039164 target 8
Eif5h 03 target | target 787 1700019N12Rik 001039494 target 9
Nsfllc 26 target | target 788 Adoral 0010: 0 target 40
D630004A14Rik 75 target | target 789 Slc30a2 0010: 7 target 4
Pou2fl 2 target | target 7 Ahnak 001039959 target 4
Hdac10 8 target | target 7 Akapl 001042541 target 4
Phf15 target | target 7 Map2k7 001042557 target 44
Lrsaml target | target 7! Smad7 001042660 target 45
BC048355 M 6. target | target 794 Mtap6 M_001043355 target 46
BC052040 M_207264 target | target 795 Ziprol M_001044703 target 47
0610007C21Rik NM_212470 target | target 1796 Ziprol NM_001044704 target 1848
BC049807 NM_001002008 target 1797 Ziprol NM_001044705 target 1849
Hspa2 NM_001002012 target 1798 Bdnf NM_001048139 target 1850
D130007C19Rik NM_001002773 target 1799 Mtap6 NM_001048167 target 1851
9930012K11Rik NM_001004155 target 1800 Ccl27 NM_001048179 target 1852
LOC432637 NM_001004167 target 1801 Git2 NM_001077359 target 1853
Znhit3 NM_001005223 target 1802 Acads NM_007383 target 1854
Mreg NM_001005423 target 1803 Actb NM_007393 target 1855
Arhgap30 NM_001005508 target 1804 Admr NM_007412 target 1856
Zfp251 NM_001007568 target 1805 Adprh NM_007414 target 1857
A630018P17Rik NM_001007577 target 1806 Adrbl NM_007419 target 1858
Rtnl 0010075 target 807 Slc25a4 007450 target 59
Adoral 0010085: target 808 Assl 007494 target 60
Txnip 0010 target 809 Bak1 007523 target 6
Mdk 0010. target 8 Bdnf 007540 target 6.
Mdk 0010. target 8 Hrk 007545 target 6.
2010001J22Rik 0010. target 8 Btg2 007570 target 64
Lman2| 0010 4 target 8 Cacnala 00757 target 65
Scn4b 001013390 target 814 Anxa2 007585 target 66
Al747699 001013770 target 815 Calu 007594 target 67
Zfyve28 00101503! target 816 Camk2b 00759! target 68
Triobp 00102471 target 817 Capn5 00760 target 69
Kenc2 00102558 target 818 Car5a 00760 target 70
Cbx4 M_007625 target 871 Mmp14 00860: target 23
Cd59a NM_007652 target 872 Mnatl M_00861. target 24
Cdg2 NM_007656 target 1873 Mov10 NM_008619 target 1925
Cd9 NM_007657 target 1874 Mpz NM_008623 target 1926
Cdk5 NM_007668 target 1875 Mtap2 NM_008632 target 1027
Cdknla NM_007669 target 1876 Mtnrla NM_008639 target 1928
Chil NM_007697 target 1877 Mybl1 NM_008651 target 1929
Cngal NM_007723 target 1878 NbIL NM_008675 target 1930
Comt NM_007744 target 1879 Ndrl NM_008681 target 1931
Cripl NM_007763 target 1880 Npdcl NM_008721 target 1932
Cryge NM_007777 target 1881 Npr3 NM_008728 target 1933
Csrp2 NM_007792 target 1882 Ocln NM_008756 target 1934
Cstb NM_007793 target 1883 Pcp2 NM_008790 target 1935
Arid3a 0078: target 884 Padi2 008812 target 6
Atnl 0078: target 885 Pip5klc 008844 target 7
Dsg2 0078: target 886 Pkd2 008861 target 8
E4f 0078! target 887 Pml 008884 target 9
Ebf; 0078! target 888 Pmp22 00888! target 40
Ect: 007! target 889 Ppl 008 target 4
Efnb3 007! target 8 Ppox 008 target 4
Egrl 007! target 8 Pps 008! target 4
EIf3 007 target 8 Prkarlb 008 target 44
Mark2 007928 target 8! Npepps 00894 target 45
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Emp2 007929 target 894 Ret 009050 target 46
Evx 007967 target 895 Ralbpl 009067 target 47
Ezh 007970 target 896 Ripk1 009068 target 48
F2rl 007974 target 897 Nkx1-2 009123 target 49
Fafl 007983 target 898 Scdl 009127 target 0
Fscnl 007984 target 899 Sh3bpl 009164 target
Fofli 008005 target 0 Vps4b 009190 target
Frat: 008043 target 0. Slc12a4 00 target
Gad. 008077 target 0! Slclal 00! target 4
Gata3 008091 target 0! Slc4a2 00920 target 55
Gegr 008101 target 04 0x15 009235 target 56
Gfra2 M_008115 target 05 Serpinb5 M_009257 target 57
Ggtl NM_008116 target 1906 SIk NM_009289 target 1058
Grin2a NM_008170 target 1907 Tapbp NM_009318 target 1959
Hand1 NM_008213 target 1908 Thx2 NM_009324 target 1960
Has3 NM_008217 target 1909 Tcf2 NM_009330 target 1961
Hdc NM_008230 target 1910 Terfl NM_009352 target 1962
Hesl NM_008235 target 1911 TIx2 NM_009392 target 1963
Hnl NM_008258 target 1912 Tuba6 NM_009448 target 1964

Hoxal3 NM_008264 target 1913 Tubb2a NM_009450 target 1965
Dnajb3 NM_008299 target 1914 Uspl0 NM_009462 target 1966
Hspa2 NM_008301 target 1915 Vasp NM_009499 target 1967
Kiflb NM_008441 target 1916 Aanat NM_009591 target 1968
Kif5a NM_008447 target 1917 Actgl NM_009609 target 1969
Krt19 008471 target 8 Adm 009627 target 70
Llcam 008478 target 9 Ahnak 00964 target 7
Lhb 008497 target 0 Anxab5 00967 target 7
Lrrfipl 008515 target 1 Agp5 00! target 7
Mmp11l 008606 target 22 Artn 0097, target 74
Atf2 009715 target 75 Limk1 0107. target 027
Bcat2 009737 target 76 Lox 010728 target 028
KIf5 009769 target 77 Zbtb7a 010731 target 029
Tspo 009775 target 78 dk 010784 target 030

Cacna2d3 009785 target 79 sn 010833 target 0:

Ctnnal 009818 target 0 Msx1 010835 target 0!
Rblccl 009826 target 1 Mtap6 010837 target 0:
Ccrndl M_009834 target 2 Mapt M_010838 target 034
Cdso NM_009855 target 1983 Mthfr NM_010840 target 2035
Cdc7 NM_009863 target 1984 Myc NM_010849 target 2036
Cdknic NM_009876 target 1985 Myolb NM_010863 target 2037
Ckmtl NM_009897 target 1986 Ndn NM_010882 target 2038
Coldal NM_009931 target 1987 Ndrgl NM_010884 target 2039
Bcarl NM_009954 target 1988 Nfatc2 NM_010899 target 2040
Dpysl2 NM_009955 target 1989 NidL NM_010917 target 2041
Ctsw NM_009985 target 1990 Hspa4l NM_011020 target 2042
Cd55 NM_010016 target 1991 Poldl NM_011131 target 2043
Eeflal NM_010106 target 1992 Cnot7 NM_011135 target 2044
Empl NM_010128 target 1993 Sti4 NM_011176 target 2045
En2 NM_010134 target 1994 Pscd3 NM_011182 target 2046
Eomes 010136 target 5 Ptpn12 0 target 047
Epha2 010139 target 6 Ptprs 0 target 048
Faah 010173 target 7 Rab5b 01122 target 049
Fbin1 010180 target 8 Rasgrp2 01124 target 050
Fkbp5 010220 target 9 Ccl27 01133 target 0!
Fosl1l 010235 target 00 Sgk 01136 target 0!
Gnall 010301 target 00! Six3 01138. target 0!
Gnai3 010306 target 00 Ski 01138! target 054
Gnb2 01031 target 00! Ncor2 011424 target 055
Edg5 01033 target 004 Stxbp2 011503 target 056
Nmurl 01034 target 005 Thx6 011538 target 057
Gsgl 01035: target 006 Tead2 011565 target 058
Hand2 M_01040: target 007 Tinl M_011602 target 059
Hdac5 M_01041. target 008 Tubal M_011653 target 060
Foxfla NM_010426 target 2009 Tuftl NM_011656 target 2061
Hoxa7 NM_010455 target 2010 Ywhah NM_011738 target 2062
Hoxa9 NM_010456 target 2011 Zfp36 NM_011756 target 2063
Hoxb7 NM_010460 target 2012 Ziprol NM_011757 target 2064
Hoxcl12 NM_010463 target 2013 Zp3 NM_011776 target 2065
Hoxc6 NM_010465 target 2014 Corolc NM_011779 target 2066
Hrc NM_010473 target 2015 Gdf15 NM_011819 target 2067
Ifnar2 NM_010509 target 2016 Mbc2 NM_011843 target 2068
Igf2 NM_010514 target 2017 Ptkol NM_011876 target 2069
Igfbp5 NM_010518 target 2018 Sgcb NM_011890 target 2070
Uhmk1 NM_010633 target 2019 Cd97 NM_011925 target 2071
Klf4 010637 target 0 Clcn6 011929 target 072
KIK: 010639 target 0 Gnpdal 011937 target 073
Mafb 010658 target 0 lap2k7 011944 target 074
Krtl7 010663 target 0. lap3k1 011945 target 075
Laspl 010688 target 024 Rage 011973 target 076
Lgals3 010705 target 025 Casp8ap2 011997 target 077
Lgtn 010709 target 026 Racgapl 012025 target 07
Slc9a3rl 012030 target 079 Krt85 016879 target
Irf5 012057 target 0 Cldn7 016887 target
Add1 013457 target 0 Spintl 016907 target
Creb3 013497 target 0 Cdki2 016912 target 4
Epb4.111 013510 target 0 Stégalnacé 016973 target 5

Epb4.114a 013512 target 084 01-set 017461 target 6
Gfpt2 M_013529 target 085 Sfn M_018754 target 7
Ptpn6 NM_013545 target 2086 Sx8 NM_018768 target 2138

Hist2h2aal NM_013549 target 2087 Gipcl NM_018771 target 2139

Hist2h2aal NM_013549 target 2088 Brp44l NM_018819 target 2140

Histlh3a NM_013550 target 2089 Irx5 NM_018826 target 2141
Hoxd10 NM_013554 target 2090 Slcla4 NM_018861 target 2142
Hoxd9 NM_013555 target 2091 Pgam2 NM_018870 target 2143
Itga3 NM_013565 target 2092 Gpr56 NM_018882 target 2144
Kcnh2 NM_013569 target 2093 Tmem37 NM_019432 target 2145
Cogl NM_013581 target 2094 Gabbrl NM_019439 target 2146
Msh5 NM_013600 target 2095 Nphsi NM_019459 target 2147
Prphl NM_013639 target 2096 Panx1 NM_019482 target 2148
Sema6h 013662 target 097 Cldn14 019500 target 49
Semaéh 013662 target 098 Htral 019564 target 0
Sh3gl1 013664 target 9 Cxcl14 01956 target
T2 013682 target 0 Espn 01958 target
Tcpll 013687 target 0. Ubc 01963 target
Txnrd2 013711 target 0! Clptm1 01964 target 4
Chafla 013733 target 0! Mycbp 01966 target 55
Plek2 013738 target 04 Plcdl 01967 target 56
X99384 013753 target 05 Fmnll 01967 target 57
Tjp3 013769 target 06 Rassfl 01971 target 58

189




Actg 013798 target 07 Tle2 019725 target 59
Dnahc8 013811 target 08 Snx 019727 target 60
Xbpl 013842 target 09 Usp 0197. target 6
Ror2 013846 target Acot! 0197 target 6!
Ndrg2 013864 target Gabarap 01974 target 6
Bcar3 013867 target Nat6 019750 target 64
Cabpl 013879 target Tmeff2 019790 target 65
Usp21 0. 9 target 4 Trip4 019797 target 66
Abtl 0. 4 target 5 Pdlim5 01980: target 67
DKkI1 0. 9 target 6 Pdlim5 01980! target 68
Rab10 016676 target 7 Gltp 01982. target 69
Gpcl M_016696 target 8 Gsk3b M_01982 target 70
lggapl NM_016721 target 2119 Git2 NM_019834 target 2171
Atp2a3 NM_016745 target 2120 B4galts NM_019835 target 2172
Prdx4 NM_016764 target 2121 HIxb9 NM_019944 target 2173
Ddah2 NM_016765 target 2122 Rnf14 NM_020012 target 2174
Mcrs1 NM_016766 target 2123 Trim44 NM_020267 target 2175
Echl NM_016772 target 2124 Tob2 NM_020507 target 2176
Cntnapl NM_016782 target 2125 A730008LO3Rik NM_021393 target 2177
Chst3 NM_016803 target 2126 Pvrll NM_021424 target 2178
Banp NM_016812 target 2127 Efemp2 NM_021474 target 2179
116 NM_016851 target 2128 Myoz1l NM_021508 target 2180
Gipc2 NM_016867 target 2129 Nup160 NM_021512 target 2181
Krt85 NM_016879 target 2130 Wsb2 NM_021539 target 2182
Cenph 021886 target 83 Coq10b 026424 target 5
Fxyd7 022007 target 84 2010110K16Rik 026442 target 6
Ralb 022327 target 85 Ppmlm 026447 target 7
Sp5 022435 target 6 2700055K07Rik 026481 target 8
Pdlim5 022554 target 7 Cdc42ep3 026514 target 9
Tmepai 022995 target 8 Txnl5 026559 target 40
Gfer 023040 target 9 9430023L20Rik 026566 target 4
Gngt2 023121 target Ndufb4 026610 target 4
Ranbpl7 023146 target BC061039 026624 target 4
Cxcl16 023158 target Rpa3 026632 target 44
Pycard 023258 target 5730536A07Rik 026635 target 45
Ndel 023317 target 4 Etfb 026695 target 46
Mylc2b M_023402 target 5 Tlcdl M_026708 target 47
Npc2 NM_023409 target 2196 Ankrd13a NM_026718 target 2248
Tnfsf13 NM_023517 target 2197 Cdc42ep2 NM_026772 target 2249
Pex13 NM_023651 target 2198 Mocos NM_026779 target 2250
Igf2bp3 NM_023670 target 2199 Pmvk NM_026784 target 2251
Txnip NM_023719 target 2200 Smyd2 NM_026796 target 2252
Mgea5 NM_023799 target 2201 Arlga NM_026823 target 2253
Rab3c NM_023852 target 2202 Pygo2 NM_026869 target 2254
OrmdI2 NM_024180 target 2203 Ypel3 NM_026875 target 2255
Ppp6c NM_024209 target 2204 Chmp2a NM_026885 target 2256
Cmtm3 NM_024217 target 2205 Stoml1 NM_026942 target 2257
Plekhfl NM_024413 target 2206 2200002K05Rik NM_026955 target 2258
Unc84a NM_024451 target 2207 Dctn2 NM_027151 target 2259
BC005537 02447 target 08 2310046K01Rik 027172 target 60
Sdhc o] target 09 Centd2 027180 target 6
0610009D07Rik 0! target Tt 027192 target 6
Dhrs10 0! 0 target 1810054D07Rik 02723 target 6.
Ypel3 025347 target Zfp715 027264 target 64
1110005A23Rik 025364 target Sdro 027301 target 65
Prri3 025385 target 4 2610034B18Rik 027420 target 66
Arfl4 025404 target 5 Brp44 027430 target 67
2810021B07Rik 025479 target 6 Pak4 027470 target 68
Mgst3 025569 target 7 Dcamki2 027539 target 69
Abi3 025659 target 8 2310047D13Rik 02777 target 70
Grtpl 025768 target 9 9130008F23Rik 027834 target 7
1100001H23Rik M_025806 target 0 Stk1lip M_02788 target 7
Mfsd1 M_025813 target 1 Klhdc3 M_027910 target 7.
1200009022Rik NM_025817 target 2222 Wdrl6 NM_027963 target 2274
Carhspl NM_025821 target 2223 Mad2I2 NM_027985 target 2275
Cdc3711 NM_025950 target 2224 Noxol NM_027988 target 2276
Achd4 NM_025988 target 2225 Esco2 NM_028039 target 2277
Rnaseh2b NM_026001 target 2226 Cyb5r1 NM_028057 target 2278
Tmem77 NM_026013 target 2227 Slc39a4 NM_028064 target 2279
Ccdc77 NM_026028 target 2228 Pppiridd NM_028104 target 2280
Cmtm6 NM_026036 target 2229 Tmem175 NM_028223 target 2281
Mboat2 NM_026037 target 2230 Sgoll NM_028232 target 2282
Lass4 NM_026058 target 2231 Lrpprc NM_028233 target 2283
Slc25a19 NM_026071 target 2232 4933435A13Rik NM_028304 target 2284
Wfdc2 026323 target 3 2900006B13Rik 028398 target 8
4930578I06Rik 026359 target 4 Prkcdbp 028444 target 8
3110043J09Rik 028455 target 7 Tulp4 054040 target 3
Efhal 028643 target 8 Hist2h3c2 054045 target 4
4930404H21Rik 028654 target 9 B3gnt5 054052 target 4
Rftn2 028713 target Rdh1 080436 target 4
Als2 028717 target Zcchcl4 0855 target 4
Cyp2sl 028775 target Cyp4f13 8! target 44
Sec14l1 028777 target Prmt: 8 target 45
Robo4 02878 target 4 Steap3 8 target 46
Katnb. 02880! target 5 111112 9 target 47
4932438H23Rik 02890! target 6 Mfn2 0 target 48
4933435A13Rik 02895/ target 7 Znif. 0 target 49
4933427D14Rik M_028963 target 8 Kenh7 M_ 0 target 50
Pck2 NM_028994 target 2299 Sertad3 NM_133210 target 2351
Trim14 NM_029077 target 2300 Slc24a6 NM_133221 target 2352
Lmbril NM_029098 target 2301 Glecil NM_133236 target 2353
Ankrd53 NM_029245 target 2302 Acot7 NM_133348 target 2354
Ccdc83 NM_029256 target 2303 Primal NM_133364 target 2355
Tm4sf5 NM_029360 target 2304 CryzI1l NM_133679 target 2356
4930402H24Rik NM_029432 target 2305 Mosc2 NM_133684 target 2357
Nin NM_029447 target 2306 2810048G17Rik NM_133746 target 2358
Gotlll NM_029674 target 2307 4833439L19Rik NM_133797 target 2359
1700127D06Rik NM_029831 target 2308 4930504E06Rik NM_133858 target 2360
C330008K14Rik NM_029942 target 2309 Ceptl NM_133869 target 2361
Snapc3 029949 target Pafah2 80 target 62
Tmem50b 030018 target Slc44al 9 target 63
4930461P20Rik 030046 target Krbal 2 target 64
Phf23 030064 target Arhgef18 6 target 65
4921505C17Rik 030168 target 4 2010002N04Rik 413 target 66
Kctd18 030211 target 5 Actnl 415 target 67
9130017NO9Rik 030218 target 6 Ecgfl 830 target 68
Cttnbp2nl 03024 target 7 AF397014 8654 target 69
Pofut 03026: target 8 ORF28 8664 target 70
Histlhla 03060 target 9 Plekhg2 8752 target 71
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Nptxr 030689 target Pou4f2 38944 target 72
Sacmil 030692 target Cspg4 39001 target 73
Hspb8 030704 target Tbc1d19 44517 target 74
Pum1 030722 target Lgi4 44556 target 75
Sorcs2 030889 target 4 Tmem63a 44794 target 76
Krt8 o] 0 target 25 Sgtb 4483 target 77
Gtf2al 031391 target 6 BC021614 4486 target 78
gfr 033217 target 7 Appbpl 44 target 79
Clicl 033444 target 8 Usp3 44 target 80
Vps37a 033560 target 9 Prokr2 44944 target 8
Whscrl 033561 target 0 Hist1h3g 45073 target 8.
Bcl3 M_033601 target 1 Chst10 M_145142 target 8.
Fxyd4 NM_033648 target 2332 Gtpbp6 NM_145147 target 2384
Fxyd1l NM_052991 target 2333 Oas2 NM_145227 target 2385
Fxyd1l NM_052992 target 2334 Tmem51 NM_145402 target 2386
Car7 NM_053070 target 2335 Zip503 NM_145459 target 2387
Trim7 NM_053166 target 2336 Lzts2 NM_145503 target 2388
Sfxn3 NM_053197 target 2337 Epb4.1I5 NM_145506 target 2389
Dhrs8 NM_053262 target 2338 Farp2 NM_145519 target 2390
Mall NM_145532 target 2391 Sox30 NM_173384 target 2443
BC021891 NM_145608 target 2392 Kcns3 NM_173417 target 2444
Histlhld NM_145713 target 2393 A830043J08Rik NM_173425 target 2445
Ciasl NM_145827 target 2394 Vcepipl NM_173443 target 2446
6430527G18Rik NM_145836 target 2395 Ube20 NM_173755 target 2447
AW549877 45930 target 6 KIfg8 73780 target 448
Ccdc25 45944 target 7 Leprot 75036 target 449
C330016010Rik 45974 target 8 4930515G01Rik 75120 target 450
Plekhh3 46030 target 9 Trpm4 75130 target 451
C530044N13Rik 46067 target 40 Arhgap26 75164 target 452
Csnklal 46087 target 40 Plekhf2 7517 target 453
9130404D14Rik 46119 target 40 Rnf38 7520 target 454
rd1 46150 target 40 Tmem65 7521, target 455
Pdik1l 46156 target 404 Fzd10 75284 target 456
Slcodal 48933 target 405 D930048N14Rik 7528 target 457
Slcla3 48938 target 406 A130022J15Rik 7 target 458
Chrnb4 48944 target 407 Spty2d1 75! target 459
Slc44a2 M_152808 target 408 Ndg2 M_175. target 460
Plcd3 NM_152813 target 2409 Gtf2al NM_175335 target 2461
Ctdspl NM_153088 target 2410 2700081015Rik NM_175381 target 2462
Cd109 NM_153098 target 2411 A230106M15Rik NM_175474 target 2463
Kiflc NM_153103 target 2412 Tmem74 NM_175502 target 2464
Fev NM_153111 target 2413 6430604K15Rik NM_175560 target 2465
Oplah NM_153122 target 2414 Histlh4d NM_175654 target 2466
Irgq NM_153134 target 2415 Hist1haf NM_175655 target 2467
Histlh4h NM_153173 target 2416 Histlh4m NM_175657 target 2468
4930429A22Rik NM_153530 target 2417 Histlh4m NM_175657 target 2469
Phidbl NM_153537 target 2418 Histlh2af NM_175661 target 2470
Gak NM_153569 target 2419 Hoxc5 NM_175730 target 2471
Katnall NM_153572 target 2420 D230002A01Rik NM_176904 target 2472
Atgad 583 target 4 C230013L11Rik 76985 target 473
BC029169 782 target 422 Vwe2 77033 target 474
Arhgap22 800 target 4 Pde4dip 77145 target 475
Plekhg3 804 target 424 B430209F14Rik 77188 target 476
Ppp1r9b 261 target 425 Cdki2 77270 target 477
Phyhd 72267 target 426 Rpapl 77294 target 478
D730001G18Rik 72433 target 427 Arl4c 77305 target 479
Sh3bgri2 72507 target 428 4732474A20Rik 77307 target 480
Pgic 72574 target 429 Parpl6 77460 target 48
Tmem63c 72583 target 4 Mtmr9 77594 target 48!
Fcho2 72591 target 4 BC022623 77632 target 48!
Zfp523 72617 target 4 Lrrc61 77736 target 484
Slco4cl M_172658 target 4 Rgma M_177740 target 485
D030051N19Rik M_172669 target 434 9030224M15Rik M_177793 target 486
Arhgef10 NM_172751 target 2435 B4galnt4 NM_177897 target 2487
4732496008Rik NM_172877 target 2436 Hyal3 NM_178020 target 2488
Wdfy3 NM_172882 target 2437 Hmga2 NM_178057 target 2489
Ccdc113 NM_172914 target 2438 Pml NM_178087 target 2490
Zfp512 NM_172993 target 2439 Hist1h2ai NM_178182 target 2491
D030041N04Rik NM_173012 target 2440 Histlh2ao NM_178185 target 2492
Csnklgl NM_173185 target 2441 Histlh2ao NM_178185 target 2493
Prune NM_173347 target 2442 Histlh2ae NM_178187 target 2494
Histlh2ad NM_178188 target 2495 Plecl NM_201392 target 2547
Histlh4a NM_178192 target 2496 Plecl NM_201393 target 2548
Hist1h2bf NM_178195 target 2497 Plecl NM_201394 target 2549
Hist1h2bg 78196 target 2498 Frt2 01518 target 550
Hist1h3d 78204 target 2499 y 01530 target 551
Hist1h3h 78206 target 250 y 01530 target 552
Hist2h2aa2 78212 target 250! y 01530 target 553
Hist2h2aa2 78212 target 250! 01530 target 554
Hist2h3cl 78216 target 250! Ugtlal 01645 target 555
Hist2h3cl 78216 target 2504 Ltl 0694 target 556
Tieg 78357 target 2505 Lt 0694: target 557
Zfp369 78364 target 2506 Gpri52 0697 target 558
Snhupn 78374 target 2507 Plac! 07. target 559
Jakmipl 78394 target 2508 Plac! 07. target 560
BC034204 78420 target 2509 Plac! 07. target 56.
C230052I12Rik 78643 target 2510 E130006D01Rik 0725 target 56.
A530088H08Rik M_178656 target 2511 B230218L05Rik M_20726! target 56.
Depdclb NM_178683 target 2512 C230071H18Rik NM_207265 target 2564
C130074G19Rik NM_178692 target 2513 Efnab NM_207654 target 2565
Stk32a NM_178749 target 2514 Al842396 NM_213729 target . 2566
E130309F12Rik NM_178756 target 2515 BC031181 NM_001001181 target 2567
Hisppd2a NM_178795 target 2516 Hexdc NM_001001333 target 2568
C76566 NM_178879 target 2517 BC056474 NM_001001493 target 2569
Spata7 NM_178914 target 2518 A930013B10Rik NM_001001497 target 2570
Hic2 NM_178922 target 2519 D1Bwg1363e NM_001001565 target 2571
Nnat NM_180960 target 2520 D1Bwg1363e NM_001001566 target 2572
Sytl4 NM_181546 target 2521 C230021P08Rik NM_001001884 target 2573
Cd59b NM_181858 target 2522 Rpl17 NM_001002239 target 2574
Nfkbil2 83091 target 2523 Nup85 001002929 target 75
2610203E10Rik 83220 target 2524 Gnn 001003910 target 76
Stk35 83262 target 2525 Atg9a 001003917 target 77
Calu 84053 target 2526 Brskl 001003920 target 78
Nanos3 4059 target 2527 Gnn 001003939 target 79
FxydLl 432 target 2528 Cricl 001004062 target 580
Unc84b 434 target 2529 Ckap2 001004140 target 581
2310044H10Rik 7 target 2530 Slc13a5 001004148 target 582
Pcgfl 7 target 2531 AA467197 001004174 target 583
Helz 8298 target 2532 Wapal 001004436 target 584
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D15Wsul69e 420 target 2533 Hps5 001005248 target 585
Igsf21 610 target 2534 Gm237 001005419 target 586
B3gnt4 611 target 2535 Gm996 001005424 target 587

BC057627 631 target 2536 Zcwpwl 001005426 target 588
Al646023 860 target 2537 Txlna 001005506 target 589
Ugcgll 899 target 2538 1100001122Rik 001005859 target 590
Ppmim 931 target 2539 Mtusl 001005865 target 591
Enpp4 016 target 254 Slc7a6os 001007567 target 592
BC024868 149 target 254 D8Ertd738e 00100757 target 593
Rrm2b 476 target 254 Nol10 00100842 target 594
Gdpds 352 target 254 11-set 00100981 target 595
Slc6a7 M_201353 target 2544 BC088983 M_00100995 target 596
Gm1631L NM_201366 target 2545 Pppiri3l NM_001010836 target 2597
Plecl NM_201391 target . 2546 Futl0 NM_001012517 target 2598
Al316807 NM_001012667 target 2599 Ndufb6 NM_001033305 target 2651
Tgfbrapl NM_001013025 target 2600 Cox18 NM_001033310 target 2652
Ttf2 NM_001013026 target 2601 Gm603 NM_001033338 target 2653
E2f8 NM_001013368 target 2602 6430526N21Rik NM_001033383 target 2654
Nrp NM_001013372 target 2603 Lgr6 NM_001033409 target 2655
Utp18 NM_001013375 target 2604 Gal3st4 NM_001033416 target 2656
Rpp38 NM_001013376 target 2605 Gm1103 NM_001033466 target 2657
E130306D19Rik NM_001013377 target 2606 Kcnk6 NM_001033525 target 2658
Uspll NM_001013378 target 2607 C130040N14Rik [ NM_ 001033818 target 2659
Rsadl NM_001013381 target 2608 Ak2 NM_001033966 target 2660
1110054005Rik 001013577 target 609 Ncoa4d 001033988 target 61
BC072620 001013758 target 6 Ccne2 001037134 target 62
Amt 001013814 target 6 2310033E01Rik 001037143 target 6.
Zmynd12 001014900 target 6 2700094K13Rik 001037279 target 64
Espll 00101497 target 6 Cstf3 001037326 target 65
Tywl 00101587 target 614 Zfp. 001037665 target 66
Rasef 00101742 target 615 LOC432670 001037717 target 67
Kbtbd7 00102413! target 616 Rai 001037764 target 68
Trappcl 00102420 target 617 LOC622404 001037913 target 69
Crlsl 00102438! target 618 EG623661 001037918 target 70
AA536717 00102451 target 619 Dnajb6 001037940 target 7
4833426J09Rik 00102460 target 620 Dnajb6 001037941 target 267
Pcnp M_00102462. target 621 Dbi M_001037999 target 267
Cebpz NM_001024806 target 2622 Banfl NM_001038231 target 2674
Ddx49 NM_001024922 target 2623 Uspl4 NM_001038589 target 2675
Cyb5d2 NM_001024926 target 2624 Gng7 NM_001038655 target 2676

D4Ertd429e NM_001025106 target 2625 Cdc42sel NM_001038708 target 2677
Pusl NM_001025561 target 2626 Sehil NM_001039088 target 2678
Pusl NM_001025562 target 2627 Eif4e2 NM_001039169 target 2679

LOC217066 NM_001025564 target 2628 Zfhx2 NM_001039198 target 2680
Pdzd4 NM_001029868 target 2629 Hdhd2 NM_001039201 target 2681
Sec23ip NM_001029982 target 2630 2410004P22Rik NM_001039206 target 2682
Ndufs5 NM_001030274 target 2631 Rkhd2 NM_001039214 target 2683

BC068171 NM_001030307 target 2632 EG632778 NM_001039243 target 2684
Mrpl41 NM_001031808 target 2633 Wdr37 NM_001039388 target 2685
2610207105Rik 001031814 target 634 Wdr37 001039389 target 86
BC065397 001033001 target 635 Tcergl 001039474 target 87
Gm166 001033040 target 636 Lipe 001039507 target 88
Seracl 001033127 target 637 Pnkd 0010: target 89
1200015F23Rik 00103313 target 638 Rrn3 0010: target 0
1700029J07Rik 00103314 target 639 4930594M22Rik 0010: target
AU014645 00103320 target 64 __Pigl 0010: 6 target
Gm71 00103323 target 64 4922505G16Rik 001039557 target
BC013491 00103324 target 64 Mtl5 001039657 target 4
Gm266 00103324 target 64 BC022593 001039723 target 5
09-mar 00103326: target 644 1200003I07Rik 001039967 target 6
Gls2 001033264 target 645 Txnl4 001042408 target 2697
Tmem55b M_001033271 target 646 Rabl3 M_001042499 target 2698
Uap1l1 M_001033293 target 647 Blm M_001042527 target 2699
Ddx31 NM_001033294 target 2648 Hbs1l NM_001042593 target 2700
Gmps NM_001033300 target 2649 LOC208595 NM_001042670 target 2701
Gm129 NM_001033302 target 2650 Zfp2 NM_001044697 target 2702
Zfp2 NM_001044698 target 2703 Cbrl NM_007620 target 2755
Zfp2 NM_001044699 target 2704 Ccndl NM_007631 target 2756
Zip2 NM_001044700 target 2705 Cenf NM_007634 target 2757
Gm740 NM_001045525 target 2706 Cct2 NM_007636 target 2758
Morc3 NM_001045529 target 2707 Cct5 NM_007637 target 2759

LOC544797 NM_001045536 target 2708 Cdc2a NM_007659 target 2760
Pickl NM_001045558 target 2709 Cdc2l1 NM_007661 target 2761
Mink1 NM_001045959 target 2710 Cetn3 NM_007684 target 2762
Mink1 001045964 target 7 Cfi 007686 target 763
Snrpa 001046637 target 712 Chrm4 007699 target 764

1110020P15Rik 001047158 target 7 Clcn3 007711 target 765
Zcsl2 001047433 target 714 Clk4 007714 target 766
Rpl38 001048057 target 715 Cox7c 007749 target 767
Rpl38 00104 target 716 Cox8a 007750 target 768
Monlb 00104814 target 717 Crat 007760 target 769
Zgpat 00104814 target 718 Csnk2al 007788 target 770

430057019R 00104 target 719 Cutl2 007804 target 77.

0057019R 00104 target 7 Cycs 007808 target 77
0057019R 00104 target 7 Dapk3 007828 target 77
0057019Ri 00104 target 7 Dbi 007830 target 774

9630025/21Ril 00107 target 7 Dck 007832 target 775

Acol NM_007386 target 724 Dscr3 M_007834 target 776
Adora2b NM_007413 target 2725 Ddit3 NM_007837 target 2777
Amd2 NM_007444 target 2726 Ddost NM_007838 target 2778
Prdx3 NM_007452 target 2727 Dhx9 NM_007842 target 2779
Prdx6 NM_007453 target 2728 Degsl NM_007853 target 2780
Aplg2 NM_007455 target 2729 Slc29a2 NM_007854 target 2781
Birc2 NM_007465 target 2730 Dffb NM_007859 target 2782
Arfl NM_007476 target 2731 Dight NM_007862 target 2783
Arf3 NM_007478 target 2732 Dix4 NM_007867 target 2784
Arf6 NM_007481 target 2733 Dnajcl NM_007869 target 2785
Atfl NM_007497 target 2734 Drd4 NM_007878 target 2786
Atm NM_007499 target 2735 Eef2 NM_007907 target 2787
Atp5g1 007506 target 736 Ddx19a 007! target 788
Atp6vla 007508 target 737 Eif4ebpl 007 target 789
Atpévlel 007510 target 738 Elk4 007 target 790
Aupl 007517 target 739 Scyel 007! target 7
Bachl 007520 target 74 Endog 007 target 7
Bardl 007525 target 74 Erh 007 target 7
Bax 007527 target 74 Etv2 007959 target 794
Bcap29 007530 target 74 Eval 007962 target 795
Phb2 007531 target 744 Ezh2 007971 target 796
Bcatl 007532 target 745 Fau 007990 target 797
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Bckdha 007533 target 746 Fbl 007991 target 798
Bid 007544 target 747 Fbp2 007994 target 799
Bim 007550 target 748 Fenl 007999 target 00

Bmp8hb 007559 target 749 Fzd7 008057 target 0.

Bmpr2 007561 target 7 Fzd8 008058 target 0

Clgbp 007573 target 7 Ganab 008060 target 0.
Caml 007596 target 7 Gaa 008064 target 04
Canx 007597 target 7 Gdf9 008110 target 05

Casp2 007610 target 754 Gdi2 008112 target 06

Slc6a9 008135 target 807 mel 008704 target 859

Gna-rsl 008136 target 2808 me2 008705 target 2860

Gnat2 M_008141 target 2809 pm1 M_008722 target 2861

Gnb2I1 NM_008143 target 2810 Npm3 NM_008723 target 2862
Bscl2 NM_008144 target 2811 Nrtn NM_008738 target 2863
Gpil NM_008155 target 2812 Nisr2 NM_008747 target 2864
Grik5 NM_008168 target 2813 NxphL NM_008751 target 2865
Grinl NM_008169 target 2814 Pabpcl NM_008774 target 2866
Nr3cl NM_008173 target 2815 Pafah1b3 NM_008776 target 2867

Gtf2hl NM_008186 target 2816 Pax5 NM_008782 target 2868

Thumpd3 NM_008188 target 2817 Ighpl NM_008784 target 2869

Gukl NM_008193 target 2818 Pde6d NM_008801 target 2870
Hdgf NM_008231 target 2819 Piki NM_008826 target 2871
Hes2 NM_008236 target 2820 Pgkl NM_008828 target 2872
Hhex NM_008245 target 2821 Phb NM_008831 target 2873

Map4kl 008279 target 822 Pickl 008837 target 74

Hrsp12 008287 target 823 Phox2b 00888: target 75
Hsf: 008296 target 824 Pnn 008 target 76

Hspa4 008300 target 825 Pola’ 008 target 77

Hspel 008303 target 826 Pola; 008 target 78
Htf9c 008307 target 827 Pold 008894 target 79

Icamb 00 target 828 Ppgb 008906 target 80
d3 00: target 829 Ppia 008907 target 8
1dh3g 00: target 8! Ppmila 008910 target 8!
Ifit2 00: target 8 Prkar2a 008924 target 8

9r 008374 target 8! Psenl 008943 target 84

Kpnbl 008379 target 28 Psma2 008944 target 2885

Eif3s6 M_008388 target 2834 Psmb4 M_008945 target 2886
Itgab NM_008397 target 2835 Psmc3 NM_008948 target 2887

Itgh1bpl NM_008403 target 2836 Psmc5 NM_008950 target 2888
Stt3a NM_008408 target 2837 Pten NM_008960 target 2889

Kenk1 NM_008430 target 2838 Ptrf NM_008986 target 2890

Kcnul NM_008432 target 2839 Rab23 NM_008999 target 2891

Kpnal NM_008465 target 2840 Rab24 NM_009000 target 2892
Mycll NM_008506 target 2841 Rab3a NM_009001 target 2893
Lrmp NM_008511 target 2842 Map4k2 NM_009006 target 2894
Ltc4s NM_008521 target 2843 Rad23b NM_009011 target 2895

Mcm3 NM_008563 target 2844 Rad50 NM_009012 target 2896

Mcm5 NM_008566 target 2845 Rad5lapl NM_009013 target 2897

Mcm6 NM_008567 target 2846 Rad54| NM_009015 target 2898

Mcm7 008568 target 847 Rbbp4 009030 target 99
Menl 008583 target 848 Rbm4 009032 target 00
Mest 008590 target 849 Rbmxrt 009033 target 0
Mns1 008613 target 8 Rela 009045 target 0.

Mtap4 008633 target 8 Trim27 009054 target 0

Mthfd2 008638 target 8 Raglapl 009057 target 04
Mut 008650 target 8 Ring1 009066 target 05

Myd116 008654 target 854 RnpsL 009070 target 06

Myolc 008659 target 855 Rpl26 009080 target 07
Naga 008669 target 856 Rpl28 00908 target 08

Nfe2l1 008686 target 857 Rpl29 00908: target 09

Nipsnapl 008698 target 2858 Rpl30 0090 target 10

Rpol-1 M_009085 target 2911 XrccS M_0095: target 63

Rpol-2 M_009086 target 2912 Yapl M_009534 target 64

Rpo1-3 NM_009087 target 2913 Ywhae NM_009536 target 2965

Rpol-4 NM_009088 target 2914 Yyl NM_009537 target 2966

Rpsi5 NM_009091 target 2915 Zip105 NM_009544 target 2967

Rps4x NM_009094 target 2916 Pcgf2 NM_009545 target 2968
Rps5 NM_009095 target 2917 Zfp94 NM_009568 target 2969
Rps6 NM_009096 target 2918 Map3k12 NM_009582 target 2970

Rps6kal NM_009097 target 2919 Dnajc2 NM_009584 target 2971
Rps8 NM_009098 target 2920 AblL NM_009594 target 2972
Rrm1 NM_009103 target 2921 Accn2 NM_009597 target 2973
Rrm2 NM_009104 target 2922 Parp2 NM_009632 target 2974
Rsul NM_009105 target 2923 Adsl NM_009634 target 2975

S100a13 009113 target 24 Akrib3 009658 target 76

Sapl8 009119 target 25 Amd1 009665 target 77

Sec23a 009147 target 6 Apex1 009687 target 78
Sfrs5 009159 target 7 Aqr 009702 target 79
hmtl 009171 target 8 Atox1 009720 target 80

Siah1lb 009173 target 9 Atp5f1 009725 target 8
frs10 009186 target Bekdk 009739 target 8

Slcl6al 009196 target Bcl7b 009745 target 8

Snap23 009222 target Glb 00975 target 84

Snrp70 009224 target Brca2 00976 target 85

Snrpd1 009226 target 4 Bublb 00977 target 86
pnb2 009260 target 35 Pdia4 00978 target 87

Sephs2 009266 target 36 Aspm 009791 target 88
Srm M_009272 target 37 Carll M_009800 target 89
Ssr4 NM_009279 target 2938 Ccne2 NM_009830 target 2990
Ss18 NM_009280 target 2939 Ccngl NM_009831 target 2991
Statl NM_009283 target 2940 Cenk NM_009832 target 2992
Taf6 NM_009315 target 2941 Ccntl NM_009833 target 2993

Tarbp2 NM_009319 target 2942 Cct3 NM_009836 target 2994

Thxa2r NM_009325 target 2943 Cct8 NM_009840 target 2995
Tcf15 NM_009328 target 2944 Cdé8 NM_009853 target 2996

Acat2 NM_009338 target 2945 Cdhl NM_009864 target 2997
Tert NM_009354 target 2946 Cdk4 NM_009870 target 2998

Tfdpl NM_009361 target 2947 Cdk6 NM_009873 target 2999

Tgfb2 NM_009367 target 2948 Cdk7 NM_009874 target 3000
Tkt 009388 target 49 Cdkn2d 009878 target 001
Ran 009391 target Clcn2 009900 target 002
Topl 009408 target Cxcré 00! target 00!
Tpp2 009418 target Cops2 00! target 004
Traf4 009423 target Igf2bpl 00! target 005
Tst 009437 target 4 Csnk2b 00! target 006

Psmd: 009439 target 55 Ctbp2 00998 target 007

Tuba4 009447 target 56 Ctsd 00998: target 008

Ube2l 009456 target 57 Dbt 01002. target 009

Ube2b 009458 target 58 Dci 01002: target 010
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Umps 009471 target 9 Dhfr 01004 target 011
Uros 009479 target Dok2 01007. target 012
Uty 009484 target Dpm1 01007. target 0
Xrecl 009532 target DvI1l 01009: target 014
E2f3 010093 target 0 Matr3 01077. target 067
Rhbdf1l 010117 target 016 Meal 01078 target 068
Emp3 010 target 017 Mif 010798 target 069
Fgf8 01020! target 018 Psmd7 010817 target 070
Fhi 01020 target 019 Mpg 010822 target 07
Fjx1 010218 target 020 Msh3 010829 target 07.
Fkbp8 010223 target 021 Ncl 010880 target 07
Fpgs M_010236 target 022 Ndufs6 M_010888 target 074
Ftl1 NM_010240 target 3023 Nedd4 NM_010890 target 3075
Fut4 NM_010242 target 3024 Nefh NM_010904 target 3076
Xrcc6 NM_010247 target 3025 Nfs1l NM_010911 target 3077
Gamt NM_010255 target 3026 Nfya NM_010913 target 3078
Gart NM_010256 target 3027 Nsmaf NM_010945 target 3079
Gdap2 NM_010269 target 3028 Ogdh NM_010956 target 3080
Gcek NM_010292 target 3029 P4hb NM_011032 target 3081
Gnas NM_010309 target 3030 Prdx1 NM_011034 target 3082
Gnb5 NM_010313 target 3031 Pdcd6 NM_011051 target 3083
Gng3 NM_010316 target 3032 Pdcdil NM_011053 target 3084
Gnpat NM_010322 target 3033 Pfdn2 NM_011070 target 3085
Got2 NM_010325 target 3034 Abcblb NM_011075 target 3086
Gplbb 010327 target 035 Prked 011103 target 087
Emb 010330 target 036 Pkdrej 011105 target 088
Gpaal 010331 target 037 Pa2g4 011119 target 089
Grb7 010346 target 038 Ppp5c 011155 target 090
Gstt2 010! target 039 Prodh 011172 target 0!
Gstol 010! target 04 Psma 011184 target 0!
Gstzl 010! target 04 Psmb: 01118! target 0!
H2-Ke2 010385 target 04 Psmc: 01118 target 094
Hdac3 010411 target 04 Psme: 01119 target 095
Hipk3 010434 target 044 Ptp4a: 011200 target 096
Hmox1 010442 target 045 Ptpn3 011207 target 097
Hnrpab 010448 target 046 Pts 011220 target 098
Hsd17b7 M_010476 target 047 Rab18 M_011225 target 099
Hspdl NM_010477 target 3048 Rabggth NM_011231 target 3100
ElavI3 NM_010487 target 3049 Radl NM_011232 target 3101
113 NM_010561 target 3050 Rad52 NM_011236 target 3102
Ik NM_010562 target 3051 Ranbpl NM_011239 target 3103
Inha NM_010564 target 3052 Ranbp2 NM_011240 target 3104
Jag2 NM_010588 target 3053 Reccl NM_011258 target 3105
Kcnab2 NM_010598 target 3054 C80913 NM_011274 target 3106
Kcnab3 NM_010599 target 3055 Rnasehl NM_011275 target 3107
Kif1l NM_010615 target 3056 Rnf4 NM_011278 target 3108
Kpna2 NM_010655 target 3057 Rnf7 NM_011279 target 3109
Ldha NM_010699 target 3058 Rpa2 NM_011284 target 3110
Ldir NM_010700 target 3059 Rpl10a NM_011287 target 3111
Lig3 010716 target 0 Mrpl23 01128 target 2
Lipe 010719 target 0 Rpl27 01128 target 3
Tmedl 010744 target 0 Rpl7 0 target 4
Mxd4 010753 target 0 Rpl9 0 target 5
Mafk 010757 target 064 Polr2j 0 target 6
Magoh 010760 target 065 Rpsi8 0 target 7
Man2b1 010764 target 6 Rps7 011300 target
RuvbI2 011304 target 9 Psmd13 011875 target
Rxrb 011306 target Spryl 011896 target 7
Ncorl 011308 target Mpdul 0 0 target 7.
Khdrbs1 011317 target Whsc2 0 4 target 74
Sec61g 01134 target Decr2 0. 3 target 75
Sfrs2 M_01135! target 4 Fto M_0: 6 target 76
Sh2bl M_01136: target 5 Map2k6 M_011943 target 77
Sin3a NM_011378 target 3126 Mapk1 NM_011949 target 3178
Six5 NM_011383 target 3127 Nubpl NM_011955 target 3179
Slc20a2 NM_011394 target 3128 Nubp2 NM_011956 target 3180
Smarcbl NM_011418 target 3129 Orc5l NM_011959 target 3181
Smnl NM_011420 target 3130 Parg NM_011960 target 3182
Sncg NM_011430 target 3131 Psma5 NM_011967 target 3183
Eftud2 NM_011431 target 3132 Psma6 NM_011968 target 3184
Snrpc NM_011432 target 3133 Psma7 NM_011969 target 3185
Sodl NM_011434 target 3134 Psmb2 NM_011970 target 3186
Spint2 NM_011464 target 3135 Poli NM_011972 target 3187
Srebfl NM_011480 target 3136 Rpl27a NM_011975 target 3188
Nhp2l1 011482 target 7 Slc27al 011977 target 89
Aurka 011497 target 8 Mmp23 011985 target 0
Strap 0114 target 9 CIn8 012000 target
Surf5 0. target 4 Cops6 012002 target
Sdcl 0! target 4 Cops7a 012003 target
Taldol 0. 8 target 4 Eif2s3x 012010 target 4
Teskl 0. 1 target 4 Exol 0120 target 5
Nrid2 011584 target 44 Ecsit 0120 target 6
Timmi7a 01159 target 45 Nitl 01204 target 7
Timma4 01159: target 46 Rps3 01205. target 8
Tlel 01159 target 47 Asns 012055 target 9
Top2a 0116: target 48 Pdebg 01206 target 00
Hsp9ob1 0116 target 49 Adrb3 01346 target 01
Tfrc M_0116. target 50 Gla M_01346: target 02
Ube2i NM_011665 target 3151 Bopl NM_013481 target 3203
Ube3a NM_011668 target 3152 Btk NM_013482 target 3204
Vars2 NM_011690 target 3153 Cnbp NM_013493 target 3205
Dctn6 NM_011722 target 3154 Leprel2 NM_013534 target 3206
Zfpl NM_011742 target 3155 Emgl NM_013536 target 3207
Zip106 NM_011743 target 3156 Gstpl NM_013541 target 3208
Zfp259 NM_011752 target 3157 H2-Ke6 NM_013543 target 3209
Ash2| NM_011791 target 3158 Eif2akl NM_013557 target 3210
Banfl NM_011793 target 3159 Hspl10 NM_013559 target 3211
Farslb NM_011811 target 3160 Lifr NM_013584 target 3212
Fizl NM_011813 target 3161 Naca NM_013608 target 3213
E430034L04Rik 011816 target 62 Odcl 0 4 target 4
Hest 011827 target 63 Odcl 0 4 target 5
Hs2stl 011828 target 64 Sypl 0 5 target 6
Impdh2 011830 target 65 Psmb10 013640 target 7
Map2k5 011840 target 6 Surf: 013677 target 8
Mta2 011842 target 7 Surf2 013678 target 9
Dnajb6 011847 target 8 Thp 013684 target 0
Nek4 011849 target 9 Tepl 01368 target 1
Pcbpl 011865 target 0 Tctel 01368 target 222
Cd52 013706 target 23 Nubl 01673 target 275
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G3bp 013716 target 24 Rpl13 01673 target 76
MixI1 013729 target 25 Gpiapl 01673 target 77
Nufipl 013745 target 6 Ctps 01674 target 78
Phida3 013750 target 7 Slc35b1 01675. target 79
Nbn 013752 target 8 Rgs14 016758 target 80
Dnajb9 013760 target 9 Hadh2 01676 target 8
Rpl3 013762 target Pbx3 01676 target 8
Thi2 013763 target Atp5b 016774 target 8
Prmt5 013768 target Dnajc5 016775 target 84
Ymelll 0137 target Nasp 016777 target 85
Ptdss2 01378: target 4 Nptx2 016789 target 286
Naglu M_01379: target 5 Txnll M_016792 target 287
Atp5l NM_013795 target 3236 SrpkL NM_016795 target 3288
Hk2 NM_013820 target 3237 Srrm1 NM_016799 target 3289
Trove2 NM_013835 target 3238 Rgll NM_016846 target 3290
Abci2 NM_013853 target 3239 Bys| NM_016859 target 3291
Tnfrsf19 NM_013869 target 3240 Viila NM_016862 target 3292
Pmmi NM_013872 target 3241 Hif3a NM_016868 target 3293
Sult4al NM_013873 target 3242 Tomm40 NM_016871 target 3294
Gtsel NM_013882 target 3243 Deafl NM_016874 target 3295
Fbxw2 NM_013890 target 3244 Cnot4 NM_016877 target 3296
Timm9 NM_013896 target 3245 Pmm2 NM_016881 target 3297
Timm8b NM_013897 target 3246 Hnrpc NM_016884 target 3298
Timm10 NM_013899 target 3247 Ppp2ria NM_016891 target 3299
FbxI6 013909 target 48 Ccs 016892 target 00
Snai3 013914 target 49 Ak2 016895 target 0.
Adatl 013925 target Timm23 016897 target 0
Siva 0. target Rab25 016 target 0.
Mapk8ip3 0. target Nphpl 01690 target 04
Ddx25 0. target Galkl 01690! target 05
Vapa 0! target 4 Sec6lal 01690 target 06
Slc33al 0. 8 target 55 Tsnax 01690 target 07
Casp9 015733 target 56 Ppmid 016910 target 08
Galnt4 015737 target 57 Tcirgl 016921 target 9
Abcel 015751 target 58 Rps3a 016959 target 0
Dos 015761 target 59 Stag3 016964 target 1
Hspal4 M_015765 target 60 Ccni M_017367 target 2
Snrpa NM_015782 target 3261 Zranb2 NM_017381 target 3313
Zpbp NM_015785 target 3262 Rablla NM_017382 target 3314
Fbxo8 NM_015791 target 3263 Clpp NM_017393 target 3315
Dlcl NM_015802 target 3264 Ddx20 NM_017397 target 3316
Nt5C NM_015807 target 3265 Mrpl39 NM_017404 target 3317
Polg2 NM_015810 target 3266 Pbx2 NM_017463 target 3318
Hmgal NM_016660 target 3267 Copg NM_017477 target 3319
Ahcy NM_016661 target 3268 Mrella NM_018736 target 3320
Mxd3 NM_016662 target 3269 Rail2 NM_018740 target 3321
Chek2 NM_016681 target 3270 Betll NM_018742 target 3322
Sfrp4 NM_016687 target 3271 Eif3s7 NM_018749 target 3323
Map3ké NM_016693 target 3272 Nme6 NM_018757 target 3324
Coil 016706 target 73 Apba3 01875 target 2
ink 016713 target 74 Prpf40a 01878! target 2
krn: 018810 target 7 Stubl 0197. target 7
Abhd 018811 target 8 Cyb561d2 019720 target 8
Cpsf: 018813 target 9 Gps2 019726 target 8
Apom 018816 target Nme3 019730 target 8!
Slc23a2 018824 target Nme4 019731 target 8
Fnbp4 018828 target Foxo3a 019740 target 84
Ap3m1 0188; target Ncoa4 019744 target 85
Rplpl 0188! target 4 Zfp113 019747 target 86
Agpatl 0188 target 35 Htra2 01975 target 87
Nol5 0. target 6 Tubdl 01975 target 8
Snx12 M_O: 5 target 7 Ptges3 M_01976 target 9
Setdbl M_018877 target 8 Morf412 M_01976: target 0
Paxipl NM_018878 target 3339 1110004F10Rik NM_019772 target 3391
Tusc4 NM_018879 target 3340 Akap8 NM_019774 target 3392
2410003P15Rik NM_018888 target 3341 AL033314 NM_019776 target 3393
Pigh NM_018889 target 3342 Vps29 NM_019780 target 3394
Pabpnl NM_019402 target 3343 Pldn NM_019788 target 3395
RNf5 NM_019403 target 3344 Ube2g2 NM_019803 target 3396
B3galtd NM_019420 target 3345 Aatf NM_019816 target 3397
Cd320 NM_019421 target 3346 Timm22 NM_019818 target 3398
Rpp30 NM_019428 target 3347 Arpc3 NM_019824 target 3399
Ndufb11 NM_019435 target 3348 Trpcdap NM_019828 target 3400
Ndufal NM_019443 target 3349 Stx5a NM_019829 target 3401
Myo10 019472 target Prmtl 019830 target 402
Gprk2 019497 target 2610024G14Rik 01983 target 403
Pdss1 01950: target Rpl36a 01986! target 404
Dgke 01950! target Hnrph2 01986 target 405
Rabggta 01951 target 4 Ardl 01987 target 406
Dscr2 01953 target 55 Uba52 01988: target 407
Ddx21 019553 target 56 Txn2 01991 target 408
Uchls 019562 target 57 Dnajb12 01996! target 409
Revil 019570 target 58 Arl10 01996 target 410
Wwox 019573 target 59 Psrcl 01997 target 4
Patzl 019574 target Selk 01997 target 4
Scamp4 019575 target Ick 01998 target 4
Gtpbp2 019581 target Aldh9al 019993 target 414
Thcldl M_019636 target Alg2 M_019998 target 415
Pitpnb NM_019640 target 3364 Frapl NM_020009 target 3416
Rpn2 NM_019642 target 3365 Pigo NM_020035 target 3417
Tera NM_019643 target 3366 Trip NM_020048 target 3418
Metap2 NM_019648 target 3367 Nrxn2 NM_020253 target 3419
Hsd17b12 NM_019657 target 3368 Pdxp NM_020271 target 3420
Ykt6 NM_019661 target 3369 Ddx24 NM_020494 target 3421
Stam2 NM_019667 target 3370 Xpo4 NM_020506 target 3422
Ankrd49 NM_019683 target 3371 Fzd2 NM_020510 target 3423
Ruvbll NM_019685 target 3372 Park7 NM_020569 target 3424
Pusl NM_019700 target 3373 Angptl4 NM_020581 target 3425
Hbs1l NM_019702 target 3374 Terf2ip NM_020584 target 3426
Rbck1 019705 target 75 Golga7 020585 target 427
Mbtps1 019709 target 76 Zc3h8 020594 target 428
Smcla 019710 target 77 Ribpl 02059 target 429
Orcél 019716 target 78 Wdr46 0206/ target 430
Atp5cl 020615 target 4 Oxct2a 0220 target 483
D930014E17Rik 020616 target 4 Miltl 0 target 484
Spnb3 [0 7 target 4 Herpudl 0 target 485
Dbil5 ) 4 target 434 Abhd8 0224 target 486
dr12 ) 2 target 435 irt3 0224 target 487
Tacc2 021314 target 436 Thopl 02265 target 488
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Noc3l ) 5 target 437 Fzd5 022721 target 489
Wdr4 ) 2 target 438 Suv39h2 022724 target 490
Rbak ) 6 target 439 Polrle 0 1 target 4
Snrpal ) 6 target 44 Slc29al 022880 target 4
Rpl35a 0. 8 target 44 Pesl 02288 target 4
Spata5 021343 target 44 Irak1bpl 02298 target 494
Rqcdl 021383 target 44 Arl6ip6 02298 target 495
Rad18 021385 target 444 Vps35 02299 target 496
Exti2 021388 target 445 Xpo7 023045 target 497
Ap4m1 021392 target 446 ClstnL 023051 target 498
Hyoul 0: 5 target 447 Gnb1l 023120 target 499
Bclllb M_O: 9 target 448 Rcel M_023131 target 500
9630031F12Rik NM_021416 target 3449 Dtymk NM_023136 target 3501
Fibp NM_021438 target 3450 Nono NM_023144 target 3502
Taflc NM_021441 target 3451 Cmi1 NM_023160 target 3503
0610007P14Rik NM_021446 target 3452 Mrpl4 NM_023167 target 3504
Statipl NM_021448 target 3453 Nit2 NM_023175 target 3505
Rnf32 NM_021470 target 3454 Ctrl NM_023182 target 3506
Akrla4 NM_021473 target 3455 2310008HO9Rik NM_023197 target 3507
Rrsl NM_021511 target 3456 Ppplr7 NM_023200 target 3508
Uspl4 NM_021522 target 3457 2410015N17Rik NM_023203 target 3509
Huwel NM_021523 target 3458 Usmg5 NM_023211 target 3510
Rcll NM_021525 target 3459 Slc30a7 NM_023214 target 3511
Mkks NM_021527 target 3460 2500003M10Rik NM_023215 target 3512
Rhotl 0! 6 target 4 Ube2v1l 023230 target 3
Stk25 o] 7 target 462 StomlI2 023231 target 4
Cope 0. 8 target 4 Shds 023248 target 5
Kcnks 021542 target 464 Mrps34 023260 target 6
5730427N09Rik 021552 target 465 Jam3 023277 target 7
Mettl9 021554 target 466 Cdcal 023284 target 8
Mrps30 021556 target 467 Pus3 023292 target 9
Rdh11 021557 target 468 Eif4e2 0 4 target 0
Midn 021565 target 469 Bmyc 0 target
Pcbp4 021567 target 4 Cabcl 02334 target
ek6 021606 target 47 likap 02334 target
ygl 021713 target 47 2810426N06Rik 02336 target 524
Whpll M 021714 target 47 2810426N06Rik M_02336: target 525
Trappc4d NM_021789 target 3474 Rpl38 NM_023372 target 3526
Doc2g NM_021791 target 3475 Pgam1 NM_023418 target 3527
Eed NM_021876 target 3476 Ociadl NM_023429 target 3528
Tsgl01 NM_021884 target 3477 5730589K01Rik NM_023434 target 3529
Map3k11l NM_022012 target 3478 Ankra2 NM_023472 target 3530
Tbn NM_022015 target 3479 Elac2 NM_023479 target 3531
Niban NM_022018 target 3480 0610007P08Rik NM_023507 target 3532
Rbp7 NM_022020 target 3481 Mrps9 NM_023514 target 3533
Gmib NM_022023 target 3482 Tipt NM_023524 target 3534
Nkiras1 NM_023526 target 3535 Mxra8 NM_024263 target 3587
Ms4al0 NM_023529 target 3536 Rps25 NM_024266 target 3588
2610012022Rik NM_023536 target 3537 Rps27a NM_024277 target 3589
Nol7 023554 target 3538 Rmnd5a 02428 target 590
Mvk 023556 target 3539 Trim39 02446 target 591
Csell 023565 target 354 Bhlhb3 02446 target 592
Ptplb 023587 target 354 Lias 02447 target 593
Sfpq 023603 target 354 Grpell 02447 target 594
Fbxo9 023605 target 354 Sgta 02449 target 595
Isynal 023627 target 3544 Atp6v0e 02527 target 596
2410016006Rik 023633 target 3545 X83328 02527! target 597
Rab27a 023635 target 3546 Hnrpk 02527 target 598
Kdelcl 023645 target 3547 Kin 025280 target 599
D4Wsu53e 023665 target 3548 Polr3e 025298 target 00
Atp6v1ld 023721 target 549 Txnl4 025299 target 0.
Ccdc86 M_023731 target 550 Mrpl15 M_025300 target 0.
Actr3 M_023735 target 551 Mrpl17 M_025301 target 0:
NixL NM_023739 target 3552 Mrpl2 NM_025302 target 3604
Zdhhc16 NM_023740 target 3553 Ftsj3 NM_025310 target 3605
Eif4enifl NM_023743 target 3554 Atp5d NM_025313 target 3606
4930548G07Rik NM_023773 target 3555 Hars2 NM_025314 target 3607
Kcngs NM_023872 target 3556 Ndufb5 NM_025316 target 3608
Cep70 NM_023873 target 3557 Mrpl54 NM_025317 target 3609
Rpgripl NM_023879 target 3558 0610009B22Rik NM_025319 target 3610
Tsc22d4 NM_023910 target 3559 Zfp524 NM_025324 target 3611
Fkbpll NM_024169 target 3560 0610012D17Rik NM_025329 target 3612
Sec61b NM_024171 target 3561 Tmem167 NM_025335 target 3613
1500019G21Rik NM_024172 target 3562 Chchd3 NM_025336 target 3614
Rps23 024175 target 3563 Sharpin 025340 target 5
Fipll1 024183 target 3564 Lsm7 025349 target 6
Asflb 024184 target 3565 Ugcr 025352 target 7
Chmp1b 024190 target 3566 Tmed 025360 target 8
ol5a 024193 target 3567 Whbscr18 02536 target 9
Ndufal0 024197 target 3568 1110002E23Rik 02536! target 0
Cstfl 024199 target 3569 Chchd1 02536/ target
1200003CO5Rik 024205 target 35 Whscr22 02537 target
2310033P09Rik 024 target 357. Cox7b 02537 target
Slc25al 024 target 357. Eeflel 025380 target 4
Rpl4 024212 target 357. Atpév1f 025381 target 5
Tomm20 024214 target 3574 Tmeml4c 025387 target 6
Zfp593 024215 target 3575 Pop4 025390 target 7
Atpbdlc M_024216 target 3576 Nip7 M_025391 target 8
Rpl24 NM_024218 target 3577 Tomm7 NM_025394 target 3629
Snx5 NM_024225 target 3578 Chchds NM_025395 target 3630
Mrpl28 NM_024227 target 3579 1110031102Rik NM_025402 target 3631
Pcyt2 NM_024229 target 3580 Nola3 NM_025403 target 3632
Smtnll NM_024230 target 3581 1110033J19Rik NM_025405 target 3633
Rexo2 NM_024233 target 3582 Uqcrel NM_025407 target 3634
Qdpr NM_024236 target 3583 Cks2 NM_025415 target 3635
Tmem79 NM_024246 target 3584 Crsp9 NM_025426 target 3636
1810073N04Rik NM_024249 target 3585 Zdhhc12 NM_025428 target 3637
Uspl6 NM_024258 target 3586 1190005P17Rik NM_025431 target 3638
Mrps28 NM_025434 target 3639 Gtf3a NM_025652 target 3691
Alg5 025442 target 64 3110001122Rik 025653 target 2
1810003N24Rik 025443 target 64 Rdm1 025654 target 3
Dimt1 025447 target 64 Sipl 025656 target 4
Ing5 025454 target 64 Lrrc57 025657 target 5
0020G14Ri 0254 target 644 Ribcl 025660 target 6
0009K13R 0254 target 645 Gpatc4 025663 target 7
0009A15R 0254 target 646 D4Ertd196e 025667 target 8
0029B16R 025465 target 647 Atpbd4 025675 target 9
Cep27 025475 target 648 Mcm8 025676 target 00
Tpd5212 025482 target 649 Ctnnbl1 025680 target 701

196



Hspcl71 025486 target 6 Pspcl 025682 target 702
2310004L02Rik 025504 target 6! Sltm 025690 target 703
Blzf1 02550! target 6. Tmem4la 025 target 704
2310008M10Rik 02550 target 6! 3230401D17Ri 025 target 705
Exosc3 0255 target 654 4432406CO5Ri 02570 target 706
Rtcdl 0255 target 655 4933439F 18R 02575 target 707
Dus2I 025518 target 656 4933434E20R 025762 target 708
2310011J03Rik 025521 target 657 4933439F11R;i 025766 target 709
Srp19 025527 target 658 Prikripl 025774 target 710
Nudt8 025529 target 659 Besll 025784 target 7.
Alkbh7 025538 target 660 0610006108Rik | T 025791 target 7.
2410001C21Rik M_025542 target 661 Wdr45| M_025793 target 7.
Mrps15 NM_025544 target 3662 Ncaph2 NM_025795 target 3714
Rsl1dl NM_025546 target 3663 Hint3 NM_025798 target 3715
Ckapl NM_025548 target 3664 Serbpl NM_025814 target 3716
2410004B18Rik NM_025555 target 3665 1200016B10Rik NM_025819 target 3717
1810049H13Rik NM_025560 target 3666 Appbp2 NM_025825 target 3718
2010012005Rik NM_025563 target 3667 Lman2 NM_025828 target 3719
Cycl NM_025567 target 3668 Mpil NM_025837 target 3720
Mrpl20 NM_025570 target 3669 1110004B13Rik NM_025838 target 3721
2810428I15Rik NM_025577 target 3670 Bzw2 NM_025840 target 3722
Mrps25 NM_025578 target 3671 Prpf38b NM_025845 target 3723
Tafl2 NM_025579 target 3672 Sdhd NM_025848 target 3724
Rpl15 NM_025586 target 3673 Ddx18 NM_025860 target 3725
Rpl36al 02558 target 674 Acad8 025862 target 726
Rpl35 02559 target 675 Trim59 025863 target 727
Mrpl51 02559! target 676 2310028N02Rik 025864 target 728
2610524G07Rik 025591 target 677 Txndc14 02586 target 729
2610528E23Rik 02559 target 678 Tritl 02587 target 730
Ccdc59 025602 target 679 Rbm8 02587! target 7.
1810042K04Rik 025604 target 6 2410002022Rik 02587 target 7.
Asrgll 025610 target 6 2410002F23Rik 02588 target 7.
Eidl 025613 target 6 Zdhhc! 02588: target 734
2810004N23Rik 025615 target 6 Med1 02588! target 735
Timm50 025616 target 684 1500003022Rik 02589 target 736
Metapll 025633 target 685 Ifrd2 025903 target 737
2310079NO2Rik M_025636 target 686 1600012F09Rik M_025904 target 738
Exoscl NM_025644 target 3687 1600012F09Rik NM_025904 target 3739
Crls1 NM_025646 target 3688 Mina NM_025910 target 3740
Farsla NM_025648 target 3689 Tmem388 NM_025915 target 3741
Mad2I1bp NM_025649 target 3690 Rpl1L NM_025919 target 3742
Itpa NM_025922 target 3743 Eif2s1 NM_026114 target 3795
Mrpl45 NM_025927 target 3744 2410127L17Rik NM_026120 target 3796
Rabl4 NM_025931 target 3745 Unc50 NM_026123 target 3797
Higd2a NM_025933 target 3746 Erp29 NM_026129 target 3798
Riok2 NM_025934 target 3747 Srpr NM_026130 target 3799
Thcld7 NM_025935 target 3748 3230401101Rik NM_026140 target 3800
Paics NM_025939 target 3749 Nudcdl NM_026149 target 3801
Polr3d NM_025945 target 3750 4921536K21Rik NM_026150 target 3802
2010100012Rik 025946 target 7 Retsat 026159 target 03
Lsmida 025948 target 752 Ergic2 026168 target 04
2610529C04Ri 025952 target 7 1200011118Rik 026177 target 05
700012G19Ri 025954 target 754 D1Ertdi6le 026187 target 06
310038H17Ri 025964 target 755 Calcocol 026 target 07
700034H14Ri 0259 target 756 Ap4bl 026 target 08
Zbtb8os 025970 target 757 Atic 026 target 9
Rpl14 025974 target 758 2010200016Rik 026 target 0
Bfar 025976 target 759 Ahil 026 target
2510048L02Rik 025977 target 7 Tmed9 026 target
Mastl 025979 target 7 Agpat2 026 target
Ube2g1 025985 target 7 Gstcd 026 target 4
Ndufaé M_025987 target 7 Pigm M_026234 target 5
Fbxo5 M_025995 target 764 Ubxd5 M_026257 target 6
2610204K14Rik NM_025997 target 3765 Rnf41 NM_026259 target 3817
Mtdh NM_026002 target 3766 Aktlsl NM_026270 target 3818
Nt5c3 NM_026004 target 3767 Nob1 NM_026277 target 3819
Eeflg NM_026007 target 3768 Spbc24. NM_026282 target 3820
2610209A20Rik NM_026010 target 3769 Ctdpl NM_026295 target 3821
Zmat5 NM_026015 target 3770 0610007P06Rik NM_026304 target 3822
Dullard NM_026017 target 3771 Mrpl18 NM_026310 target 3823
Zmynd19 NM_026021 target 3772 2610029G23Rik NM_026312 target 3824
Nudcd2 NM_026023 target 3773 Slc25a37 NM_026331 target 3825
Ube2t NM_026024 target 3774 Sltm NM_026337 target 3826
2700085E05Rik NM_026029 target 3775 Popl NM_026340 target 3827
Eif2s2 026030 target 776 Dph2 026344 target 8
Utp11l 026031 target 777 Ccdc130 026350 target 9
2810055F11Rik 026038 target 778 Ppid 026352 target 0
Med1. 026039 target 779 Ergic2 026355 target
Srfbp! 026040 target 7 Jagnl 026365 target
2810430MO8RIik 026041 target 7 Hemk2 026366 target
Wdr85 026044 target 7 Gpatc2 026367 target 4
2810452K22Rik 026048 target 7 Ahctfl 026375 target 5
Geminé 026053 target 784 Dgat2 026384 target 6
Rpl39 026055 target 785 Ubxd2 026390 target 7
2900073G15Rik 026064 target 786 Nmrall 026 target 8
D10Ertd322e 026065 target 787 Bxdc2 026 target 9
Thex1 026067 target 788 1500041N16Rik 026 target 40
Med31 M_026068 target 789 Mrp63 M_0264 target 41
Rpl37 NM_026069 target 3790 Slc35a4 NM_026404 target 3842
3110049J23Rik NM_026085 target 3791 Tmem39a NM_026407 target 3843
1700037H04Rik NM_026091 target 3792 Ddx55 NM_026409 target 3844
Snrpd3 NM_026095 target 3793 Mrrf NM_026422 target 3845
Qpctl NM_026111 target 3794 2410018C20Rik NM_026423 target 3846
Uxsl NM_026430 target 3847 Rab14 NM_026697 target 3899
Tmem66 NM_026432 target 3848 Slc39a13 NM_026721 target 3900
Rbm18 NM_026434 target 3849 1100001122Rik NM_026724 target 3901
Ppal NM_026438 target 3850 ictl NM_026729 target 3902
1700020C11Rik NM_026443 target 3851 Ppplrl4a NM_026731 target 3903
Rbm13 NM_026453 target 3852 Phf5a NM_026737 target 3904
Ube2f 026454 target 853 D11Ertd18e 026740 target 05
Wdr55 026464 target 854 1110007MO4Rik 026742 target 06
Rps271 026467 target 855 Mrpsi8a 026768 target 07
Atp5g2 026468 target 856 Syf2 026780 target 08
Mki67ip 026472 target 857 Debl 026794 target 9
Atadl 026487 target 858 MIh1 026810 target 0
Hormad1 026489 target 859 Tafll 026836 target
Ppcs 026494 target 860 2310061C15Rik 026844 target
Sfrs6 026499 target 861 Zfp644 026856 target
1110004E09Rik 026502 target 862 Xrcc6bpl 026858 target 4
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Snrpg 026506 target 863 Mafl 02685! target 5
Zwilch 026507 target 864 Phgdhl1l 02686 target 6
Trapl 026508 target 865 Ubap2 02687 target 7
2810002NO1Rik 0265 target 866 Ptcd2 02687 target 8
2810417H13Rik 0265 target 867 1190005F20Rik 02687 target 9
Rpl22I1 0265 target 868 Aspscrl 02687 target 0
3110023E09Rik 026522 target 869 Rasl11b 02687 target
Midlipl 026524 target 8 1500011H22Rik 02688: target
1sg20I1 0265 target 87 Phkg2 02688 target
Rps13 0265 target 87 1500010J02Rik 02688 target 4
Chd1l 0265: target 87 Ssu72 02689 target 5
A930016P21Rik M_02654 target 874 Anapcl10 M_026904 target 6
Pdcd2| NM_026549 target 3875 Thap7 NM_026909 target 3927
Cdca8 NM_026560 target 3876 Mitd1 NM_026913 target 3928
Gcesh NM_026572 target 3877 1500032L24Rik NM_026914 target 3929
Inocl NM_026574 target 3878 Zdhhc3 NM_026917 target 3930
Nolal NM_026578 target 3879 Hbld2 NM_026921 target 3931
D10Wsu102e NM_026579 target 3880 Ebnalbp2 NM_026932 target 3932
Bcas2 NM_026602 target 3881 2610312B22Rik NM_026934 target 3933
Denr NM_026603 target 3882 1810015A11Rik NM_026940 target 3934
Leprotll NM_026609 target 3883 Snrpd2 NM_026943 target 3935
Ndufb2 NM_026612 target 3884 Cnot8 NM_026949 target 3936
2810027019Rik NM_026613 target 3885 1810035L17Rik NM_026958 target 3937
Ndufa5 NM_026614 target 3886 Comtdl NM_026965 target 3938
3110057012Rik 0266 target 887 Bolal 02697 target 39
Nola2 0266 target 888 Dtwd1 02698: target 40
9530058B02Rik 0266 target 889 Zfp688 02699 target 4
A030007L17Rik 0266 target 8 Gtpbp4 027000 target 4
1ft80 026641 target 8 Kctd5 027008 target 4
Rpa: 026653 target 8 3300002108Rik 027017 target 44
Toe 026654 target 8 Dcps 027030 target 45
Mto. 026658 target 894 Wdfyl 027057 target 46
Cep57 026665 target 895 Ubl7 02708 target 47
Ubnl 026666 target 896 Bapl 02708 target 48
Aphlc 026674 target 897 2310003L22Rik 02709 target 49
0610011F06Rik 026686 target 898 Mrpl30 02709 target 50
Fastkd3 M_027123 target 951 D5Wsul78e M_02765: target 4003
Afg3I2 NM_027130 target 3952 Pcgf6 NM_027654 target 4004
Mtfmt NM_027134 target 3953 Dym NM_027727 target 4005
Spsb3 NM_027141 target 3954 Ccdc57 NM_027745 target 4006
Exosc8 NM_027148 target 3955 Rcbtbl NM_027764 target 4007
Ddx51 NM_027156 target 3956 Kctd6 NM_027782 target 4008
Ccdcl15 NM_027159 target 3957 Tmem380 NM_027797 target 4009
Ipmk NM_027184 target 3958 Pnptl NM_027869 target 4010
Smyd3 NM_027188 target 3959 Ubiad1 NM_027873 target 4011
Dph5 NM_027193 target 3960 Telo2 NM_027880 target 4012
Lengl NM_027203 target 3961 Vpsll NM_027889 target 4013
Mrpl12 NM_027204 target 3962 Gtf3c2 NM_027901 target 4014
Tmem147 NM_027215 target 3963 Raverl NM_027911 target 4015
Polr2f 027231 target 64 Ints12 027927 target 4016
2010003J03Rik 027236 target 65 2610016C23Rik 027930 target 4017
Ints4 027256 target 6 Tarsll 027931 target 4018
Obfc2b 027257 target 7 Zbtb43 027947 target 4019
Polr2i 027259 target 8 Phf7 027949 target 4020
Josd3 027; target 9 Syce2 027954 target 40;
1110034A24Rik 027. target Miflip 02797 target 40
2810025M15Rik 027274 target 7 Acsl5 02797 target 40
Ptcd3 027275 target 7. Cdadcl 02798 target 4024
2810432D09Rik 027278 target 7. Dus4! 02800 target 4025
Dnajb4 027287 target 74 2310047M10Rik 0280 target 4026
Manba 027288 target 75 Tomlll 0280 target 4027
2310005N01Rik M_027310 target 76 Xrccd M_0280. target 4028
Ube2ql M_027315 target 77 2410008K03Rik M_0280: target 4029
Ifi35 NM_027320 target 3978 2410004F06Rik NM_028034 target 4030
Prpf31 NM_027328 target 3979 Acad10 NM_028037 target 4031
Vps36 NM_027338 target 3980 Ddx28 NM_028038 target 4032
Nars NM_027350 target 3981 Rpusd4 NM_028040 target 4033
2700038NO3Rik NM_027356 target 3982 Ddx54 NM_028041 target 4034
Pigw NM_027388 target 3983 Ercc8 NM_028042 target 4035
2610018I03Rik NM_027394 target 3984 Fbx022 NM_028049 target 4036
Bag5 NM_027404 target 3985 Tnrc5 NM_028065 target 4037
Wdr77 NM_027432 target 3986 1810055G02Rik NM_028077 target 4038
2610304G08Rik NM_027434 target 3987 Nat13 NM_028108 target 4039
Atad2 NM_027435 target 3988 Tpx2 NM_028109 target 4040
Mipep 027436 target 9 Trubl 028115 target 4041
Rnf167 027445 target 2610510J17Rik 028131 target 4042
5730409G15Rik 027446 target 2810423E13Rik 028140 target 404
Wars2 02746 target Zfp661 028141 target 4044
Ecd 02747! target 1700030K09Rik 028170 target 4045
Sf4 02748: target 4 Luc?! 028190 target 4046
Epcl 02749 target 5 Xpo5 02819 target 4047
4933434E20Rik 027500 target 6 2210009G21Rik 028 target 4048
Armc9 027507 target 7 Brap 02822 target 4049
3200002M19Rik 027532 target 8 Shmt2 028230 target 4050
Fvtl 027534 target 9 2600005C20Rik 028244 target 405
Prdm5 027547 target 4000 Rps6kbl 028259 target 405
Ints10 027590 target 4001 Setd3 028262 target 405
4931440B09Rik M_027644 target 4002 Utpl4a M_028276 target 4054
2700059L22Rik NM_028300 target 4055 Hnrpr NM_028871 target 4107
2810006K23Rik NM_028310 target 4056 Tmed5 NM_028876 target 4108
Ccdc12 NM_028312 target 4057 4932417H02Rik NM_028898 target 4109
2810028N01Rik NM_028315 target 4058 Rmil NM_028904 target 4110
Zfp444 NM_028316 target 4059 Ppapdc2 NM_028922 target 4111
1110004B13Rik NM_028336 target 4060 Eafl NM_028932 target 4112
Sass6 NM_028349 target 4061 4933425K02Rik NM_028946 target 4113
Tdpl NM_028354 target 4062 8430406107Rik NM_028984 target 4114
2410104119Rik NM_028364 target 4063 9130404D08Rik NM_028993 target 4115
2900024010Rik NM_028372 target 4064 Mrpl47 NM_029017 target 4116
Pfn4 NM_028376 target 4065 S100pbp NM_029036 target 4117
Ndufv2 028388 target 4066 5730419109Rik 029081 target 4118
Ccent2 0283 target 4067 5830415F09Rik 029086 target 4119
Tmem138 0284 target 4068 RgomtdL 029092 target 4120
Cizl 0284 target 4069 Pik3cb 029094 target 4
Glrx5 0284 target 40 0008JO3Ri 0290 target 4
3110005G23Rik 0284 target 407 0014J01Ri 0 target 4
3110009E18Rik 0284 target 407: 4930481F22R; 0 target 4124
3110082I17Ri! 0284 target 407 Pelpl 0 target 4125
Ubap2| 0284 target 4074 Josd3 02924 target 4126
Ccdc18 02848: target 4075 Mrpl32 02927. target 4127
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1700037C18Rik 028484 target 4076 Whp7 029274 target 4128
Ccdc103 028492 target 4077 2610033H07Rik 029278 target 4129
Calr3 028500 target 4078 Secisbp2 029279 target 4130
1700065D16Rik 028533 target 4079 Dynlirb2 0 7 target 4
Rasip: 028544 target 40 D14Ertd581e 0: 0 target 4
2410091C18Ri 028611 target 40i Ttc32 0 target 4
1110012M11Rik 028617 target 401 Ccdc101 0 target 4134
1110008B24Ri 028632 target 40: Med25 02936! target 4135
Man2cl 028636 target 4084 1700025E21Rik 02937. target 4136
Eif3s12 028659 target 4085 Tex22 02938: target 4137
Rap2b 028712 target 4086 Senp2 02945 target 4138
3930401K13Rik M_028720 target 4087 Hormad2 M_029458 target 4139
4632404H12Rik NM_028726 target 4088 Tcaml NM_029467 target 4140
D12Ertd551e NM_028731 target 4089 Adal NM_029475 target 4141
Parn NM_028761 target 4090 Tmem49 NM_029478 target 4142
Tmem43 NM_028766 target 4091 Rab30 NM_029494 target 4143
Armc8 NM_028768 target 4092 6330548G22Rik NM_029532 target 4144
Rnf6 NM_028774 target 4093 6530401D17Rik NM_029541 target 4145
Ampd2 NM_028779 target 4094 Pwp2h NM_029546 target 4146
Nudt9 NM_028794 target 4095 Trmt5 NM_029580 target 4147
Arpcsl NM_028809 target 4096 1700018B08Rik NM_029597 target 4148
Gtf2el NM_028812 target 4097 Fahd2a NM_029629 target 4149
2810403A07Rik NM_028814 target 4098 Abhd14b NM_029631 target 4150
Xpo6 NM_028816 target 4099 Gpri72b NM_029643 target 4151
Acsi3 028817 target 410 Mgrnl 029657 target 4152
Igce 028833 target 410: 1700012HO5Rik 029660 target 4153
2210009G21Rik 028834 target 410; Mfsd2 02966 target 4154
Armcl 028840 target 410: Eefld 02966 target 4155
Spatal? 028848 target 4104 Ipoll 02966 target 4156
3732413111Rik 028862 target 4105 1700123D08Rik 02968 target 4157
1110005A03Rik 028865 target 4106 Mdhib 029696 target 4158
Arfrpl 029702 target 4159 Nfkbiz 030612 target 4
AXn3 02970! target 4 Gysl 030678 target 4
2410187C16Rik 029734 target 4 Senp3 030 target 4
Eprs 029735 target 4 Polh 0307. target 4214
Cluapl 029738 target 4 Acox3 0307. target 4215
Rpli8a M_029751 target 4164 Trim23 M_0307: target 4216
Bri3bp NM_029752 target 4165 Tcfapd NM_031182 target 4217
2410166105Rik NM_029759 target 4166 Slc19al NM_031196 target 4218
Dtl NM_029766 target 4167 Mapbpip NM_031248 target 4219
Rps9 NM_029767 target 4168 1123a NM_031252 target 4220
Ccdcl16 NM_029779 target 4169 Mov10I1 NM_031260 target 4221
Bicd2 NM_029791 target 4170 Ngrn NM_031375 target 4222
1700021C14Rik NM_029801 target 4171 Dbrl NM_031403 target 4223
Hnrpm NM_029804 target 4172 Slic12a9 NM_031406 target 4224
2310014L17Rik NM_029809 target 4173 Dpp7 NM_031843 target 4225
2900062L11Rik NM_029823 target 4174 Cenpq NM_031863 target 4226
Hdhd2 NM_029826 target 4175 Prkabl NM_031869 target 4227
2600009E05Rik NM_029832 target 4176 Msh4 NM_031870 target 4228
Trubl 029839 target 4177 Bat4 032460 target 4229
Atg1611 029846 target 4178 Bat4 032460 target 4230
Arsk 029847 target 4179 Gtpbp3 032544 target 4
Gpbp1l1 029868 target 4 Tar 033074 target 4
Slc35e3 029875 target 4 D17H6S56E-5 033075 target 4
Yiflb 029887 target 4 udt19 033080 target 4234
Zfp142 029888 target 4 Srebf2 0332 target 4235
Stk31 o] 6 target 4184 Ptdsr 0 target 4236
Zfp422-rsl ) 2 target 4185 D17H6S53E 0334 target 4237
mab 0! 6 target 4186 Ubgin4 03352 target 4238
rps5 0! target 4187 KIf7 03356 target 4239
6030458C11Rik ) target 4188 Whscr16 03357 target 4240
D730039F16Rik M_O: target 4189 Pcdhgb4 M_03357 target 4241
Mccc2 M_0300. target 4190 Pcdhgb5 M_03357 target 4242
Trappc6b NM_030057 target 4191 Pcdhga5 NM_033588 target 4243
Lsmd1 NM_030083 target 4192 Pcdhga8 NM_033591 target 4244
1500032D16Rik NM_030087 target 4193 Pcdhga9 NM_033592 target 4245
3300001G02Rik NM_030093 target 4194 Pcdhgall NM_033594 target 4246
Tmem33 NM_030108 target 4195 Hist2h4 NM_033596 target 4247
D530033C11Rik NM_030132 target 4196 Dgx1 NM_033606 target 4248
Di1llgp2e NM_030150 target 4197 Atp6v0b NM_033617 target 4249
2610021K21Rik NM_030172 target 4198 Chracl NM_053068 target 4250
Armc9 NM_030184 target 4199 Atg5 NM_053069 target 4251
Zip623 NM_030199 target 4200 Lrp8 NM_053073 target 4252
2310079F23Rik NM_030208 target 4201 Ifitm5 NM_053088 target 4253
Sp2 030220 target 4202 Kars 05309 target 4254
Dlst 030225 target 4203 Tac4 05309: target 4255
Polr3h 03022 target 4204 Pcdhbl16 05310 target 4256
Setd8 03024 target 4205 Pcdhb17 05314 target 4257
ler5l 030244 target 4206 Pcdhb18 05314 target 4258
Cdkbrap3 030248 target 4207 rpl3 053159 target 4259
Apobec3 030255 target 4208 rpl27 05316 target 4260
BC003324 030259 target 4209 rpl34 05316: target 426
Vpsi6 030559 target 4210 rpi36 6 target 426
Ccrl 0! 0 target 4263 2310061J03Rik 7 target 4
Ddx50 0! 3 target 4264 Sac3d1 7 target 4
Ric8 0! 4 target 4265 2410104119Rik 9 target 4
Egln2 053208 target 4266 Prpf6 0. target 4318
Dok4 M_053246 target 4267 Nol11l M_13370: target 4319
Slc5a5 NM_053248 target 4268 Pycr2 NM_133705 target 4320
Zmynd10 NM_053253 target 4269 2210412D01Rik NM_133722 target 4321
Gtf2ird2 NM_053266 target 4270 St13 NM_133726 target 4322
Rad51c NM_053269 target 4271 Kptn NM_133727 target 4323
Dhcr24 NM_053272 target 4272 4931406C07Rik NM_133732 target 4324
Ttyh2 NM_053273 target 4273 Wdr23 NM_133734 target 4325
Def8 NM_054046 target 4274 2900064A13Rik NM_133749 target 4326
Pip5k2b NM_054051 target 4275 3110048E14Rik NM_133750 target 4327
Pawr NM_054056 target 4276 Tubgcp2 NM_133755 target 4328
Prosc NM_054057 target 4277 Xabl NM_133756 target 4329
Afg3l1 NM_054070 target 4278 Mtif2 NM_133767 target 4330
Slc19a2 054087 target 4279 Adck4 770 target 4331
Bat3 057171 target 4 Ssbp4 772 target 4332
Fubpl 057172 target 4 Stard4 774 target 4
Recqld 058214 target 4 Smca 786 target 4334
Igsf8 080419 target 4 Nmd3 787 target 4335
Celsr3 080437 target 4284 R74862 790 target 4336
Psmd5 080554 target 4285 Qars 794 target 4337
Snx4 080557 target 4286 Arhgdia 7/ target 4338
Ubox5 080562 target 4287 Kmo 80! target 4339
Aco2 080633 target 4288 Lbr 81! target 4340
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Lnx2 080795 target 4289 AI597479 target 4341
D17Wsul04e 080837 target 4 Mmaa target 4342
Socs4 080843 target 4 Crebl target 434
Asb15 080847 target 4 Gltscr2 target 4344
Pask 080850 target 4 Rdh10 target 4345
Snagl 0796 target 4294 Ehd4 target 4346
Cdk9 0860 target 4295 2010311D03Rik target 4347
Idh3b 0884 target 4296 Tm9sf4 4 target 4348
Anp32b 08 target 4297 Snapap 854 target 4349
Rindipl 08 target 4298 Usp53 857 target 4350
Dazapl 31! target 4299 Dclrelb 865 target 4351
Mtmr4 M_133215 target 4300 Adprhl2 M_133883 target 4352
Xpnpepl NM_133216 target 4301 Stx12 NM_133887 target 4353
Atp13al NM_133224 target 4302 Smpdi3b NM_133888 target 4354
Nup155 NM_133227 target 4303 Papd4. NM_133905 target 4355
Pfkfb3 NM_133232 target 4304 Ube3c NM_133907 target 4356
Micl NM_133241 target 4305 Eif3s9 NM_133916 target 4357
Rbm39 NM_133242 target 4306 Mixip NM_133917 target 4358
Rbm39 NM_133242 target 4307 Chchd4 NM_133928 target 4359
Ppargclb NM_133249 target 4308 5830446MO3Rik NM_133934 target 4360
Mutyh NM_133250 target 4309 Vrk3 NM_133945 target 4361
Prss8 NM_133351 target 4310 Sf3b3 NM_133953 target 4362
Slc12a6 NM_133649 target 4311 Cogd NM_133973 target 4363
Cd81 NM_133655 target 4312 Imp3 NM_133976 target 4364
Ercc3 658 target 4313 Usp52 9 target 436
Osgep 676 target 4314 Pwpl 9! target 436!
1810008A18Rik 998 target 4367 Slc39a6 4 target 44
Zcdl 4007 target 4368 Fus 4 target 44
Ncin 4009 target 4369 Carf target 44
Nup107 40 target 4 Cog8 target 44
Tbrg4 40! target 437 Nol6 target 44
Fbxwll 40 target 437 Reep6 target 4424
Mat2b 40! target 437 Car9 0 target 4425
Pnpo 4021 target 4374 Stard7 0! target 4426
Smek2 4034 target 4375 Femd 0 target 4427
Aldh6al 4042 target 4376 1110031B06Rik 4452 target 4428
1110002B05Rik M_134054 target 4377 Zfp622 M_14452: target 4429
Ddx41 NM_134059 target 4378 Nmnat3 NM_144533 target 4430
Epdr2 NM_134065 target 4379 Tmem38a NM_144534 target 4431
AW209491 NM_134067 target 4380 Thynl NM_144543 target 4432
Adk NM_134079 target 4381 Zip119 NM_144546 target 4433
Ppif NM_134084 target 4382 Bivm NM_144558 target 4434
D15Wsu75e NM_134095 target 4383 Pycrl NM_144795 target 4435
Topors NM_134097 target 4384 Hnrpll NM_144802 target 4436
DI15Mgi27 NM_134100 target 4385 Utp6 NM_144826 target 4437
Gpsm3 NM_134116 target 4386 BC011248 NM_144857 target 4438
Gpsn2 NM_134118 target 4387 Dus3l NM_144858 target 4439
Prpf19 NM_134129 target 4388 Wdr36 NM_144863 target 4440
A630042L21Rik NM_134134 target 4389 Etf1 NM_144866 target 4441
Slc39a3 4135 target 4 BC019561 44867 target 4442
Tnfsf5ipl 4138 target 4 PcnxI3 44868 target 4443
Wdr74 4139 target 4 Ndufs8 44870 target 4444
Otubl 4 target 4 Suv420h1 44871 target 4445
Yars 4 target 4394 5630401D24Rik 44877 target 4446
Futl0 4 target 4395 Exosc2 44886 target 4447
Yipf2 830! target 4396 Slc35¢2 44893 target 4448
Nme7 8314 target 4397 Zgpat 44894 target 4449
1700088E04Rik 8581 target 4398 Pet112| 44 target 4450
Spg2L 8584 target 4399 Mstol 44 target 445
Cherp 8585 target 440 Csdel 4490 target 445
D6Wsul76e 587 target 440 6330416G13Rik | | 44905 target 445
D7Wsul28e M 589 target 440; Rad9b M_144912 target 4454
D6Wsul63e M_138594 target 440 Bcdin3 M_144913 target 4455
Gldc NM_138595 target 4404 Rbed1 NM_144917 target 4456
Atp50 NM_138597 target 4405 Smyd5 NM_144918 target 4457
D11Wsu99e NM_138598 target 4406 Crsp6 NM_144933 target 4458
Tomm70a NM_138599 target 4407 Frs3 NM_144939 target 4459
Cds2 NM_138651 target 4408 Rbm7 NM_144948 target 4460
Mvd NM_138656 target 4409 Eif4al NM_144958 target 4461
Prpf8 NM_138659 target 4410 Pitrm1 NM_145131 target 4462
1810047C23Rik NM_138668 target 4411 Rnhl NM_145135 target 4463
Nadk NM_138671 target 4412 Eif3s6ip NM_145139 target 4464
Noll NM_138747 target 4413 Abccl0 NM_145140 target 4465
Ppp2r4 NM_138748 target 4414 Pomtl NM_145145 target 4466
Zfp286 49 target 4415 Prcl 45150 target 4467
Rassf3 56 target 4416 Angptlé 45154 target 4468
Csda 17 target 4417 Slc25a28 45 target 4469
Spats2 40 target 4418 Alms1 45 target 4470
Yipf3 45353 target 44 Ankrd27 45| target 4523
Nsun2 45354 target 447 Tinf2 45 target 4524
BC020002 45374 target 447 Cd3eap 458; target 4525
Tnpo2 45390 target 4474 Ehmt2 45830 target 4526
Bag2 45392 target 4475 Rasgeflb 45839 target 4527
Thi3 45396 target 4476 Rgs9bp 45840 target 4528
BC002059 45397 target 4477 Abhdl4a 45919 target 4529
Prkag2 45401 target 4478 Fntb 45927 target 4530
Prmt7 45404 target 4479 Sumfl 45937 target 4531
BC021438 M_145416 target 4480 Alg3 M_145939 target 4532
Rnpep NM_145417 target 4481 BC025462 NM_145946 target 4533
D10Wsu52e NM_145422 target 4482 1110007A13Rik NM_145955 target 4534
Atpaf2 NM_145427 target 4483 Kcnjild NM_145963 target 4535
Dhrs7b NM_145428 target 4484 BC027231 NM_145972 target 4536
Arrb2 NM_145429 target 4485 Prepl NM_145984 target 4537
Nlel NM_145431 target 4486 L3mbtl2 NM_145993 target 4538
Mrm1 NM_145433 target 4487 Lss NM_146006 target 4539
Nridi NM_145434 target 4488 Mgat2 NM_146035 target 4540
Eif2b2 NM_145445 target 4489 B4galt7 NM_146045 target 4541
Oxnadl NM_145460 target 4490 Atf7 NM_146065 target 4542
D14Ertd500e NM_145462 target 4491 Gsptl NM_146066 target 4543
BC006662 45466 target 4492 2310008H04Rik 46068 target 4544
Skp2 45468 target 4493 Lrrc33 46069 target 4545
Depdc6 4547 target 4494 Tfblm 46074 target 4546
C030006K11Rik 45472 target 4495 2610024E20Rik 46084 target 4547
Setd4 45482 target 4496 Apbb3 46085 target 4548
Zfp758 45484 target 4497 Lyplall 46106 target 4549
Prr3 45487 target 4498 Aamp 46110 target 4550
BC011426 45490 target 4499 A830007P12Rik 46115 target 4551
Rinl 45495 target 4500 Hnrpa3 46130 target 4552
Spfhl 45502 target 4501 Uspl 46144 target 4553
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Al450540 4550! target 4502 Ipo13 46152 target 4554
Rabepk 4552 target 4503 C230096C10Rik 46157 target 4555
Cstf3 4552 target 4504 Ncapd2 4617 target 4556
Zfp189 4554 target 4505 Cnot3 4617 target 4557
Gnl2 45552 target 4506 Zfp764 4620 target 4558
Tardbp 45556 target 4507 Culda 46 target 4559
Hibadh 45567 target 4508 Glt25d1 46 target 4560
Mat2a 4556 target 4509 BC025546 46! target 456
Mrps35 4557 target 45 Vacl4 46 target 456
Atpbd3 4558 target 45, Rfwd3 46 target 456
Kif22 4558 target 45! BC024814 4624 target 4564
Txnl6 M_14559; target 45. Pnpla7 M_146251 target 4565
Zfp330 NM_145600 target 4514 Gloxdl NM_146256 target 4566
D230025D16Rik NM_145604 target 4515 Ehmt2 NM_147151 target 4567
Klhdc4 NM_145605 target 4516 Tagapl NM_147155 target 4568
Ppan NM_145610 target 4517 Plekha4 NM_148927 target 4569
Parp3 NM_145619 target 4518 Ly6g5b NM_148939 target 4570
Rnu3ip2 NM_145620 target 4519 1700036D21Rik NM_148940 target 4571
Eif4b NM_145625 target 4520 Elovl4 NM_148941 target 4572
Rbm10 NM_145627 target 4521 3110023B02Rik NM_152807 target 4573
Polr2h NM_145632 target 4522 Cdcsl NM_152810 target 4574
Ttc27 NM_152817 target 4575 Rpl32 NM_172086 target 4627
Lasll NM_152822 target 4576 Entpd6 NM_172117 target 4628
Popl NM_152894 target 4577 Zc3h3 NM_172121 target 4629
Mapre2 058 target 4578 Mterf 7213 target 4630
Zfp472 0 target 4579 AY078069 7214 target 4
Leap2 0 target 458 Bnipl 7214 target 4
Lrrc25 074 target 458 Twistnb 7225 target 4
Thtpa 083 target 458; Zcsl2 72254 target 4634
Nupl2 92 target 458 Cep68 72260 target 4635
Phosphol 04 target 4584 Eif2b5 72265 target 4636
Gtpbp10 6 target 4585 Snx8 72277 target 4637
Nat10 6 target 4586 Rnf40 7228, target 4638
Klhl12 8 target 4587 Nup133 7228 target 4639
Slc35e4 42 target 4588 Foxredl 7229 target 4640
Kctd11 53143 target 4589 Ccnbl 7230 target 4641
Zfp740 M_153194 target 4590 Dnajc16 M_17233: target 4642
Fbxo7 NM_153195 target 4591 Snapc4 NM_172339 target 4643
Eif2c3 NM_153402 target 4592 Slc16al3 NM_172371 target 4644
Drbpl NM_153405 target 4593 AA536717 NM_172379 target 4645
Pomt2 NM_153415 target 4594 Cdc42sel NM_172395 target 4646
Aaas NM_153416 target 4595 9130011J15Rik NM_172396 target 4647
Grwdl NM_153419 target 4596 1110057K04Rik NM_172401 target 4648
Nphp4 NM_153424 target 4597 Slc25a32 NM_172402 target 4649
Ubap2l NM_153489 target 4598 Nup93 NM_172410 target 4650
Rnfl13al NM_153503 target 4599 Gpc2 NM_172412 target 4651
E230022H04Rik NM_153515 target 4600 AsxI2 NM_172421 target 4652
Bcl2i13 NM_153516 target 4601 Fastkd2 NM_172422 target 4653
Lrrc20 NM_153542 target 4602 2310042L06Rik NM_172428 target 4654
Gnl3 3547 target 4603 Tbcld16 72443 target 4655
Aldh18al 3554 target 4604 Wdr37 72445 target 4656
Qscnéll 3559 target 4605 Mtrr 72480 target 4657
Nudt6 3561 target 4606 8030451K01Rik 7250 target 4658
Yrdc 3566 target 4607 A730008H23Rik 7 target 4659
Noc4l 3570 target 4608 Gabpb2 7 target 4660
AW049829 3571 target 4609 Nut 7252 target 466
Ccdc95 358 target 46! 5730593F17Rik 7254 target 466
Nars2 359 target 46 Rufyl 7255 target 466
Cdk8 359! target 46! Gemin5 72558 target 4664
Cptic 67! target 46 Cntrob 72560 target 4665
Prkag3 53744 target 4614 Rhbdf2 72572 target 4666
Prkag3 M_153745 target 4615 Zfp277 M_172575 target 4667
Paox M_153783 target 4616 Wdr41 M_172590 target 4668
CdkI3 NM_153785 target 4617 Wdhd1 NM_172598 target 4669
Bclafl NM_153787 target 4618 Rab2b NM_172601 target 4670
Traf7 NM_153792 target 4619 Tmem44 NM_172614 target 4671
4631403P03Rik NM_153793 target 4620 Btbd9 NM_172618 target 4672
Polr2b NM_153798 target 4621 Vps52 NM_172620 target 4673
Nupll NM_170591 target 4622 4632411B12Rik NM_172652 target 4674
2610205E22Rik NM_170592 target 4623 Slc39a10 NM_172653 target 4675
Rpsl5a NM_170669 target 4624 D2Wsu8le NM_172660 target 4676
Abccl0 NM_170680 target 4625 Lrp4 NM_172668 target 4677
lars NM_172015 target 4626 Samd10 NM_172676 target 4678
Acad9 NM_172678 target 4679 Gpkow NM_173747 target 4731
D930015E06Rik 72681 target 46 Nudcd3 73748 target 4732
4732418CO7Rik 72698 target 46 5830457H20Rik 73756 target 4733
Zmpste24 7270 target 46! Mrps27 73757 target 4734
Gufl 727 target 46 A230062G08Rik 73765 target 4735
Sdad1 727 target 4684 9630054F20Ri 73784 target 4736
C330023M02Rik 727 target 4685 A230051G13Rik 73785 target 4737
Tufm 7274 target 4686 Rcc2 73867 target 4738
Hirip3 72746 target 4687 9430057019Rik 74849 target 4739
Ketd1: 72747 target 4688 1810063B0O5Rik 74987 target 4740
Heatr 72757 target 4689 Mrpl22 75001 target 474
Elmo 72760 target 46! Ptrh2 75004 target 474
Rbm34 72762 target 46! Eny2 75009 target 474
BB114266 72763 target 46! Gimap5 75035 target 4744
6620401K05Rik M_172774 target 46! Ccdc126 M_175098 target 4745
Dock4 NM_172803 target 4694 Repinl NM_175099 target 4746
Lmin NM_172823 target 4695 Sf3b5 NM_175102 target 4747
G630039HO3Rik NM_172824 target 4696 2310022A10Rik NM_175107 target 4748
Ankmy1l NM_172850 target 4697 5730577103Rik NM_175110 target 4749
Adc NM_172875 target 4698 Rael NM_175112 target 4750
2210010B09Rik NM_172919 target 4699 3300001M20Rik NM_175113 target 4751
Alkbh5 NM_172943 target 4700 1110038D17Rik NM_175133 target 4752
2600001B17Rik NM_172947 target 4701 Tsr2 NM_175146 target 4753
Cops7b NM_172974 target 4702 2310022B05Rik NM_175149 target 4754
Gtf3c4 NM_172977 target 4703 Galk2 NM_175154 target 4755
Ube3a NM_173010 target 4704 2610204G22Rik NM_175157 target 4756
Mtapls 730 target 4705 Zdhhcl 75160 target 4757
Mon1lb 730 target 4706 Atxn712 7518: target 4758
BC048403 730 target 4707 3110056003Ri 7519 target 4759
A630047E20Rik 730 target 4708 1700058CO1R; 7519 target 4760
BC057893 730 target 4709 4833408A19R 7520 target 476
AW413431 7 target 47 Ankrd9 7 target 476
Mcphl 7 target 47 Taspl 7! target 476!
Eif5 7 target 47 Rnf139 7 target 4764
Eif5 7 target 47 5830427D03Rik 7 target 4765
Sfrs1 73374 target 4714 Adhfel 7 target 4766
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2810046L04Rik 73382 target 4715 Myh10 75260 target 4767
E330016A19Rik 73386 target 4716 4931406H21Rik 75264 target 4768
Slc43a2 73388 target 4717 Epm2aipl 7526 target 4769
Tgif2 73396 target 4718 Srd5al 7528 target 4770
D930001122Rik 73397 target 4719 C430004E15Rik 7528 target 477
Zbtb5 73399 target 47! AA408296 7 target 477
Gpr26 73410 target 47 Zfp513 7 target 477,
Zbtb37 73424 target 47! E130012A19Rik 7 target 4774
1700047E16Rik 73431 target 47! Nhircl 7534 target 4775
Iws1 73441 target 4724 2700049P18Rik 7538 target 4776
Rcedl 73445 target 4725 Rg9mtd2 7538 target 4777
Rpusd2 M_173450 target 4726 Exosc4 M_17539! target 4778
Tmem1l NM_173453 target 4727 2410014A08Rik NM_175403 target 4779
BC027344 NM_173738 target 4728 C030004A17Rik NM_175411 target 4780
Maoa NM_173740 target 4729 Ccdc40 NM_175430 target 4781
Dusp18 NM_173745 target 4730 A830093I24Rik NM_175431 target 4782
Zfp526 NM_175436 target 4783 A730011L01Rik NM_177394 target 4835
A630077B13Rik NM_175449 target 4784 Bcl2 NM_177410 target 4836
Wdr18 NM_175450 target 4785 Psatl NM_177420 target 4837
Zfp574 NM_175477 target 4786 Lrrc29 NM_177449 target 4838
Gpr150 NM_175495 target 4787 Zmym6 NM_177462 target 4839
6430598A04Rik NM_175521 target 4788 Btbd12 NM_177472 target 4840
Eda2r NM_175540 target 4789 D19Bwg1357e NM_177474 target 4841
Wdfy2 NM_175546 target 4790 Zfp3 NM_177565 target 4842
Wdr3 75552 target 47! BC049762 77567 target 4843
Zfp446 75558 target 4792 9930104L06Rik 7757 target 4844
Hist2h2bb 75666 target 47! Ixip 7758 target 4845
9930021D14Rik 75682 target 4794 Frat2 77 target 4846
Fchsdl 75684 target 4795 Ctnna: 77 target 4847
Cdv: 75833 target 4796 A230042K10Rik 7762 target 4848
Cdv. 75833 target 4797 Zfp28 7764 target 4849
G6pc3 75935 target 4798 Rasal?2 77644 target 4850
C030006K11Rik 76828 target 4799 Armetll 77647 target 4851
4931440F15Rik 76829 target 480! Tmem15 77648 target 4852
2810485105Ri! 76836 target 480 Tmem69 77670 target 4853
Tprkb 76842 target 480; D4Ertd429e 77672 target 4854
Ints5 M_176843 target 480! BC046331 M_177673 target 4855
Mink1 NM_176893 target 4804 1600021P15Rik NM_177718 target 4856
A430057MO4Rik NM_176925 target 4805 Ppplr3b NM_177741 target 4857
A230063L24Rik NM_176940 target 4806 Emel NM_177752 target 4858
9330133014Rik NM_176948 target 4807 D11Wsu47e NM_177777 target 4859
Lig4 NM_176953 target 4808 A630008104 NM_177849 target 4860
6330416L07Rik NM_176962 target 4809 Tmem67 NM_177861 target 4861
Smyd4 NM_177009 target 4810 AlI847670 NM_177869 target 4862
A230078I05Rik NM_177056 target 4811 BC038925 NM_177878 target 4863
3110048E14Rik NM_177067 target 4812 4933411G11Rik NM_177880 target 4864
4930412MO3Rik NM_177098 target 4813 D330038006Rik NM_177899 target 4865
4833442J19Rik NM_177101 target 4814 Fads6 NM_178035 target 4866
03-mar NM_177115 target 4815 Thra NM_178060 target 4867
D230037DO9R;i 77140 target 4816 Lsgl 7806 target 4868
B230317F23R 77148 target 4817 Nme7 7807. target 4869
A530082C11Ri 77186 target 4818 Mcf2l 7807 target 4870
4930518FO03Ri 77191 target 4819 4732466D17Rik 7807 target 487
Ascc3l1 77214 target 48! Hist2h3b 78 target 487
9530056K15Rik 77218 target 48! Asb7 78 target 487
Fastkdl 77244 target 48! Ndor: 78. target 4874
Cstf3 77253 target 48 Smg 7824 target 4875
AB30052C17Rik 77255 target 4824 Ankrd27 7826 target 4876
Gfm2 77266 target 4825 Cenpm 7826 target 4877
4732415M23Rik 77279 target 4826 Cdc2 7834 target 4878
Tnpo3 77296 target 4827 Dhx3: 78367 target 4879
Pisd M_177298 target 4828 Slc9a8 M_178371 target 4880
Xpnpep3 M_177310 target 4829 Cidec M_178373 target 4881
Seracl NM_177311 target 4830 Commd10 NM_178377 target 4882
Tsrl NM_177325 target 4831 lgcg NM_178378 target 4883
C730025P13Rik NM_177344 target 4832 Cox10 NM_178379 target 4884
Zfp771 NM_177362 target 4833 2410018C17Rik NM_178390 target 4885
Gemin4 NM_177367 target 4834 Snapcl NM_178392 target 4886
Ubxds NM_178397 target 4887 Utp15 NM_178918 target 4939
Wipi2 NM_178398 target 4888 Tmem153 NM_178919 target 4940
9130221H12Rik NM_178400 target 4889 Al662250 NM_178926 target 4941
BC010787 NM_178577 target 4890 Pdrgl NM_178939 target 4942
Tnfrsf21 NM_178589 target 4891 Atad3a NM_179203 target 4943
Bat5 NM_178592 target 4892 Foxn2 NM_180974 target 4944
Gjcl 78596 target 4893 A130010J15Rik 048 target 4945
Camk2g 78597 target 4894 AAB81470 066 target 4946
Vkorcl 7860 target 4895 Rab18 070 target 4947
Grinlla 78602 target 4896 1200003107Rik 74 target 4948
Mrpl50 7860 target 4897 Rasgeflb target 4949
Txnl4 78604 target 4898 Slc25a29 target 4950

D13Wsul77e 78605 target 4899 Coil target 4

E2f7 78609 target 490 Gtf2h5 target 4

Krrl 78610 target 490 Rnpepl1 4 target 4
1810026J23Ril 78619 target 490; Zbed4 4 target 4954
2600014MO3Rik 78620 target 490: Anks1 4 target 4955
2700094F01R 78625 target 4904 Arhgaplla 4 target 4956
Ints7 78632 target 4905 BC050092 4 target 4957
Htatip M_178637 target 4906 Supv3ll M_1814 target 4958
Tigds NM_178646 target 4907 Livl NM_181470 target 4959
Ubxd6 NM_178648 target 4908 Ipo7 NM_181517 target 4960
Jmjd4 NM_178659 target 4909 Eif5a NM_181582 target 4961
6030413G23Rik NM_178664 target 4910 Shqgl NM_181590 target 4962
8030462N17Rik NM_178670 target 4911 Itpke NM_181593 target 4963
Scfd2 NM_178672 target 4912 Edc4 NM_181594 target 4964
Sec22c NM_178677 target 4913 2310002B06Rik NM_181649 target 4965
Unc45b NM_178680 target 4914 Prdm4 NM_181650 target 4966
6430537HO7Rik NM_178689 target 4915 Rpo1-3 NM_181730 target 4967
Zyglibl NM_178694 target 4916 Hefclrl NM_181821 target 4968
Prrg4 NM_178695 target 4917 D8Ertd457e NM_181854 target 4969
B930041F14Rik 78699 target 4918 Oxct2b 859 target 4970
Pcid2 78708 target 4919 Tl 017 target 497
Smcr7| 787 target 4 Atxn2| 020 target 497
Zfp438 78722 target 4 2410018MO8RIik 088 target 497
Zfp47. 78734 target 4 4930543L23Rik 0 target 4974
Ss18l 787 target 4 Ccdcl125 5 target 4975
Tmem142b 787 target 4924 2410002101Rik 7 target 4976
9630042H07Rik 787 target 4925 Homez 4 target 4977
A930025D01Rik 787 target 4926 BC050777 81 target 4978
Zfp750 787 target 4927 Rnmtl1 63 target 4979
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BC049715 78776 target 8 4930583K01Rik 67 target 4980
Slc7a6 78798 target Chchd8 70 target 498
Trimé65 78802 target 1110002N22Rik 7 target 498
Zfp277 78845 target Ctxnl target 498

GnlI3 78846 target Snapch target 4984
Sirts 78848 target Nup54 target 4985
Son 78880 target Pdeda 401 target 4986
Prmt6 78891 target 3 Epb4. 421 target 4987
Tywl 78897 target C030004A17Rik 425 target 4988

Al553587 78909 target Bmsll 4339 target 4989

Al839735 78915 target Cdk10 4446 target 4990
Rutbcl 43 target Gprl76 M_201367 target 5043

3000004C01Rik 97959 target Xkr8 NM_201368 target 5044
1110020P15Rik NM_197979 target Plecl NM_201386 target 5045
Ddx39 NM_197982 target Plecl NM_201387 target 5046
1810009010Rik NM_197989 target Plecl NM_201388 target 5047
2210021J22Rik NM_197998 target Plecl NM_201389 target 5048
1700001022Rik NM_198000 target Plecl NM_201390 target 5049
6330578E17Rik NM_198006 target Prihr NM_201615 target 5050
Cep78 NM_198019 target Sphk2 NM_203280 target 5051
Igcc NM_198026 target Dhx37 NM_203319 target 5052
Tubgcp3 NM_198031 target Jtb NM_206924 target 5053
Hnrpa3 NM_198090 target Jtb NM_206924 target 5054
Bst2 NM_198095 target 4930519N13Rik NM_207204 target 5055
Thbkbpl 0 target Al314976 07. target 056
Tra2a 0; target Centb5 07. target 057
Exoc8 0! target Tsgal0 07. target 058
ORF34 0! target Ccdc87 0726 target 059
Gnl3l 0 target Plexdl 0727 target 060
Lrrc24 9 target BCO067068 07! target 06.
Fastkd5 6 target Osbplla 07! target 06.
Aspscrl 23 target Rps24 07 target 06.
Yars2 46 target Dmn 0766! target 064
Nup188 04 target Dedd2 0767 target 065
Pagr9 414 target Ccnl2 07678 target 066
Pols 600 target Bcl2i11 07681 target 5067
F630043A04Rik 605 target Elavl2 M_207686 target 5068
Wdsofl 606 target Espn NM_207687 target 5069
4930572J05Rik NM_198607 target 1110034C04Rik NM_211355 target 5070
Ccdc85b NM_198616 target AU019823 NM_212449 target 5071
Al480653 NM_198626 target A930008G19Rik NM_212473 target 5072
1810024B03Rik NM_198630 target Stat3 NM_213660 target 5073
4430402118Rik NM_198651 target
6430706D22Rik NM_198652 target
4833432M17Rik NM_198654 target
Thcld2 NM_198664 target
Cugbpl NM_198683 target
Sypl NM_198710 target
D17Ertd441e NM_198937 target
C430048L16Rik 957 target
Sgol2 007 target
Ippk 056 target
Ddx17 079 target
Ddx17 0 target
Suzl2 6 target 4
1110032A13Rik 7 target 5
Mtg 01 target 6
Zfp341 04 target 7
Ccdc32 10 target 8
AA408556 147 target 9
Copg 244 target 0
Cybasc3 M_201351 target 1
BC050210 M 365 target 2
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5 anni in una pagina di ringraziamenti...

Con il solito sprint finale che caratterizza le rg@re sportive, finalmente sono arrivato alla
fine di questa lunga e faticosa prova di vita aigddba tutta la mia esperienza universitaria!
Desidero ringraziare il Prof. Nicola Elvassore ablére ad aver supervisionato questo lavoro,
mi ha dato la possibilita di far parte del FANTAED gruppo BioERA. Negli ultimi mesi
I'esperienza di lavoro presso il BIoOERA mi ha pesse di imparare divertendomi, grazie a
tutti i ragazzi del Lab. In particolare ringraziederica Michielin che, armandosi di molta
pazienza, mi ha fatto da “Beatrice” in laboratosomi ha introdotto alla biologia con
I'approccio giusto: ovvero sullo stile di “Siamatiacosi, esplorando il corpo umano”. Voglio
esprimere un ringraziamento particolare a Camillmilla quale, non solo mi ha seguito
costantemente in questo lavoro, ma soprattuttoréduto in me dandomi la possibilita di
applicare le mie competenze nello sviluppo del Modesaltando cosi la mi voglia di fare!

Un ringraziamento speciale lo rivolgo Stefano Penazoto come Il Penaldi, compagno di
studio insostituibile e grande amico. Grazie a qugjgetto ho affrontato con il giusto spirito
le battaglie poste dall'universita alternando stonceciproco alle balle da orsi che hanno
accompagnato la preparazione degli ultimi giornore, prima degli esami. Alcuni momenti
sono stati veramente difficili, ma insieme siammpee riusciti a cavarcela egregiamente!!!
Grazie anche a Luca, Giammarco (alias il Tuba) eid_per aver fatto da “veri amici” nel
momento del bisogno. Grazie anche ai miei camedsitiTriathlon con i quali ho condiviso
quella sana fatica che mi permetteva di inseguireagno in tutte le gare in giro per I'ltalia:
mi rivolgo in particolare a Alessandro, Alberto, Ma, Luca, Bigoli, Luis ed Enrico (noto
ormai come Gentile Sig.). In tutto questo contestgrazio Sara Fasoli che ha vissuto e
condiviso le mie avventure didattiche e sportiva.ringrazio per aver accettato la persona
che sono appoggiando le mie scelte; grazie a quddimmo fatto squadra. Rimanendo sui
filosofi ringrazio la coppia delle meraviglie Daeié Valentina, amici “acquisiti” con i quali
ho passato serate a discutere degli argomentiippati: dall'entropia a Platone passando
per la presa in giro delle bionde di scienza deltenazione... chi c’era sa!

Sento di rivolgere un ringraziamento particolarda ahia famiglia ed in particolare a quella
macchina ben oliata dei mie fratelli, che mi harseonpre fatto percepire il loro appoggio
spronandomi quindi a dare il massimo. Grazie ardallee citta di Padova che ha fatto da
cornice a questa esperienza unica.

Questi cinque anni sono stati per me una vera prigralestra di vita: I'universita mi ha
permesso di mettermi costantemente alla provaceedre rapporti importanti. Uscendo degli
archi del dipartimento di Ingegneria dmzianissimp torno pivolo per la terza volta,
portandomi a casa un bagaglio di esperienze piofedsed umani di assoluto rilievo. Come
buon augurio per quello che verra posso solo laacia...

PALE A PRORAI!! VOGA VOGA VOGA ISSA!l!



