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как?	  



	  как?	  

(Belmonte	  2012)	  



	  зачем?	  

(Robinton	  2012)	  





	  

•  одинаковые	  свойства?	  “нормальность”	  

•  одинаковая	  эффективность	  

дифференцировки?	  “удобство”	  

•  безопасность	  использования	  в	  медицине?	  

•  “адекватность”	  использования	  iPS	  клеток	  как	  

модели	  болезней?	  

идентичность	  ЭСК	  и	  iPS?	  



идентичность	  ЭСК	  и	  iPS?	  

(Narsinh	  2011)	  



идентичность	  ЭСК	  и	  iPS?	  

(Yamanaka	  2012)	   (Bock	  2011)	  



Dlk1-‐Dio3	  locus?	  

(Stad�eld	  2010)	   (Carey	  2011)	  



somasc	  memory?	  

(K	  Kim,	  A	  Doi	  2010)	  



commitment?	  
(Bock	  2011)	  



lab-‐specific	  stochasscity?	  

Sullivan G et al. Mol. Hum. Reprod. 2010;16:880-885 

Laboratory-specific differences rendered as a 

fuzzy cluster network.  



Philonenko	  et	  al,	  2011	  



проверка	  точности	  

репрограммирования	  

•  изогенная	  система	  (ES=somasc=iPS)	  

•  одна	  лаборатория,	  одни	  руки,	  одни	  среды	  	  

•  учет	  состояния	  соматических	  клеток	  

•  три	  типа	  соматических/iPS	  клеток	  в	  

четырех/шести	  повторностях	  каждый	  

•  параллельный	  анализ	  метилирования	  

(450k)	  и	  экспрессии	  (HT12v4)	  всех	  клеток	  



new5	  

CD105+	  
NCAM+	   RPE65+	  

iPS7	   iPS47	   iPS27	   iPS29	   iPS22	   iPS14	  

methylome	   transcriptome	  

ES05	  

фибробласты	  	  

кожи	   нейроны	   клетки	  глаза	  

изогенная	  система	  



new5	  

CD105+	  
NCAM+	   RPE65+	  

iPS7	   iPS47	   iPS27	   iPS29	   iPS22	   iPS14	  

pluripotency	  tests 

FACS 

RT-PCR karyotype 

pluripotency tests transgene silencing 

ICC 

ICC 

methylome	   transcriptome	  

MACS Sorting 

ES05	  

CD31-‐CD105+	  
NCAM+	   RPE65+	  



стандартная	  характеристика	  ES/iPSCs	  

•  морфология	  

•  пролиферативная	  активность,	  

самоподдержание	  

•  нормальный	  кариотип	  

•  дифференцировка	  in	  vitro	  

•  дифференцировка	  in	  vivo	  

этого	  достаточно,	  или	  нужен	  полногеномный	  анализ?	  



Эпигенетическая регуляция 

экспрессии генов 

CpG	  island	  is	  a	  region	  with	  at	  least	  200	  bp,	  

and	  a	  GC	  percentage	  that	  is	  greater	  than	  

50%,	  and	  with	  an	  observed-‐to-‐expected	  

CpG	  raso	  that	  is	  greater	  than	  60%.	  



Анализ	  метилирования	  

illumina	  Infinium	  HumanMethylason450	  BeadChip	  

•  показания	  уровня	  метилирования	  485,512	  CpG	  

динуклеотидов	  (1,5%	  из	  всех	  которые	  есть	  в	  геноме)	  

•  покрытие	  –	  99%	  RefSeq	  аннотированных	  генов	  

•  воспроизводимость	  для	  технических	  повторностей	  больше	  

99%	  

•  600	  отрицательных	  контролей	  
	  

бисульфитная	  конверсия	  
нанесение	  на	  чип	  

	  (microarray)	   цветовая	  детекция	  





Beta	  value	  

•  для	  единичного	  CpG	  значения	  от	  0	  до	  1	  (от	  0%	  до	  100%)	  

•  число	  =	  степень	  метилирования,	  учитываются	  значения	  для	  

CpG,	  которые	  детектировали	  больше	  трех	  бидов	  

•  максимальная	  разница	  в	  значениях	  0.15	  для	  технических	  и	  

0.24	  для	  биологических	  повторностей	  



•  40%	  проб	  
находятся	  вне	  
известных	  
регулятроных	  
регионов	  

•  большинство	  
из	  них	  
покрыты	  с	  
помощью	  Inf2	  
типа	  бидов	  

•  Inf1	  имеет	  
28%	  покрытия	  
CpG,	  Inf2	  –	  
72%	  



Preprocessing	  

•  коррекция	  batch	  effect	  на	  
основе	  PCA	  	  

•  фильтрация	  сэмплов	  с	  <90%	  
high-‐confidence	  значений	  
(pval>0.01)	  

•  фильтрация	  проб,	  
соответствующих	  часто	  
встречающимся	  SNP	  

•  коррекция	  разницы	  в	  
эффективности	  мечения/
свойствах	  сканирования/
интенсивности	  двух	  цветов	  на	  
основе	  значений	  
отрицательных	  контролей	  



Inf1	  vs	  Inf2	  probes	  

•  Inf1	  сигналы	  более	  
стабильны	  

•  Inf1	  сигналы	  имеют	  
расширенный	  
динамический	  
диапазон	  значений	  

•  Inf1	  лучше	  
детектирует	  
близкие	  к	  0	  
значения,	  Inf2	  –	  
наоборот	  

•  значения	  Inf1	  ближе	  
к	  «идеальным»	  
результатам	  	  

•  SD	  выше	  у	  Inf2	  



•  use	  InfI	  signals	  
as	  the	  anchors	  
to	  essmate	  a	  
reference	  
distribuson	  of	  
quansles	  	  

•  correct	  the	  
data	  so	  that	  
non_anchor	  
and	  anchor	  
probes	  of	  the	  
same	  
percensles	  will	  
have	  the	  same	  
value	  	  

•  “relason	  to	  
CpG”	  means	  S	  
shore/shelf	  et	  
cet	  

Inf1/Inf2	  shi�	  correcson	  

control	   lumi	  (QN)	  

peak-‐based	  

approach	   global	  SQN	  

CpG-‐related	  

SQN	  

seq-‐related	  

SQN	  



нормализация	  

raw	  data	   peak	  correcson	   Tost	  pipeline	  
(CpG-‐related	  SQN)	  



IMA	  pipeline	  +	  ComBat	  for	  batch	  

correcson	  

filterdetectP,	  whether	  or	  not	  to	  filter	  probes	  based	  on	  detecson	  P-‐value;	  

Xchrom,	  whether	  or	  not	  to	  remove	  the	  loci	  from	  the	  X,Y	  chromosome	  or	  both;	  

peakcorrecson,	  whether	  or	  not	  to	  perform	  peak	  correcson;	  

transfm,	  whether	  or	  not	  to	  transfer	  the	  raw	  beta	  value	  using	  arcsine	  square	  root	  or	  logit;	  

normalizason,	  whether	  or	  not	  to	  perform	  quansle	  normalizason;	  

na.omit,	  whether	  or	  not	  to	  remove	  the	  loci	  containing	  missing	  beta	  values;	  

snpfilter,	  whether	  or	  not	  to	  filter	  out	  loci	  whose	  methylason	  level	  are	  measured	  by	  probes	  

containing	  SNP(s)	  at/near	  the	  targeted	  CpG	  site	  



данные	  после	  нормализации	  

ESC	   iPS	   fibro	  
neuro	  

rpe	  



корреляция	  

Спирмана	  с	  

кластеризацией	  



Encode	  (63 типа клеток)	  

сравнение	  с	  данными	  из	  открытых	  

источников	  

teratocarcinoma	  

ЭСК	  

наши	  клетки	  

соматические	  клетки	  



ESC/iPSC	  cluster	   somasc	  cells	  cluster	  

GSE31848	  dataset	  (Nazor	  2012)	  

new5	  ES/iPSCs	   new5	  diff	  cells	  

сравнение	  с	  данными	  из	  открытых	  

источников	  



Illumina	  HT12	  v.4	  



Normalizason	  methods	  

TGF-‐β	  ssmulated	  and	  

control	  samples	  measured	  

at	  three	  sme	  points	  (2	  h,	  

4	  h,	  12	  h)	  in	  four	  

replicates	  	  

(Schmid	  2010)	  



Genome	  Studio	  normalizason	  

methods	  

•  Average	  -‐	  average	  signal	  of	  all	  samples	  becomes	  equal	  to	  the	  
global	  average	  of	  all	  sample	  signals	  	  

•  QuanIle	  -‐	  is	  a	  method	  used	  to	  make	  the	  distribuson,	  median,	  and	  
mean	  of	  probe	  intensises	  the	  same	  for	  every	  sample.	  The	  
normalizason	  distribuson	  is	  chosen	  by	  averaging	  each	  quansle	  
across	  samples.	  Like	  cubic	  spline,	  this	  method	  assumes	  that	  all	  
samples	  have	  similar	  distribusons	  of	  transcript	  abundance.	  	  

•  Cubic	  spline	  -‐	  For	  each	  sample,	  the	  vector	  of	  quansle	  intensises	  is	  
computed.	  Similarly,	  quansles	  for	  the	  “virtual”	  averaged	  sample	  
a�er	  background	  subtracson	  are	  computed.	  Cubic	  B-‐spline	  is	  
computed	  and	  used	  for	  interpolason.	  	  

•  Rank	  invariant	  -‐	  Rank	  invariant	  normalizason	  uses	  a	  set	  of	  probes	  
that	  is	  rank	  invariant	  between	  a	  given	  sample	  and	  a	  virtual	  
sample.	  Rank	  invariant	  normalizason	  operates	  under	  the	  
assumpson	  that	  probes	  with	  similar	  ranking	  between	  samples	  
have	  similar	  expression	  levels.	  



No	  normalizason	   cubic	   quansle	  
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данные	  после	  нормализации	  

pluri	  diff	  



pluri	  



“pluritest”	  by	  Alex	  Meissner	  

•  Pluripotency	  Score:	  A	  score	  that	  is	  based	  on	  all	  samples	  
(pluripotent	  cells,	  somasc	  cells	  and	  sssues)	  in	  the	  stem	  cell	  
model	  matrix	  (red	  -‐	  95%	  pluri	  samples,	  blue	  –	  95%	  somasc)	  



•  Novelty	  Score:	  A	  score	  that	  is	  based	  on	  well-‐characterized	  pluripotent	  
samples	  in	  the	  stem	  cell	  model	  matrix.	  A	  low	  Novelty	  Score	  indicates	  that	  
the	  test	  sample	  can	  be	  well	  reconstructed	  based	  on	  exissng	  data	  from	  
other	  well-‐characterized	  iPSC	  and	  ESC	  lines.	  A	  high	  Novelty	  Score	  indicates	  
that	  there	  are	  pa¢erns	  in	  the	  tested	  sample	  that	  cannot	  be	  explained	  by	  
the	  currently	  exissng	  data	  from	  well-‐characterized,	  karyotypic	  normal	  
pluripotent	  stem	  cells.	  	  

“pluritest”	  by	  Alex	  Meissner	  



вариабельность	  ЭСК/iPS	  

INFO_PERCENT 	  AXIS	  

20.068% 	   	   	  1	  

15.751% 	   	   	  2	  

11.547% 	   	   	  3	  

INFO_PERCENT 	  AXIS	  

27.356% 	   	   	  1	  

19.195% 	   	   	  2	  

450k	  

HT12	  



принцип	  анализа	  –	  кластеры?	  
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RiPS	  

FiPS	   NiPS	  

n5	  

neuro	  

4	  

3	  

5	  

1	  
2	  

n5	   rpe	  

n5	  

fibro	  

1.  reprogramming	  trace	  

2.  iPS-‐specific	  

3.  somasc	  memory	  

4.  intact	  

5.  pluripotent	  

•  450k	  –	  IMA	  (Wilcoxon	  rank-‐sum	  test),	  pval	  0.01,	  delta	  0.2	  

•  HT12	  –	  t-‐test,	  pval	  0.01/0.05,	  foldchange	  1.5,	  qvalue	  0.05	  



соотношение	  кластеров	  
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функциональность?	  

GO	  enrichment	   1.	  pluripotent	   2.	  somaIc	  memory	   3.	  iPS	  specific	  

common	  processes	  

for	  all	  groups	  

microtubule	  motor	  

acsvity,	  M	  phase	  of	  

mitoIc	  cell	  cycle,	  

mitosc	  sister	  chromasd	  

segregason,	  calcium	  ion	  

binding,	  nuclear	  pore,	  

chromosome,	  

centromeric	  region,	  

sulfuric	  ester	  hydrolase	  

acsvity	  

negaIve	  regulaIon	  

of	  transcripIon	  from	  

RNA	  polymerase	  II	  

promoter,	  neural	  

tube	  closure,	  

pa¢erning	  of	  blood	  

vessels,	  NAD(P)H	  

dehydrogenase	  

(quinone)	  acsvity	  

metal	  ion	  binding,	  

nuclear	  chromasn,	  

fibroblast	  growth	  

factor−acsvated	  

receptor	  acsvity,	  

muscle	  organ	  

development,	  

calcium−mediated	  

signaling	  

(gprox.sourceforge.net)	  



pluripotency-‐related	  part	  

negative regulation of cellular component organization

negative regulation of epithelial cell proliferation

central nervous system development

axis specification

negative regulation of cell proliferation

negative regulation of biological process

negative regulation of neuron projection development

regulation of epithelial cell proliferation

regulation of multicellular organismal development

cellular response to epidermal growth factor stimulus

0 3.25 6.50 9.75 13.00

3from3

mitotic cell cycle
cell cycle

mitotic cell cycle phase transition
nuclear division
organelle fission

regulation of mitotic cell cycle
nuclear envelope organization

G1/S transition of mitotic cell cycle
negative regulation of mitosis

regulation of proteasomal protein catabolic process
regulation of metaphase/anaphase transition of cell cycle

DNA replication
DNA metabolic process

0 0.75 1.50 2.25 3.00

3from3 and 2from3

©BioVenn	  Tim	  Hulsen	  



somasc	  memory	  part	  

©BioVenn	  Tim	  Hulsen	  



old	  somasc	  memory	  vs	  young	  

HT12:	  iPS	  specific	  old	  =	  

25%sm+	  50%intact+	  12%pluri	  

450k:	  iPS	  specific	  old	  =	  

14%intact+	  14%pluri	  



450k	   HT12	  



GSE31848	  

“markers”	  on	  Nazor’	  data?	  



reprogramming-‐specifc	  locuses	  

4	  genes	  -‐	  expression	  
new5	  data	  vs	  GSE25970	  	  

h¢p://amazonia.transcriptome.eu/	  



“markers”	  on	  Hochedlinger’	  data?	  
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6 crossing_genes on our data



“markers”	  =	  stochassc	  +	  somasc	  

memory	  

(Bock	  2011)	  


