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T a d at s u g u T a ni g u c hi

R e c e nt d e v el o p m e nts i n s y nt h eti c bi ol o g y, n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g, a n d m a c hi n e
l e ar ni n g pr o vi d e a n u n pr e c e d e nt e d o p p ort u nit y t o r ati o n all y d esi g n n e w dis e as e
tr e at m e nts b as e d o n m e as ur e d r es p o ns es t o g e n e p ert ur b ati o ns a n d dr u gs t o r e pr o gr a m
c ells. T h e m ai n c h all e n g es t o s eizi n g t his o p p ort u nit y ar e t h e i n c o m pl et e k n o wl e d g e
of t h e c ell ul ar n et w or k a n d t h e c o m bi n at ori al e x pl osi o n of p ossi bl e i nt er v e nti o ns,
b ot h of w hi c h ar e i ns ur m o u nt a bl e b y e x p eri m e nts. T o a d dr ess t h es e c h all e n g es, w e
d e v el o p a tr a nsf er l e ar ni n g a p pr o a c h t o c o ntr ol c ell b e h a vi or t h at is pr e-tr ai n e d o n
tr a ns cri pt o mi c d at a ass o ci at e d wit h h u m a n c ell f at es, t h er e b y g e n er ati n g a m o d el
of t h e n et w or k d y n a mi cs t h at c a n b e tr a nsf err e d t o s p e ci fi c r e pr o gr a m mi n g g o als.
T h e a p pr o a c h c o m bi n es tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o g e n e p ert ur b ati o ns t o mi ni miz e
t h e diff er e n c e b et w e e n a gi v e n p air of i niti al a n d t ar g et tr a ns cri pti o n al st at es. W e
d e m o nstr at e o ur a p pr o a c h’s v ers atilit y b y a p pl yi n g it t o a mi cr o arr a y d at as et c o m prisi n g
> 9, 0 0 0 mi cr o arr a ys a cr oss 5 4 c ell t y p es a n d 2 2 7 u ni q u e p ert ur b ati o ns, a n d a n
R N A S e q d at as et c o nsisti n g of > 1 0, 0 0 0 s e q u e n ci n g r u ns a cr oss 3 6 c ell t y p es a n d 1 3 8
p ert ur b ati o ns. O ur a p pr o a c h r e pr o d u c es k n o w n r e pr o gr a m mi n g pr ot o c ols wit h a n
A U R O C of 0. 9 1 w hil e i n n o v ati n g o v er e xisti n g m et h o ds b y pr e-tr ai ni n g a n a d a pt a bl e
m o d el t h at c a n b e t ail or e d t o s p e ci fi c r e pr o gr a m mi n g tr a nsiti o ns. W e s h o w t h at t h e
n u m b er of g e n e p ert ur b ati o ns r e q uir e d t o st e er fr o m o n e f at e t o a n ot h er i n cr e as es wit h
d e cr e asi n g d e v el o p m e nt al r el at e d n ess a n d t h at f e w er g e n es ar e n e e d e d t o pr o gr ess al o n g
d e v el o p m e nt al p at hs t h a n t o r e gr ess. T h es e fi n di n gs est a blis h a pr o of- of- c o n c e pt f or
o ur a p pr o a c h t o c o m p ut ati o n all y d esi g n c o ntr ol str at e gi es a n d pr o vi d e i nsi g hts i nt o
h o w g e n e r e g ul at or y n et w or ks g o v er n p h e n ot y p e.
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T h e m aj or b ottl e n e c k i n d esi g ni n g pr ot o c ols t o c o ntr ol c ell b e h a vi or n o l o n g er li es wit h
t h e a v ail a bilit y of e x p eri m e nt al t o ols t o m a ni p ul at e c ell ul ar d y n a mi cs, mi cr o e n vir o n m e nt,
or g e n eti cs, b ut i n t h e a bilit y t o tri a g e t h e c o m bi n at ori al e x pl osi o n of p ossi bl e
i nt er v e nti o ns t o r ati o n all y dir e ct e x p eri m e nt al eff orts. A d v a n c es i n s y nt h eti c bi ol o g y
ar e st e a dil y i n cr e asi n g t h e br e a dt h a n d pr e cisi o n of p ossi bl e i nt er v e nti o n t o ols, w h et h er
t h e y b e n a n o p arti cl es ( 1, 2) a n d mi ni c ells ( 3) f or t ar g et e d dr u g d eli v er y, C RI S P R, a n d
its v ari a nts f or t ar g et e d p ert ur b ati o n of t h e g e n eti c c o d e ( 4) a n d c ell ul ar d y n a mi cs ( 5, 6),
or i m m u n ot h er a p y- b as e d a p pr o a c h es f or c a n c er tr e at m e nt ( 7 – 9).

T h e l ar g e c or p us of p ot e nti al i nt er v e nti o ns a n d c o m bi n ati o ns t h er e of m a k e br ut e-
f or c e tri al a n d err or a p pr o a c h es t o o e x p e nsi v e a n d ti m e- c o ns u mi n g t o b e f e asi bl e. U nli k e
e n gi n e er e d s yst e ms i n w hi c h c o ntr ol t h e or y pr o vi d es a n e q u ati o n- b as e d fr a m e w or k
t o d esi g n i nt er v e nti o ns ( 1 0, 1 1), bi ol o gi c al s yst e ms ar e o nl y b e gi n ni n g t o att ai n
g e n o m e-s c al e m at h e m ati c al d es cri pti o ns ( 1 2), w hil e t e c h ni c al li mit ati o ns c o nstr ai n t h e
n u m b er of a ct u a bl e d e gr e es of fr e e d o m ( g e n es) t o b e m u c h s m all er t h a n n u m b er of
c o m p o n e nts t o b e c o ntr oll e d. T h es e f e at ur es pr es e nt a c h all e n g e gi v e n t h at u n d er a ct u at e d
c o ntr ol is o n er o us e v e n i n p h ysi c al s yst e ms t h at a d mit a cl os e d-f or m m at h e m ati c al
d es cri pti o n ( 1 3). As a r es ult, t h e bi ol o gi c al c o ntr ol pr o bl e m is oft e n r el a x e d t o st e eri n g
b et w e e n n ati v el y st a bl e st at es ( 1 4 – 1 7), r at h er t h a n st a bilizi n g n ati v el y u nst a bl e o n es.
Si n c e tr a ns cri pt o mi c m e as ur e m e nts ar e t h e m ost fr e q u e ntl y e m pl o y e d t e c h ni q u e f or
q u er yi n g t h e c ell st at e, t h e f or m ul ati o n of d at a- dri v e n c o ntr ol pr es e nt e d h er e r e q uir es
o nl y p u bli cl y a v ail a bl e d at a a n d is r o b ust a g ai nst t h e hi g h di m e nsi o n alit y, m ulti- c ell
a v er a gi n g, a n d l o w t e m p or al r es ol uti o n t y pi c al of t h es e d at a. O ur g o al is t o d esi g n a
g e n er al d at a- dri v e n c o ntr ol a p pr o a c h t ail or e d t o t h es e as p e cts of t h e d at a. O ur a p pr o a c h
c o ntr asts wit h r el at e d c o ntr ol-t h e or eti c f or m ul ati o ns i n t h e lit er at ur e, w hi c h c a n n ot
b e e asil y d e pl o y e d as t h e y us u all y r e q uir e t ar g et e d e x p eri m e nts t o d esi g n t h e c o n-
tr oll er ( 1 8), t e m p or all y ri c h d at a ( 1 9), i n di vi d u all y r es ol v e d s yst e m tr aj e ct ori es ( 2 0, 2 1),
a n d/ or t h e a v ail a bilit y of mi cr os c o pi c a g e nt- b as e d m o d els ( 2 2). It als o c o ntr asts
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wit h e xisti n g h e uristi c a p pr o a c h es t o m a ni p ul at e c ell b e h a vi or,
w hi c h c a n b e c at e g oriz e d as n et w or k- b as e d or a n n ot ati o n- b as e d.

T h e n et w or k- b as e d a p pr o a c h es r e q uir e a n e x pli cit r e c o n-
str u cti o n of n et w or k i nt er a cti o ns ( 1 5 – 1 7, 2 3, 2 4) a n d m a y
a d diti o n all y r el y u p o n a d es cri pti o n of t h e n et w or k d y n a mi cs
( 2 5, 2 6). O n t h e ot h er h a n d, t h e a n n ot ati o n- b as e d a p pr o a c h es
f o c us o n w h et h er s p e ci fi c tr a ns cri pti o n f a ct ors ar e hi g hl y e x-
pr ess e d i n t h e t ar g et st at e ( 2 7 – 2 9), wit h o ut f urt h er c o nsi d eri n g
n et w or k i nt er a cti o ns. W hil e e a c h t y p e of a p pr o a c h s u c c essf ull y
a d dr ess es t h e pr o bl e ms f or w hi c h t h e y w er e c o n c ei v e d, t h e y
p oss ess s p e ci fi c attri b ut es t h at pr e cl u d e t h eir dir e ct a p pli c ati o n
t o t h e pr es e nt pr o bl e m. N et w or k- b as e d a p pr o a c h es m a y b e
str u ct ur al or d y n a mi c al. T h e str u ct ur al a p pr o a c h es ass u m e c o m-
pr e h e nsi v e k n o wl e d g e of t h e n et w or k str u ct ur e a n d ar e v ali d
u n d er a r estri ct e d s et of d y n a mi c al r el ati o ns hi ps, w h er e as t h e
d y n a mi c al a p pr o a c h es r e q uir e l a b ori o us e x p eri m e nt al v ali d ati o n,
s o t h e y off er hi g h r eli a bilit y wit hi n a li mit e d s c o p e. I n c o ntr ast,
t h e a n n ot ati o n- b as e d a p pr o a c h es d o w n pl a y t h e r ol e of g e n e- g e n e
i nt er a cti o ns a n d m a k e q u alit ati v e pr e di cti o ns.

T h e c o ntr ol a p pr o a c h i ntr o d u c e d h er e e m pl o ys tr a nsf er
l e ar ni n g o n tr a ns cri pt o mi c d at a t o r et ai n t h e str e n gt hs of
b ot h t h e n et w or k- b as e d a n d t h e a n n ot ati o n- b as e d a p pr o a c h es
w hil e a d dr essi n g t h eir li mit ati o ns. Tr a nsf er l e ar ni n g e nt ails pr e-
tr ai ni n g o n a br o a d- b as e d d at as et f oll o w e d b y t h e i n c or p or ati o n
of a p pli c ati o n-s p e ci fi c d at a ( 3 0). I n o ur c as e, w e us e br o a d-
b as e d g e n e e x pr essi o n a n d b ul k R N A-s e q d at as ets c o nsisti n g of
o bs er v ati o ns a cr oss a r a n g e of u n p ert ur b e d c ell t y p es t o pr e-
tr ai n a m a c hi n e l e ar ni n g m o d el t h at m a ps tr a ns cri pti o n al st at es
t o c ell t y p e. Pr e-tr ai ni n g c o nsists of c al c ul ati n g t h e g e n e- g e n e
c orr el ati o n m atri x, d e c o m p osi n g t h e m atri x i nt o ei g e n g e n es —
c o m bi n ati o ns of g e n es t h at v ar y a p pr o xi m at el y i n d e p e n d e ntl y
of o n e a n ot h er ( 3 1, 3 2) — a n d s el e cti n g t h e ei g e n g e n es t h at b est
disti n g uis h c ell t y p es. T h e ei g e n g e n e s el e cti o n is i m pl e m e nt e d
b y it er ati v el y s el e cti n g t h e ei g e n g e n e t h at mi ni miz es t h e cr oss-
v ali d ati o n err or of a dist a n c e w ei g ht e d k - n e ar est n ei g h b ors
( K N N) m o d el m a p pi n g g e n e e x pr essi o n t o c ell t y p e, u ntil t h e
err or st o ps d e cr e asi n g. T h e K N N m o d el pl a ys t h e r ol e of a n
o bj e cti v e f u n cti o n i n o ur c o ntr ol a p pr o a c h, a n d t h e s el e ct e d
ei g e n g e n es c a pt ur e t h e f u n cti o n al n et w or k of r e g ul at or y i nt er a c-
ti o ns b et w e e n g e n es wit h o ut t h e n e e d t o e x pli citl y r e c o nstr u ct t h e
u n d erl yi n g n et w or k of bi o c h e mi c al i nt er a cti o ns. T h e f u n cti o n al
n et w or k of r e g ul at or y i nt er a cti o ns st a biliz es c ell t y p es, w hi c h c a n
b e i d e nti fi e d as attr a ct ors of t h e r e g ul at or y d y n a mi cs b e c a us e
c ells of a gi v e n t y p e e x hi bit st a bl e p h e n ot y p es wit h disti n ct
e x pr essi o n pr o fil es ( 3 3). N at ur all y, t h e e m piri c al e vi d e n c e f or
t h e e xist e n c e of attr a ct ors d o es n ot r e q uir e t h e s p e ci fi c ati o n of
a d y n a mi c al m o d el, w hi c h is c o nsist e nt wit h o ur d at a- dri v e n
a p pr o a c h ( 1 1, 3 4, 3 5). B e c a us e t h e K N N m o d el m a ps o ut r e gi o ns
of t h e tr a ns cri pti o n al st at e s p a c e ass o ci at e d wit h e a c h c ell t y p e,
it c a n b e i nt er pr et e d as esti m ati n g t h e r e gi o ns of t his s p a c e
i n t h e n ei g h b or h o o d of t h e c orr es p o n di n g c ell t y p e attr a ct ors.
T h es e r e gi o ns c a n e xt e n d b e y o n d t h e attr a ct ors t h e ms el v es
d u e t o st o c h asti cit y w hil e n e v ert h el ess r e m ai ni n g i n e a c h c as e
wit hi n t h e attr a cti o n b asi n of t h e c ell t y p e, w hi c h is t h e s et of
tr a ns cri pti o n al st at es t h at w o ul d d et er mi nisti c all y c o n v er g e t o t h e
attr a ct or.

E q ui p p e d wit h t h e pr e-tr ai n e d K N N m o d el, w e i n c or p or at e
tr a ns cri pt o mi c d at a ass o ci at e d wit h g e n e p ert ur b ati o ns, w hi c h
c o nstit ut es o ur a p pli c ati o n-s p e ci fi c d at a. E a c h g e n e p ert ur b ati o n
is eit h er a k n o c k d o w n or a n o v er e x pr essi o n (t y pi c all y of a
si n gl e g e n e), a n d t h e tr a ns cri pt o mi c d at a i n cl u d e ass o ci at e d
m o c k-tr e at e d e x p eri m e nts s er vi n g as n e g ati v e c o ntr ols. Fi g. 1 A
ill ustr at es t h e m o c k-tr e at e d ( fill e d s y m b ols) a n d p ert ur b e d st at es
( o p e n s y m b ols) f or a n o v er e x pr essi o n ( gr e e n) a n d a k n o c k d o w n

( bl u e). Arr o ws i n di c at e t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o t h e p er-
t ur b ati o n, d e fi n e d as t h e m e a n diff er e n c e i n e x pr essi o n b et w e e n
t h e p ert ur b e d a n d m o c k-tr e at e d e x p eri m e nts. T o i d e ntif y w hi c h
p ert ur b ati o ns c a n pr e di cti v el y alt er t h e tr a ns cri pti o n al st at e fr o m
o n e c ell t y p e t o a n ot h er, w e st art fr o m u n p ert ur b e d st at es of
a n i niti al c ell t y p e a n d a d d t h e c orr es p o n di n g tr a ns cri pti o n al
p ert ur b ati o n r es p o ns es u ntil r e a c hi n g t h e b asi n of attr a cti o n of
t h e t ar g et c ell t y p e as i nf err e d b y t h e K N N m o d el ( Fi g. 1B ).
I n t h es e pr e di cti o ns, t h e s el e ct e d ei g e n g e n es ar e t h e s a m e f or
all r e pr o gr a m mi n g t as ks, a n d t h e s el e cti o n of p ert ur b ati o ns is
m a d e a p pli c ati o n-s p e ci fi c b y s c ali n g t h e pr oj e cti o ns of t h e i niti al-
t ar g et st at e dist a n c e i n t h e ei g e n g e n e b asis a c c or di n g t o t h e
tr a ns cri pti o n al v ari a n c e of t h e t ar g et c ell t y p e.

R e s ul t s

D a t a D e s c ri p ti o n. W e a p pl y o ur a p pr o a c h t o h u m a n c ells usi n g
a g e n e e x pr essi o n mi cr o arr a y d at as et ( “ G e n e E x p ”) a n d a n R N A-
s e q u e n ci n g d at as et ( “ R N A S e q ”), w hi c h ar e d es cri b e d i n T a bl e 1.
E a c h d at as et h as a fi x e d s et of m e as ur e d g e n es G D a n d a fi x e d s et
of s el e ct e d ei g e n g e n es F ∗

D , w h er e D l a b els t h e d at as et. T h es e
d at as ets ar e p artiti o n e d i nt o u n p ert ur b e d c ell st at es us e d f or
tr ai ni n g t h e K N N m o d el, p ert ur b e d st at es us e d f or d e fi ni n g t h e
tr a ns cri pti o n al r es p o ns e m atri x, a n d (i n t h e c as e of t h e G e n e E x p
d at as et) r e pr o gr a m m e d st at es us e d f or v ali d ati n g t h e pr e di cti o ns.
T h e s u m m ar y st atisti cs f or t h e p artiti o ns i n cl u d e t h e n u m b er of
e x p eri m e nts N D , t h e n u m b er of e x p eri m e nt al s eri es E D , t h e s et
of c ell t y p es C D , a n d t h e s et of p ert ur b ati o ns P D .

E a c h p artiti o n s er v es a disti n ct r ol e i n o ur a p pr o a c h. I n b ot h
d at as ets, t h e u n p ert ur b e d p artiti o n c o nsists of c ells fr e e fr o m
e x o g e n o us sti m ul ati o n, dr u g tr e at m e nt, a n d g e n eti c k n o c k d o w n
or o v er e x pr essi o n. T h es e d at a ar e us e d f or tr ai ni n g o ur r e c e ntl y
d e v el o p e d m a c hi n e l e ar ni n g m et h o d, pr e vi o usl y us e d t o disti n-
g uis h c ell t y p e ( 3 6), w hi c h s el e cts t h e o pti m al s et of ei g e n g e n es
F ∗

D . T his m et h o d pr o d u c es a dist a n c e- w ei g ht e d K N N m o d el
t h at m a ps t h e l at e nt s p a c e t o a v e ct or i n di c ati n g t h e pr o b a bilit y
of b el o n gi n g t o e a c h of t h e C D c ell t y p es. H er e, c ell t y p e r ef ers
t o t h e p h e n ot y pi c c h ar a ct eriz ati o n assi g n e d t o t h e c ell s a m pl e
b as e d o n hist ol o gi c al a n d m or p h ol o gi c al c h ar a ct eristi cs. T h us,

A B

Fi g. 1. S c h e m ati c o v e r vi e w of t h e d at a- d ri v e n c o nt r ol a p p r o a c h. ( A ) C o n-
st r u cti o n of t h e li b r a r y of t r a n s c ri pti o n al r e s p o n s e s t o g e n e p e rt u r b ati o n s i n
t h e l at e nt s p a c e, w hi c h i s d efi n e d a s t h e s u b s p a c e of s el e ct e d ei g e n g e n e s
F ∗ . T h e pi n k a n d t e al a r r o w s i n di c at e t h e e x p e ri m e nt all y m e a s u r e d s hift
i n t r a n s c ri pti o n f r o m a m o c k-t r e at e d st at e t o a p e rt u r b e d st at e (fill e d a n d
e m pt y ci r cl e s, r e s p e cti v el y) i n di ff e r e nt c ell t y p e s ( g r e e n a n d bl u e c ol o r s).
(B ) P e rt u r b ati o n o pti mi z ati o n al g o rit h m, w h e r e t h e g o al i s t o d ri v e t h e i niti al
st at e x S ( o r a n g e fill e d ci r cl e, “ S” f o r st a rti n g) t o t h e t a r g et st at e x A ( o p e n p u r pl e
ci r cl e, “ A” f o r att r a ct o r), w hi c h i s t h e a v e r a g e of t h e i n di vi d u al st at e s of t h e
t a r g et c ell t y p e (fill e d p u r pl e ci r cl e s). T hi s i s a c hi e v e d b y li n e a rl y c o m bi ni n g
t h e t r a n s c ri pti o n al r e s p o n s e s t o st e e r t h e s y st e m t o a st at e ( o p e n t e al ci r cl e)
t h at mi ni mi z e s t h e di st a n c e t o t h e t a r g et. Wit hi n t h e al g o rit h m, p e rt u r b ati o n
r e s p o n s e s a r e a d d e d i n c r e m e nt all y u ntil t h e st at e i s p r e di ct e d t o c r o s s t h e c ell
t y p e b o u n d a r y ( m a r k e d b y t h e p att e r n e d s u rf a c e) a s d et e r mi n e d b y t h e K N N
m o d el. T h e o r d e r i n w hi c h t h e i n c r e m e nt al p e rt u r b ati o n s a r e s el e ct e d wit hi n
t h e al g o rit h m d o e s n ot i m pl y a t e m p o r al o r d e ri n g i n t h e i m pl e m e nt ati o n of
t h e p e rt u r b ati o n s.
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T a bl e 1 . S t a ti s ti c s of t h e G e n e E x p a n d R N A S e q d a t a s e t s

G e n e s, |G D | Ei g e n g e n e s, |F ∗
D | C at e g o r y  P r ofil e s, N D S e ri e s, E D C ell t y p e s, |C D | P e rt u r b ati o n s, |P D |

U n p e rt u r b e d 3, 1 0 3 1 3 6 9 1 0
G e n e E x p 1 7, 5 2 5 4 P e rt u r b e d 5, 7 3 5 3 5 6 3 6 8 2 0 7

R e p r o g r a m m e d 2 9 6 2 4 1 3 1 0

R N A S e q 1 7, 3 6 1 1 0
U n p e rt u r b e d 9, 8 5 1 1 3 6 0

P e rt u r b e d 1, 3 4 8 2 4 2 0 1 3 8

e a c h tr a ns cri pt o mi c m e as ur e m e nt i n t his p artiti o n is i d e nti fi e d
wit h o n e c ell t y p e, i m pl yi n g t h at t h e as p e cts of t h e tr a ns cri pti o n al
st at e ass o ci at e d wit h t his p h e n ot y p e ar e s uf fi ci e ntl y l o n g-li v e d t o
b e c o nsi d er e d st a bl e o v er t h e ti m es c al e of t h e e x p eri m e nt. O ur
K N N m et h o d c a n s u c c essf ull y i nf er c ell t y p e wit h o ut e x pli citl y
r e c o nstr u cti n g t h e r e g ul at or y n et w or k or t h e d y n a mi c al e q u ati o ns
of t h e s yst e m ( SI A p pe n di x , Fi g. S 1). T h e a bilit y of t h e K N N
m o d el t o i nf er t h e b e h a vi or of hi g h- di m e nsi o n al r e g ul at or y
n et w or ks usi n g a l at e nt s p a c e of m u c h l o w er di m e nsi o n wit h o ut
l osi n g t h e r el e v a nt bi ol o gi c al f e at ur es m a y b e i nt er pr et e d as a b y-
pr o d u ct of t h e mi ni m al fr ustr ati o n r e c e ntl y r e c o g niz e d i n t h es e
n et w or ks ( 3 7).

T h e p ert ur b e d p artiti o n als o a p pli es t o b ot h d at as ets a n d
c o nsists of e x p eri m e nt al s eri es, w hi c h ar e s ets of e x p eri m e nts
ass o ci at e d wit h t h e s a m e s eri es- a c c essi o n n u m b er i n t h e G e n e
E x pr essi o n O m ni b us ( G E O) d at a b as e a n d ar e us u all y ass o ci at e d
wit h a si n gl e st u d y or p u bli c ati o n. T h es e s eri es h a v e tr a ns cri p-
ti o n al m e as ur e m e nts of o n e or m or e g e n e k n o c k d o w ns or o v er-
e x pr essi o ns i n a d diti o n t o ass o ci at e d m o c k-tr e at e d e x p eri m e nts.
T h e el e m e nts of t h e s et P D ar e m et a d at a i d e ntif yi n g t h e g e n e
a n d ki n d of p ert ur b ati o n a n d ar e ass o ci at e d wit h a tr a ns cri pti o n al
r es p o ns e t o t h at p ert ur b ati o n. T h e tr a ns cri pti o n al st at es of g e n eti c
p ert ur b ati o ns ar e r e g ar d e d as st e a d y st at es t h at g e n er all y p ersist
o nl y as l o n g as t h e p ert ur b ati o n is i n d u c e d, i m pl yi n g t h at t h e c ell
t y p e r e m ai ns u n c h a n g e d. T h e fi n al tr a ns cri pt o mi c m e as ur e m e nts
of t h es e st at es ar e us u all y t a k e n 2 4 t o 9 6 h aft er t h e i niti ati o n
of t h e i n d u cti o n. T h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns es d eri v e d fr o m
t his p artiti o n ar e c e ntr al t o o ur d at a- dri v e n c o ntr ol a p pr o a c h
d es cri b e d i n t h e n e xt s u bs e cti o n.

T h e r e pr o gr a m m e d p artiti o n i n t h e G e n e E x p d at as et c o nsists
of e x p eri m e nt al s eri es ass o ci at e d wit h c ell r e pr o gr a m mi n g
e x p eri m e nts. Si n c e r e pr o gr a m mi n g is us e d t o r ef er t o s e v er al
pr o c ess es i n t h e lit er at ur e, w e cl arif y t h at i n t h e r e m ai n d er of t h e
p a p er, w e e x cl usi v el y us e t h e t er m r e pr o gr a m mi n g t o r ef er t o
t h e pr o c ess of tr a nsf or mi n g diff er e nti at e d c ells i nt o a pl uri-
p ot e nt st at e (i. e., e m br y o ni c st e m c ell-li k e st at e c a p a bl e of
r e diff er e nti ati n g i nt o a n ot h er c ell li n e a g e). W h e n dis c ussi n g
o ur r es ults, w e us e tr a ns diff er e nti ati o n t o r ef er t o c h a n gi n g t h e
b e h a vi or of a diff er e nti at e d c ell wit h o ut tr a nsiti o ni n g t hr o u g h
a pl uri p ot e nt st at e. C o m p ar e d t o p ert ur b ati o n e x p eri m e nts,
r e pr o gr a m mi n g e x p eri m e nts i n v ol v e m or e e xt e nsi v e p ass a gi n g
a n d s el e cti o n t o r e m o v e n o nr es p o n di n g c ells, a n d t h e r e m ai ni n g
c ells d o n ot g e n er all y r et ur n t o t h eir ori gi n al c ell t y p e w h e n t h e
p ert ur b ati o n is r e m o v e d. T h e r e pr o gr a m mi n g e x p eri m e nts i n
t his p artiti o n s er v e as a v ali d ati o n s et f or o ur a p pr o a c h.

D a t a- D ri v e n C o n t r ol A p p r o a c h. W e n o w d es cri b e h o w w e l e v er-
a g e t h e p artiti o ns of e a c h d at as et t o arri v e at o ur c o ntr ol
a p pr o a c h. S u p pr essi n g t h e d at as et l a b el D , w e r ef er t o t h e
tr a ns cri pti o n al st at e i n t h e f ull g e n e e x pr essi o n s p a c e a n d

ei g e n g e n e s p a c e usi n g pri m e d x = ( x i) ∈ R |G | a n d u n pri m e d

x = ( x i) ∈ R |F ∗ | s y m b ols, r es p e cti v el y. R e visiti n g Fi g. 1A , e a c h

arr o w c orr es p o n ds t o a c ol u m n of t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns e

m atri x, B = ( B 1 , . . . , B |P |) = (B ij) ∈ R |F ∗ | ×|P |, r e pr es e nt e d
i n t h e c o or di n at es F ∗ = {F 1 , . . . , F|F ∗ |}. O ur a p pr o a c h t o
i d e ntif y p ert ur b ati o ns w h os e tr a ns cri pti o n al r es p o ns es f a cilit at e
t h e tr a nsiti o ns b et w e e n c ell t y p es fi n ds t h e s u m of a n i niti al tr a n-
s cri pti o n al st at e x S a n d tr a ns cri pti o n al r es p o ns es (i. e., c ol u m ns
of B s c al e d b y c o ntr ol i n p uts u ) t h at is as cl os e as p ossi bl e t o
t h e t ar g et x A ( Fi g. 1B ). T h e dist a n c e- w ei g ht e d K N N m o d el
K (x ) o p er at es o n tr a ns cri pti o n al st at es t o i nf er t h e pr o b a bilit y
of c ell t y p e m e m b ers hi p a n d assi g ns a tr a ns cri pti o n al st at e t o
t h e m ost pr o b a bl e c ell t y p e — as i n di c at e d b y t h e or a n g e a n d

p ur pl e b a c k gr o u n d. T h e c o ntr ol i n p uts u = ( u j) ∈ R |P | s c al e
t h e arr o ws t o i n di c at e t h e e xt e nt t o w hi c h e a c h p ert ur b ati o n is
a p pli e d. S p e ci fi c all y, u j = 0 m e a ns t h at t h e jt h p ert ur b ati o n is
i n a cti v e, w hil e u j = 1 m e a ns t h at t his p ert ur b ati o n is a cti v e as i n
t h e d at a us e d t o d et er mi n e B j.

T h e c o ntr ol pr o bl e m i n Fi g. 1 B c a n b e fr a m e d as a n
o pti miz ati o n pr o bl e m:

u † = ar g mi n ||K (x S + B u ) − K (x A )||2 , [ 1]

w h er e || · ||2 is t h e E u cli d e a n dist a n c e b et w e e n t h e pr o b a bilit y
v e ct ors t h at ar e o ut p ut b y K . T h e el e m e nt u j pr es cri b es t h e
e xt e nt t o w hi c h t h e jt h p ert ur b ati o n B j is a cti v e. W e c o nsi d er
t hr e e i n cr e asi n gl y r estri cti v e s c e n ari os f or t h e c o ntr ol i n p uts u j:
− ∞ < u j < ∞ , |u j| ≤ 1, a n d 0 ≤ u j ≤ 1. I n t h e first s c e n ari o,
t h e c o ntr ol i n p ut c a n alt er t h e i niti al st at e t o a n y p oi nt o n t h e li n e
x I + B ju j, w hil e i n t h e s e c o n d a n d t hir d s c e n ari os, t h e r a n g e of
a c hi e v a bl e st at es is b o u n d e d b y t h e m a g nit u d e a n d m a g nit u d e a n d
dir e cti o n of t h e m e as ur e d tr a ns cri pti o n al r es p o ns e, r es p e cti v el y.
M or e o v er, s ol uti o ns t o E q. 1 t h at r e q uir e f e w er p ert ur b ati o ns
ar e i n pri n ci pl e e asi er t o i m pl e m e nt e x p eri m e nt all y, s u g g esti n g a
c o nstr ai nt g = ||u ||0 (g n o nz er o el e m e nts i n u ). T h es e c o nstr ai nts
m a k e s ol vi n g E q. 1 e x p e nsi v e d u e t o c al c ul ati n g n u m eri c al
d eri v ati v es of K .

T o f a cilit at e t h e i d e nti fi c ati o n of e x p eri m e nt all y f e asi bl e u ∗ ,
w e a p pr o xi m at e E q. 1 as:

u ∗ = ar g mi n ||x S + B u − x A ||2 . [ 2]

E qs. 1 a n d 2 yi el d t h e s a m e s ol uti o n w h e n e v er t h e n e ar est
n ei g h b or t o x S + B u ∗ is s u bst a nti all y cl os er t h a n t h e k t h- n e ar est
n ei g h b or ( M ateri als a n d Met h o ds ). N ot e t h at t h e a p pr o xi m ati o n
i n E q. 2 h as t h e a d v a nt a g e of tr a nsf or mi n g a n o nli n e ar a n d
n o n c o n v e x o pti miz ati o n i nt o o n e t h at is li n e ar a n d c o n v e x. T his is
a c hi e v e d b y a p pr o xi m ati n g t h e i m p a ct of m ulti pl e p ert ur b ati o ns
as t h eir li n e ar s u m a n d b y a p pr o xi m ati n g diff er e n c es i n K N N-
esti m at e d pr o b a biliti es as diff er e n c es i n tr a ns cri pti o n al st at es.
T h e f or m er a p pr o xi m ati o n i m pli es t h at o ur a p pr o a c h d o es
n ot t e m p or all y or d er t h e c o nstit u e nt p ert ur b ati o ns wit hi n a
c o m bi n ati o n. T h e l att er a p pr o xi m ati o n is c o nsist e nt wit h t h e
o bs er v e d st a bilit y of c ell t y p e st at es, w hi c h g u ar a nt e es t h at s m all

P N A S 2 0 2 4  V ol. 1 2 1  N o. 1 1 e 2 3 1 2 9 4 2 1 2 1 htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 3 1 2 9 4 2 1 2 1 3 of 1 2

Do
wn

lo
ad

ed
 f

ro
m 

ht
tp

s:
//

w
w

w.
pn

as
.o

rg
 b

y 
"

N
O

R
T

H
W

E
S

T
E

R
N 

U
NI

V
E

R
SI

T
Y, 

S
E

RI
A

L
S 

D
E
P

A
R

T
M

E
N

T"
 o

n 
Ju

ne
 1

9, 
20

24
 f

ro
m 
I
P 

ad
dr

es
s 

16
5.

12
4.

16
7.

4.

https://www.pnas.org/lookup/doi/10.1073/pnas.2312942121#supplementary-materials


p ert ur b ati o ns t o t h e o bs er v e d tr a ns cri pti o n al st at es c o n v er g e
t o t h e s a m e attr a ct or b e c a us e ot h er wis e t h e c ell t y p e w o ul d
b e u nst a bl e. Si n c e m e as ur e m e nts of a gi v e n c ell t y p e ar e i n
t h e n ei g h b or h o o d of t h e s a m e attr a ct or, t h e c o n v e x h ull of
t h e m e as ur e m e nts t e n ds t o r esi d e wit hi n t h e c ell t y p e b asi n
of attr a cti o n. E q. 2 c a n als o b e e x pr ess e d as a c o nstr ai n e d
mi x e d-i nt e g er q u a dr ati c pr o gr a m, e n a bli n g us t o t a k e a d v a nt a g e
of s p e ci aliz e d s oft w ar e. O n c e u ∗ is o bt ai n e d, K (x S + B u ∗ ) is
e v al u at e d wit h o ut a p pr o xi m ati o ns t o d et er mi n e w h et h er t h e
t ar g et h as b e e n r e a c h e d.

C o m p a ri s o n wi t h E xi s ti n g A p p r o a c h e s. W e b e n c h m ar k o ur d at a-
dri v e n a p pr o a c h a g ai nst e xisti n g a p pr o a c h es t o i d e ntif y c a n di d at e
r e pr o gr a m mi n g p ert ur b ati o ns usi n g t h e D = G e n e E x p d at as et.
A p pr o a c h es t h at r el y o n n et w or k str u ct ur e or d y n a mi cs ar e
n ot a p pli c a bl e h er e d u e t o t h e l a c k of a m et h o d t o g e n er at e
pr e di ct e d tr a ns cri pti o n al r es p o ns e fr o m a r e c o nstr u cti o n of
t h e g e n e r e g ul at or y n et w or k. T h e r e m ai ni n g a n n ot ati o n- b as e d
a p pr o a c h es s el e ct p ert ur b ati o n c a n di d at es b y c o m pili n g lists
of g e n es t h at ar e si g ni fi c a ntl y diff er e nti all y e x pr ess e d ( D E)
b et w e e n i niti al a n d fi n al st at es ( 2 7 – 2 9). T h es e lists ar e us e d t o
i d e ntif y st atisti c all y e nri c h e d a n n ot ati o ns ( 3 8, 3 9), fr o m w hi c h
diff er e n c es i n p at h w a y r e g ul ati o n a n d/ or tr a ns cri pti o n f a ct or
bi n di n g ar e i nf err e d. A n n ot ati o n- b as e d m et h o ds h a v e s h o w n
pr o mis e i n attri b uti n g c h a n g es t o si n gl e tr a ns cri pti o n f a ct ors,
b ut w e d e m o nstr at e h er e t h at t h e y h a v e li mit e d a bilit y t o pr e di ct
t h e i m p a ct of c o m bi n ati o ns of f a ct ors.

W e e m ul at e t h es e m et h o ds b y assi g ni n g u D E
j = x A

j − x S
j f or

all p ert ur b ati o ns t h at ar e m e as ur e d i n t h e g e n e e x pr essi o n, i. e.,
j ∈ P D ∩ G D . Usi n g d (x S , x A , u ; B ) t o r e pr es e nt t h e E u cli d e a n
dist a n c e o n t h e ri g ht- h a n d si d e of E q. 2 , w e c o m p ar e u D E wit h

o ur m et h o d u O P T = ar g mi n u d (x S , x A , u ; B ) u n d er t h e t hr e e
c o nstr ai nt s c e n ari os d es cri b e d a b o v e. T his is d o n e usi n g t h e
c o ef fi ci e nt of d et er mi n ati o n

R 2 (u ; x S, x A, B ) = 1 − d (x S, x A, u ; B )/ d (x S, x A, 0 ; B ), [ 3]

w h er e R 2 → 1 as x S + B u (t h e s u m of t h e i niti al st at e a n d
p ert ur b ati o n r es p o ns es) a p pr o a c h es t h e t ar g et x A a n d R 2 < 0
if it is f art h er a w a y. F or e a c h x S i n t h e u n p ert ur b e d G e n e E x p

p artiti o n, w e o bt ai n t h e u D E a n d u O P T usi n g t h e m e a n e x pr essi o n
of e a c h c ell t y p e ( diff er e nt fr o m t h at of x S ) as x A . W e t h e n

c al c ul at e E q. 3 f or e a c h u D E a n d u O P T a n d t a k e t h e m e di a n o v er
all st at es i n e a c h i niti al c ell t y p e. Fi g. 2 A a n d B , r es p e cti v el y,
pr es e nt t h es e r es ults as b o x- a n d- w his k er pl ots a cr oss all t ar g et

c ell t y p es f or u D E a n d u O P T . S ur pris e d b y t h e p o or p erf or m a n c e
of t h e a n n ot ati o n- b as e d m et h o ds gi v e n t h eir u bi q uit y i n t h e
lit er at ur e, w e p erf or m e d t h e s a m e a n al ysis f or a si n gl e g e n e i n SI
A p pe n di x , Fi g. S 2, w hi c h s h o ws m u c h b ett er a gr e e m e nt b et w e e n
t h es e m et h o ds a n d o urs. W e i nf er t h at t h e a n n ot ati o n- b as e d
m et h o d t e n ds t o m o v e t h e st at e f art h er a w a y fr o m t h e t ar g et (i. e.,
R 2 < 0) b e c a us e t h e y h a v e n o w a y t o c ali br at e t h e c o ntri b uti o ns
of e a c h i n di vi d u al p ert ur b ati o n i n t h e s u m, si n c e off-t ar g et eff e cts
ar e n ot q u a ntit ati v el y a c c o u nt e d f or. O ur o pti miz ati o n- b as e d
a p pr o a c h, o n t h e ot h er h a n d, e x pli citl y a c c o u nts f or t h es e eff e cts,
a n d as a r es ult, it r e d u c es t h e i niti al tr a ns cri pti o n al diff er e n c e
b y a p pr o xi m at el y 1 0 % ( w h e n c o nstr ai ni n g 0 ≤ u j ≤ 1) t o
2 5 % (i n t h e r e m ai ni n g c as es). T his r e c o v er y is 1 0 t o 2 5 ti m es
l ar g er t h a n t h e fr a cti o n of p ert ur b e d g e n es (|P D |/ |G D | ≈ 0 .0 1),
w hi c h w o ul d b e t h e e x p e ct e d r e c o v er y f or p ert ur b ati o ns t h at ar e
r a n d o ml y g e n er at e d.

W e n e xt i n v esti g at e w h et h er u D E a gr e es q u alit ati v el y wit h

u O P T , d es pit e t h e p o or p erf or m a n c e of t h e f or m er. T his is
q u a nti fi e d usi n g t h e si g n ali g n m e nt m etri c

�휎 ( u D E , u O P T ) =
1

|P D ∩ G D |

|P D ∩ G D |

j= 1

s g n u D E
j s g n u O P T

j , [ 4]

w h er e s g n (x ) is 1 if x > 0, − 1 if x < 0, a n d 0 if x = 0. E q. 4

is dir e ctl y a p pli e d t o u D E a n d u O P T i n t h e first t w o c o nstr ai nt
s c e n ari os (r e d a n d gr e e n i n Fi g. 2), b ut it is a p pli e d t o 2u D E − 1

a n d 2 u O P T − 1 i n t h e 0 ≤ u j ≤ 1 s c e n ari o ( bl u e i n Fi g. 2). T his
tr a nsf or m ati o n e n a bl es all t hr e e s c e n ari os t o h a v e e q u al r a n g es.
Fi g. 2 C s h o ws t h at t h e a n n ot ati o n- b as e d p ert ur b ati o ns f ail t o
a gr e e wit h t h e o pti miz ati o n- b as e d o n es q u alit ati v el y i n t er ms of
t h e p ert ur b ati o n dir e cti o n ( first t w o s c e n ari os) or i d e ntit y (t hir d
s c e n ari o). T o g et h er, t h es e r es ults s h o w t h at o ur a p pr o a c h c a n
i d e ntif y c a n di d at e p ert ur b ati o n c o m bi n ati o ns w h e n a n n ot ati o n-
b as e d a p pr o a c h es c a n n ot.

D a t a- D ri v e n  R e p r o d u c ti o n  of E xi s ti n g  P r o t o c ol s. W e n e xt
v ali d at e o ur a p pr o a c h b y c o n fir mi n g t h at it c a n r e pr o d u c e
e xisti n g r e pr o gr a m mi n g pr ot o c ols. A pr ot o c ol c o nsists of a s et
of p ert ur b ati o ns t h at h a v e b e e n e x p eri m e nt all y o bs er v e d t o dri v e
a diff er e nti at e d c ell t y p e t o a pl uri p ot e nt c ell t y p e. F or t his a n d
all s u bs e q u e nt a n al ys es, w e pr oj e ct t h e d at a o nt o ei g e n g e n es a n d
esti m at e c ell t y p e usi n g t h e K N N m o d els. O ur v ali d ati o n d at as et
c o nt ai ns a s et of 6 3 s u c c essf ul r e pr o gr a m mi n g pr ot o c ols R a n d
2 2 0 ot h er p ert ur b ati o ns ( SI A p pe n di x , Fi g. S 3). W e or d er t h e
s et of all p ert ur b ati o ns Q a c c or di n g t o t h e mi ni m u m dist a n c e
a c hi e v e d b y t h e o pti m al si n gl e- g e n e p ert ur b ati o n u n d er t h e
t hr e e c o nstr ai nt s c e n ari os a v er a g e d a cr oss i niti al-t ar g et p airs. T h e
i niti al st at es x S ar e dr a w n fr o m a fi x e d diff er e nti at e d c ell t y p e a n d
t h e x A ar e dr a w n fr o m a fi x e d pl uri p ot e nt c ell t y p e i n gi v e n G E O
s eri es b el o n gi n g t o r e pr o gr a m m e d p artiti o n of t h e G e n e E x p
d at as et. Usi n g Q t o d e n ot e b e t h e first el e m e nts of t h e s et
of p ert ur b ati o ns, t h e tr u e p ositi v e r at e is |R ∩ Q |/ |R |, a n d
t h e f als e p ositi v e r at e is |Q \ R |/ |Q ∪ Q C |, w h er e \ is t h e s et

diff er e n c e o p er at or a n d Q C d e n ot es t h e s et c o m pl e m e nt. Fi g. 3
pl ots t h e tr u e p ositi v e r at e as a f u n cti o n of t h e f als e p ositi v e r at e
f or ∈ { 1 , . . . , 2 8 3 } (i. e., t h e r e c ei v er o p er at or c h ar a ct eristi c
c ur v es) f or e a c h c o nstr ai nt c as e. As t h e c o nstr ai nts b e c o m e m or e
r estri cti v e, t h e ar e a u n d er t h e c ur v e i n cr e as es. T his tr e n d i n di c at es
t h at t h e r estri cti o n of p ert ur b ati o n str e n gt hs t o e x p eri m e nt all y
r e aliz a bl e v al u es i m pr o v es t h e i d e nti fi c ati o n of vi a bl e r e pr o gr a m-
mi n g str at e gi es. U nli k e i n Fi g. 2 B , i n w hi c h t h e u n c o nstr ai n e d
a n d |u j| ≤ 1 s c e n ari os pr o d u c e d n e arl y i d e nti c al r es ults, t h e
|u j| ≤ 1 a n d 0 ≤ u j ≤ 1 s c e n ari os pr o d u c e br o a dl y si mil ar
r es ults i n Fi g. 3. W e attri b ut e t h e diff er e n c e b et w e e n t h e first t w o
s c e n ari os t o o ur a p pr o a c h’s a bilit y t o q u a ntit ati v el y dis cri mi n at e
b et w e e n c a n di d at e r e pr o gr a m mi n g p ert ur b ati o ns b as e d o n t h e
m a g nit u d e of t h eir tr a ns cri pti o n al r es p o ns e (i. e., ||B j||2 ). I n ot h er
w or ds, w hil e m a n y si n gl e- g e n e p ert ur b ati o ns h a v e t h e p ot e nti al
t o m o v e t h e c ell st at e t o w ar d t h e t ar g et ( pl uri p ot e n c y i n t his
c as e), t h e y h a v e m or e li mit e d i m p a cts o n g e n e e x pr essi o n t h a n
t h e o v er e x pr essi o n of t h e Y a m a n k a f a ct ors ( K L F 4, P O U 5 F 1,
M Y C, S O X 2) ( 2 7). T h e si mil arit y of pr e di cti v e p erf or m a n c e
b et w e e n t h e |u j| ≤ 1 a n d 0 ≤ u j ≤ 1 s c e n ari os s u g g ests t h at t h e
|u j| ≤ 1 c as e c a n b e us ef ul f or h y p ot h esis g e n er ati o n i n s pit e of
t h e e m piri c al o bs er v ati o n t h at t h e i m p a ct of k n o c ki n g d o w n a
g e n e is n ot a n e x a ct a d diti v e i n v ers e of o v er e x pr essi n g o n e ( 4 0).
S p e ci fi c all y, g e n es i m pli c at e d i n t h e |u j| ≤ 1 c as e c orr es p o n d
t o p orti o ns of t h e g e n e r e g ul at or y n et w or k t h at m a y b e t ar g et e d
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A B  C

Fi g. 2. C o m p a ri s o n of a n n ot ati o n- b a s e d m et h o d s, w hi c h d o n ot a c c o u nt f o r o ff-t a r g et e ff e ct s, wit h o u r c o nt r ol a p p r o a c h, w hi c h d o e s. ( A ) B o x- a n d- w hi s k e r
pl ot s of t h e c o e ffi ci e nt of d et e r mi n ati o n ( R 2 ) of t h e p e rt u r b ati o n p r e di ct e d u si n g a n n ot ati o n- b a s e d m et h o d s o v e r all i niti al c ell t y p e s f o r t h e u n c o n st r ai n e d
( r e d), si z e- c o n st r ai n e d ( g r e e n), a n d si g n- c o n st r ai n e d ( bl u e) c o n st r ai nt s c e n a ri o s a p pli e d t o e a c h t a r g et c ell t y p e. F o r e a c h m et h o d, t h e l eft, c e nt e r, a n d ri g ht of
e a c h b o x r e p r e s e nt t h e 2 5t h, 5 0t h ( m e di a n), a n d 7 5t h p e r c e ntil e s of t h e di st ri b uti o n, r e s p e cti v el y; t h e w hi s k e r s m a r k t h e mi ni m u m a n d m a xi m u m, e x cl u di n g
o utli e r s, w hi c h a r e s u p p r e s s e d f o r cl a rit y. ( B ) R e s ult s c o r r e s p o n di n g t o t h o s e i n A f o r o u r c o nt r ol a p p r o a c h. (C ) C o e ffi ci e nt of d et e r mi n ati o n of t h e si g n of t h e
o pti m al u j i n e a c h m et h o d.

b y n e w p ert ur b ati o n e x p eri m e nts t o e v al u at e t h eir utilit y f or
r e pr o gr a m mi n g.

W e als o c o m p ar e o ur a p pr o a c h a g ai nst t h os e of a n e xisti n g
m et h o d, M o grif y ( 2 9). U nli k e o ur a p pr o a c h, M o grif y d o es
n ot t a k e t h e i niti al st at e i nt o a c c o u nt a n d o nl y pr o vi d es a
r a n k e d list of tr a ns cri pti o n f a ct ors, wit h t h e ass u m pti o n t h at

all tr a ns cri pti o n f a ct ors ar e o v er e x pr ess e d. W e c al c ul at e all
si n gl e- g e n e p ert ur b ati o ns t h at f a cilit at e r e pr o gr a m mi n g b et w e e n
t h e 2 1 4 i niti al c ell t y p es i n t h e G e n e E x p d at as et t o t h e 5 4
tiss u es c o nsi d er e d b y M o grif y. Usi n g t h e s et of 7 1 o v erl a p pi n g
tr a ns cri pti o n f a ct ors b et w e e n k n o c k o uts i n t h e G e n e E x p d at as et
a n d t h os e i n M o grif y, w e c o m p ar e t h e s et of tr a ns cri pti o n f a ct ors
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Fi g. 3. R e c ei v e r o p e r at o r c h a r a ct e ri sti c ( R O C) c u r v e s d e m o n st r ati n g t h e
a bilit y of o u r a p p r o a c h t o r e p r o d u c e k n o w n r e p r o g r a m mi n g p r ot o c ol s. T h e
R O C c u r v e s a r e c o n st r u ct e d b y c o m p a ri n g si n gl e- p e rt u r b ati o n st r at e gi e s
i d e ntifi e d b y o u r a p p r o a c h (Q , u p p e r di a g o n al h at c hi n g i n t h e r e ct a n gl e)
r a n k e d i n o r d e r of t h ei r di st a n c e t o t h e t a r g et ( E q. 2 ) a g ai n st 6 3 e x p e ri m e nt all y
c o nfi r m e d r e p r o g r a m mi n g p r ot o c ol s f r o m t h e lit e r at u r e ( R , l o w e r di a g o n al
h at c hi n g i n t h e ci r cl e). T h e si z e s of Q a n d R a n d t h ei r o v e rl a p a r e
c h a r a ct e ri z e d b y t h e t r u e p o siti v e r at e a n d f al s e p o siti v e r at e a s d efi n e d
i n t h e v e rti c al a n d h o ri z o nt al a xi s l a b el s, r e s p e cti v el y. T h e c ol o r- c o d e d c u r v e s
a n d b a c k g r o u n d s c o r r e s p o n d t o t h e m e di a n a n d i nt e r q u a rtil e r a n g e f o r t h e
c o n st r ai nt s i n di c at e d i n t h e l e g e n d, i n cl u di n g t h e m e di a n a r e a u n d e r t h e
c u r v e ( A U C).

pr e di ct e d b y o ur a p pr o a c h wit h t h os e i n t h e t o p 1 % f or t h e
s a m e t ar g et c ell t y p e i n M o grif y. I n all c as es, w e fi n d at l e ast
o n e o v erl a p pi n g tr a ns cri pti o n f a ct or b et w e e n o ur pr e di cti o ns
a n d t h os e of M o grif y. H o w e v er, w e a d diti o n all y i d e ntif y ot h er
tr a ns cri pti o n f a ct ors i n o ur pr e di cti o ns t h at r e pr o gr a m a wi d er
r a n g e of i niti al st at es, d e m o nstr ati n g t h at t a ki n g t h e i niti al
st at e i nt o a c c o u nt c a n g e n er at e m or e st at e-s p e ci fi c a n d br o a dl y
eff e cti v e r e pr o gr a m mi n g str at e gi es.

A n al y si s of P r e di c t e d T r a n s di ff e r e n ti a ti o n T r a n si ti o n s. W e n e xt
a p pl y o ur a p pr o a c h t o t h e G e n e E x p d at as et a n d t h e R N A S e q
d at as et a n d e x a mi n e t h e tr a ns diff er e nti ati o n str at e gi es it g e n er at es
i n e a c h c as e. T h e st at es x S fr o m i niti al c ell t y p e s ar e dr a w n fr o m
t h e u n p ert ur b e d p artiti o n i n e a c h d at as et, w hil e e a c h x A is t h e
m e a n of all st at es i n t h e p artiti o n b el o n gi n g t o a t ar g et c ell t y p e
a = s. C o nstr ai ni n g 0 ≤ u j ≤ 1, w e d et er mi n e t h e s m all est
n u m b er of a p pli e d p ert ur b ati o ns g t h at r e a c h es t h e t ar g et b asi n of
attr a cti o n f or e a c h p air x S , x A . W e cr e at e a tr a ns diff er e nti ati o n
tr a nsiti o n n et w or k fr o m t h es e r es ults, i n w hi c h t h e n o d es ar e c ell
t y p es a n d e d g es i n di c at e t h e tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o ns fr o m
s t o a t h at ar e p ossi bl e wit h g or f e w er g e n es f or m or e t h a n a
fr a cti o n f of t h e p ossi bl e st at es x S i n t h e d at as et. Fi g. 4 s h o ws
t h e siz e of t h e l ar g est str o n gl y c o n n e ct e d c o m p o n e nt ( L S C C)
of e a c h tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o n n et w or k as a f u n cti o n of
g a n d f f or t h e (A ) R N A S e q a n d (B ) G e n e E x p d at as ets. F or
e a c h v al u e of f , t h er e is a n u m b er of a p pli e d p ert ur b ati o ns g f or
w hi c h g → g + 1 r es ults i n a r a pi d i n cr e as e of t h e L S C C siz e,
i n di c ati n g a j u m p fr o m fr a g m e nt e d s u b n et w or ks t o a si n gl e gi a nt
c o m p o n e nt. S u c h a p att er n is c o nsist e nt wit h t h e h y p ot h esis t h at
f e w g e n es ar e n e c ess ar y t o r e pr o gr a m c ells ( 1 4) ( a si mil ar tr e n d
is o bs er v e d f or s m all i n cr e as es i n f f or fi x e d g ). T h e L S C C of
t h e G e n e E x p d at as et, f or e x a m pl e, c o nt ai ns all c ell t y p es f or o nl y
g = 2 a n d f = 0 .5, m e a ni n g t h at it b e c o m es p ossi bl e t o st e er
fr o m o n e c ell t y p e t o a n y ot h er wit h g ≤ 2 g e n es.

W e ill ustr at e t h e tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o n n et w or k
o bt ai n e d at g = 5 a n d f = 0 .5 i n Fi g. 5 (t h e cir cl e d i nst a n c e
i n Fi g. 4A ), w hi c h is o n t h e c us p of b ei n g f ull y c o n n e ct e d.
O ur a p pr o a c h fi n ds t h at m ost tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o ns
o c c ur b et w e e n r el at e d c ell t y p es, i n a c c or d a n c e wit h o bs er v e d
d e v el o p m e nt al p att er ns. C ar di a c, cir c ul at or y, f att y, s ki n, a n d t o
a l ess er e xt e nt, n e ur ol o gi c al a n d di g esti v e tiss u es ill ustr at e t his
p att er n. T h e m ai n e x c e pti o ns t o t his ar e r e pr o d u cti v e or s e cr et or y
tiss u es, w hi c h d o n ot s e e m t o pr ef er e nti all y tr a ns diff er e nti at e
wit hi n t h eir gr o u p.

P r o mi n e n t G e n e s i n T r a n s di ff e r e n ti a ti o n T r a n si ti o n s. I n a d di-
ti o n t o e x a mi ni n g t h e p att er n of tr a nsiti o ns, w e st atisti c all y t est
w h et h er a n y g e n e p ert ur b ati o ns ar e ass o ci at e d wit h r e a c hi n g
p arti c ul ar c ell t y p es. F or e a c h p air, w e t est w h et h er t h e first-
s el e ct e d p ert ur b ati o n fr o m a p arti c ul ar i niti al c ell t y p e t o a
p arti c ul ar t ar g et o c c urs m or e fr e q u e ntl y t h a n w o ul d b e e x p e ct e d
b y c h a n c e. T his e x p e ct ati o n is s et b y t h e a v er a g e of t h e o bs er v e d
fr e q u e n ci es of p ert ur b ati o ns fr o m t h e i niti al c ell t y p e t o all ot h er
t ar g ets. P ert ur b ati o ns wit h fr e q u e n ci es e x c e e di n g t his e x p e ct ati o n
ar e ass o ci at e d wit h e xiti n g t h e i niti al c ell t y p e. C o n v ers el y,
p ert ur b ati o ns wit h fr e q u e n ci es e x c e e di n g t h e a v er a g e fr e q u e n ci es
o bs er v e d f or tr a nsiti o ns i nt o t h e t ar g et c ell t y p e fr o m all i niti al
c ell t y p es ar e ass o ci at e d wit h e nt eri n g t h e t ar g et c ell t y p e ( d et ails
i n M ateri als a n d Met h o ds ).

W e pr es e nt t h es e p ert ur b ati o ns a n d ass o ci at e d c ell t y p es i n
SI A p pe n di x , Fi g. S 4. W hil e f e w p ert ur b ati o ns a p p e ar t o b e
ass o ci at e d wit h s p e ci fi c c ell t y p es, w e fi n d t h at di g esti v e c ell
t y p es s h ar e t h e l o n g n o n- c o di n g R N A (l n c R N A) c hr o m ati n-
ass o ci at e d tr a ns cri pt 1 0 ( C A T 1 0) ( 4 1), S Y N C RI P, S U L T 2 B 1,
a n d B E G AI N k n o c k d o w ns b et w e e n t w o di g esti v e c ell t y p es.
F urt h er m or e, f att y tiss u es s h ar e d t h e d o u bl e k n o c k d o w n of l ysi n e
m et h yltr a nsf er as es M L L 1 ( K M T 2 A) a n d M L L 2 ( K M T 2 D) a n d
art eri al tiss u es s h ar e d t h e l n c R N A LI N C 0 0 9 4 1. T h e pr e v al e n c e
of l n c R N As ass o ci at e d wit h tr a ns diff er e nti ati o n is c o nsist e nt
wit h r e c e nt e x p eri m e nts est a blis hi n g t h e r ol e of t h es e f a ct ors i n

A B

Fi g. 4. P o s si bl e t r a n s di ff e r e nti ati o n t r a n siti o n s a s a f u n cti o n of t h e n u m b e r
of g e n e s p e rt u r b e d a n d t h e f r a cti o n of s u c c e s sf ul t r a n siti o n s. ( A ) L a r g e st
st r o n gl y c o n n e ct e d c o m p o n e nt si z e s of t h e n et w o r k s c r e at e d w h e n i n cl u di n g
a n e d g e f o r e a c h i niti al-t a r g et p ai r i n t h e R N A S e q d at a s et f o r w hi c h at l e a st
a f r a cti o n f of t h e i niti al st at e s ( v e rti c al a xi s) a r e t r a n s di ff e r e nti at e d u si n g
at m o st g p e rt u r b ati o n s ( h o ri z o nt al a xi s). ( B ) C o r r e s p o n di n g r e s ult s f o r t h e
G e n e E x p d at a s et. T h e ci r cl e d c a s e s a r e c o n si d e r e d f u rt h e r i n s u b s e q u e nt
fi g u r e s.
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Fi g. 5. N et w o r k of t r a n siti o n s ( e d g e s) b et w e e n c ell t y p e s ( n o d e s) f o r t h e p a r a m et e r s i n di c at e d b y t h e ci r cl e i n Fi g. 4 A . T h e n o d e s a n d o ut g oi n g e d g e s a r e c ol o r
c o d e d b y ti s s u e t y p e. T h e n o d e si z e i n c r e a s e s wit h t h e t ot al n u m b e r of e d g e s (i. e., t h e s u m of i n c o mi n g a n d o ut g oi n g e d g e s).

d et er mi ni n g c ell f at e ( 4 2). I nt er esti n gl y, t h e k n o c k d o w n of t h e
tr a nsl ati o n i niti ati o n f a ct or eI F 4 A 1, w hi c h h as b e e n s u g g est e d t o
u p-r e g ul at e e x pr essi o n of o n c o g e n es ( 4 3), a p p e ars t o f a cilit at e t h e
d e p art ur e fr o m t h e l o w er-l e g s ki n t o t h e s u pr a p u bi c s ki n, w hi c h
hi g hli g hts t h e p ot e nti al of usi n g g e n e k n o c k d o w ns t o miti g at e
tiss u es t h at h a v e a c c u m ul at e d d a m a g e.

Fi g. 6 di a gr a ms t h e p att er n of tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o ns
i n t h e G e n e E x p d at as et, w hi c h c o nt ai ns a n u m b er of n or m al a n d
c a n c er o us tiss u es. S p e ci fi c all y, w e o bs er v e t h at c a n c er o us st at es
t e n d t o b e r e a c h a bl e fr o m n or m al st at es b y a si n gl e g e n e, b ut
n ot vi c e- v ers a. Of t h e 2 5 n or m al st at es, o nl y 5 li e d o w nstr e a m
of a c a n c er o us c ell t y p e. I n c o ntr ast, 1 2 of 2 9 c a n c er o us c ells ar e
d o w nstr e a m of n or m al c ells. T h es e r es ults ar e c o nsist e nt wit h t h e
o bs er v ati o n t h at c a n c ers t e n d t o aris e s p o nt a n e o usl y b ut r ar el y
r es ol v e s p o nt a n e o usl y. I n SI A p pe n di x , Fi g. S 5, t h e e q ui v al e nt
t o SI A p pe n di x , Fi g. S 4 f or t h e G e n e E x p d at as et, w e fi n d t h at
t h e Y a m a n k a f a ct ors pl a y a c e ntr al r ol e i n tr a ns diff er e nti ati n g b e-
t w e e n c ell t y p es. I n a d diti o n, t h e pr o mi n e n c e of m ulti pl e mi cr o-
R N A ( MI R 3 1 + , MI R 3 4 A− ), m e c h a n otr a ns d u cti o n ( C D H R 2− ,
T W S T 1 + , V E G F C− ), a n d m et a b oli c (I D H 1− , I D H 2− ,
A L D H 1 A 1 − , A L D H 3 A 1− ) g e n e p ert ur b ati o ns is c o nsist e nt wit h
t h e o bs er v e d i nt er pl a y b et w e e n c a n c er pr o gr essi o n, m e c h a n os e n-
siti vit y ( 4 4), a n d m et a b oli c r e pr o gr a m mi n g ( 4 5).

A n al y si s of t h e R e q ui r e d N u m b e r of G e n e P e r t u r b a ti o n s. H a v-
i n g a n al yz e d t h e n et w or ks of tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o ns
u n d er t h e m ost r estri cti v e c as e, w e c o nsi d er t h e i m p a ct of
i n cr e asi n g g a n d r el a xi n g c o nstr ai nts o n u . Fi g. 7 A a n d B
s h o ws t h e fr a cti o n of tr a nsiti o ns p ossi bl e as a f u n cti o n of g
f or t h e t hr e e c o nstr ai nt s c e n ari os. I n t h e R N A S e q ( G e n e E x p)
d at as et, t h e fr a cti o n of tr a nsiti o ns r e q uiri n g o nl y a si n gl e g e n e
i n cr e as es 3. 5-f ol d ( 4. 8-f ol d) w h e n r el a xi n g t h e si g n c o nstr ai nt
a n d 3 8-f ol d ( 9. 6-f ol d) w h e n r el a xi n g all c o nstr ai nts. T h e m or e
dr a m ati c i n cr e as e i n Fi g. 7 A c o m p ar e d t o Fi g. 7 B m a y r e fl e ct
t h e gr e at er pr e cisi o n of t h e R N A S e q d at a, w hi c h is als o r e fl e ct e d
i n t h e l ar g er |F ∗ |. Fi g. 7C s h o ws t h at t h e n u m b er of g e n es
n e e d e d t o tr a ns diff er e nti at e fr o m n or m al t o c a n c er o us st at es is
l ar g er t h a n f or t h e r e v ers e f or t h e c o nstr ai nts 0 ≤ u j ≤ 1 i n
G e n e E x p d at as et, q u a ntif yi n g t h e p att er n ill ustr at e d i n Fi g. 6.
T h es e fi n di n gs d e m o nstr at e t h at o ur c o ntr ol a p pr o a c h c a n n ot
o nl y pr e di ct c a n di d at e g e n es b ut als o off er a fr a m e w or k f or
i nt er pr eti n g t h e r el ati v e st a bilit y of c ell t y p es o n t h e b asis of
t h eir g e n e e x pr essi o n. I n d e e d, st a bilit y c a n b e c h ar a ct eriz e d b y
t h e n u m b er g e n es t h at n e e d t o b e p ert ur b e d t o r e a c h or t o l e a v e
a gi v e n c ell st at e, f or gi n g a c o n n e cti o n wit h st u di es of c ell t y p e
st a bilit y i n t h e c o nt e xt of B o ol e a n r e c o nstr u cti o ns of r e g ul at or y
n et w or ks ( 4 6).
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Fi g. 6. N et w o r k of t r a n siti o n s ( e d g e s) b et w e e n c ell t y p e s ( n o d e s) f o r t h e p a r a m et e r s i n di c at e d b y t h e ci r cl e i n Fi g. 4 B . T h e n u m b e r of u p st r e a m c ell t y p e s f o r a
gi v e n n o d e i n c r e a s e s f r o m l eft t o ri g ht, s o t h at n o d e s wit h z e r o i n c o mi n g e d g e s a p p e a r o n t h e l eft. T h e n o d e si z e i n c r e a s e s wit h t h e n u m b e r of i n c o mi n g e d g e s
a n d t h e n o d e c ol o r e n c o d e s n o r m al (t e al) a n d c a n c e r o u s ( o r a n g e) c ell t y p e s.

Di s c u s si o n

T h e r es ults s h o w t h at o ur c o ntr ol a p pr o a c h off ers a d v a nt a g es
o v er b ot h a n n ot ati o n- b as e d a p pr o a c h es a n d n et w or k- b as e d a p-
pr o a c h es b e c a us e it i m pr o v es t h e q u a ntit ati v e pr e di cti v e p o w er
of t h e f or m er a n d r e d u c es t h e eff ort r e q uir e d b y t h e l att er t o
a d a pt t o n e w s yst e ms. I n p arti c ul ar, t h e a p pr o a c h h as t h e a bilit y
t o cir c u m v e nt t h e pr o bl e m of c o m bi n at ori al e x pl osi o n i n t h e
n u m b er of m ulti-t ar g et i nt er v e nti o ns. T his is a c hi e v e d b y usi n g

t h e tr a ns cri pti o n al diff er e n c e b et w e e n st at es t o c o m p ut ati o n all y
tri a g e t h e c o m bi n ati o ns of si n gl e-t ar g et p ert ur b ati o ns t h at ar e
b est s uit e d t o a c hi e v e a p arti c ul ar bi ol o gi c al g o al, w h et h er t h at b e
i n d u ci n g m ulti p ot e n c y a n d pl uri p ot e n c y i n diff er e nti at e d tiss u es,
dri vi n g tr a nsiti o ns b et w e e n diff er e nti at e d c ell t y p es, or miti g ati n g
t h e pr o gr essi o n of c a n c er.

T h e a p pr o a c h m a k es t w o c e ntr al ass u m pti o ns: i) T h e tr a n-
s cri pti o n al st at e is t h e m ai n d et er mi n a nt of c ell b e h a vi or, a n d ii)
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A

B

C

Fi g. 7. C o m p a ri s o n of t r a n s di ff e r e nti ati o n t r a n siti o n s b a s e d o n t h e n u m b e r
of g e n e s r e q ui r e d. ( A ) C ol o r- c o d e d f r a cti o n of di r e ct e d c ell t y p e p ai r s i n t h e
R N A S e q d at a s et t h at a r e a bl e t o b e t r a n s di ff e r e nti at e d a s a f u n cti o n of t h e
n u m b e r of g e n e s p e rt u r b e d f o r all t h r e e c o n st r ai nt s c e n a ri o s. ( B ) S a m e a s (A )
b ut f o r t h e G e n e E x p d at a s et. ( C ) N u m b e r of g e n e s r e q ui r e d f o r t r a n siti o n s
a s a f u n cti o n of t h e c ell t y p e cl a s s of t h e i niti al st at e ( r o w s) a n d t a r g et st at e
( c ol u m n s) f o r t h e si z e- a n d- si g n c o n st r ai n e d c a s e i n (B ).

t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o p ert ur b ati o ns a d d a p pr o xi m at el y
li n e arl y t o t h e tr a ns cri pti o n al st at e. A n i m p ort a nt q u alit y of t h e
r es ulti n g m o d el is t h at it c a n b e tr ai n e d o n si n gl e- p ert ur b ati o n
tr a ns cri pti o n al d at a, w hi c h f a cilit at es c o n v er g e n c e d u e t o its
a b u n d a n c e a n d c o v er a g e of t h e s p a c e of p ot e nti al p ert ur b ati o ns.
S u p p ort f or (i) f oll o ws fr o m o ur d e m o nstr ati o n t h at it is
p ossi bl e t o c o nstr u ct a n a c c ur at e m a p pi n g fr o m tr a ns cri pti o n
t o c ell b e h a vi or (SI A p pe n di x , Fi g. S 1). Si n c e t h e a p pr o a c h is
b as e d o n g e n o m e- wi d e d at a, it n e c ess aril y r eli es o n d estr u cti v e
m e as ur e m e nts ( 4 7). T his f a ct i m p os es a tr a d e off b et w e e n t h e
d e pt h a n d ti m e-r es ol uti o n of t h e d at a r e q uir e d f or a n y m a c hi n e
l e ar ni n g m et h o d a n d m oti v at es o ur f o c us o n l o n g-t er m d y n a mi cs.

C o n c er ni n g ass u m pti o n (ii), o ur a p pr o a c h als o s er v es as a
st arti n g p oi nt t o i n v esti g at e t h e r ol e of n o nli n e arit y at t h e s c al e
of t h e w h ol e c ell, si n c e it e v al u at es a li n e ar a p pr o xi m ati o n of
k n o w n r es p o ns es, a n d t h us str o n g d e vi ati o ns fr o m it w o ul d b e
e vi d e n c e t h at n o nli n e ar m e c h a nis ms ar e at w or k. C o m p aris o n
of o ur a p pr o a c h wit h d e e p l e ar ni n g m o d els b as e d o n v ari ati o n al
a ut o e n c o d ers ( V A Es) ( 4 8, 4 9) r e v e als t h at b ot h off er c o m p ar a bl e
esti m at es of t h e m e a n e x pr essi o n of t h e fi n al tr a ns cri pti o n al st at e
aft er a p pli c ati o n of a p ert ur b ati o n ( SI A p pe n di x , T a bl e S 1). T his
si mil arit y i n p erf or m a n c e is s ur prisi n g gi v e n t h at V A Es c a n i n
pri n ci pl e l e ar n n o nli n e ar b e h a vi or. O n e i nt er pr et ati o n of t his
r es ult is t h at c ells ar e or g a niz e d i nt o m ostl y i n d e p e n d e nt m o d ul es
w h os e r es p o ns es t o dis p ar at e p ert ur b ati o ns ar e i n d e p e n d e nt a n d
t h us c o m bi n e m ostl y li n e arl y as pr o p os e d f or E. c oli ( 5 0). I n d e e d,
t h e pr e v al e n c e of p air wis e n o nli n e ar i nt er a cti o ns as i n di c at e d b y
st atisti c all y si g ni fi c a nt e pist asis is a b o ut 7 % i n E. c oli ( 5 1) a n d
4 % i n S. cere visi ae ( 5 2), wit h m ost i nt er a cti o ns or g a niz e d b y t h eir
g e n es’ f u n cti o n al m o d ul es ( 5 3). If t h es e tr e n ds a p pl y t o h u m a n

c ells, it c o ul d e x pl ai n t h e li mit e d a m o u nt of n o nli n e arit y s e e n i n
pr e vi o us a p pli c ati o ns of V A Es ( 4 8, 4 9). M or e o v er, n o nli n e arit y
is e x p e ct e d t o b e l ess pr o n o u n c e d i n b ul k a v er a g es o v er m a n y
c ells t h a n i n t h e p h e n ot y p e of i n di vi d u al c ells.

B ul k tr a ns cri pt o mi c d at a h a v e t h e a d v a nt a g es t h at r ar e tr a n-
s cri pts c a n b e d et e ct e d a n d t h at hist ol o gi c al a n d m or p h ol o gi c al
o bs er v ati o ns c a n b e us e d t o s u p er vis e t h e l e ar ni n g of c ell
t y p e fr o m tr a ns cri pti o n al d at a. W hil e t his li mits t h e a bilit y
t o d et e ct si n gl e- c ell h et er o g e n eit y ( 4 7), w e hi g hli g ht p ot e nti al
a p pli c ati o ns of t h e a p pr o a c h t h at mi ni miz e or a c c o u nt f or t h e
i m p a ct of c ell h et er o g e n eit y. I n p arti c ul ar, t h e a p pr o a c h is
s uit a bl e f or i d e ntif yi n g c a n di d at e g e n e p ert ur b ati o ns t o s u bstit ut e
f or p ot e nti all y o n c o g e ni c tr a ns g e n es w h e n cr e ati n g n aï v e st e m
c ells ( 5 4, 5 5). It c a n als o b e r el e v a nt f or t h e m a n a g e m e nt of
dis e as es i n w hi c h h e alt h y tiss u es c a n b e tr e at e d wit h g e n e a n d/ or
dr u g p ert ur b ati o ns i n e x vi v o c ult ur e b ef or e a ut ol o g o us r e-
tr a ns pl a nt ati o n ( 7). T h e i nt er v e nti o ns d esi g n e d b y t h e a p pr o a c h
n e e d n ot b e p er m a n e nt if t h e t ar g et c ell st at e is st a bl e, a n d
t h e y n e e d n ot b e a p pli e d t o all c ells if t h e m o di fi e d c ells c a n
b e s el e ct e d t o o ut- c o m p et e u n m o di fi e d o n es ( 8). M or e o v er,
t h e a p pr o a c h c a n b e t ail or e d t o pr e cisi o n m e di ci n e a p pli c ati o ns
b y i n c or p or ati n g tr a ns cri pti o n al d at a fr o m i n di vi d u al p ati e nts’
h e alt h y a n d dis e as e d tiss u es t o i d e ntif y tr e at m e nts t h at a c c o u nt
f or diff er e n c es b et w e e n i n di vi d u als. T h es e e x a m pl es ill ustr at e t h e
p ot e nti al of t h e a p pr o a c h t o c o m p ut ati o n all y s cr e e n f or eff e cti v e
r e g e n er ati v e t h er a pi es ( 5 6).

Fi n all y, w e n ot e t h at t h e a p pr o a c h c a n r e a dil y i n c or p or at e
f ort h c o mi n g tr a ns cri pt o mi c d at a, b e a p pli e d t o m o d aliti es ot h er
t h a n tr a ns cri pti o n al, a n d t a k e a d v a nt a g e of r a pi dl y a d v a n ci n g
i n n o v ati o ns i n m a c hi n e l e ar ni n g. T h e al g orit h ms ar e d esi g n e d
t o i n c or p or at e n e w tr a ns cri pt o mi c d at a wit h o ut r e c al c ul ati n g t h e
l at e nt s p a c e, w hi c h e n a bl es t h e m t o c a pit aliz e o n t h e e x p o n e n-
ti all y i n cr e asi n g a b u n d a n c e of s e q u e n ci n g d at a ( 5 7, 5 8) — a n ot h er
a d v a nt a g e o v er k n o wl e d g e- b as e d c o ntr ol a p pr o a c h es t h at r e q uir e
a s p e ci fi c d y n a mi c al m o d el. T h e v ers atilit y of t h e a p pr o a c h wit h
r es p e ct t o d at a m o d aliti es is i m p ort a nt b e c a us e r e c e nt r es e ar c h
s h o ws t h e eff e cti v e n ess of d at a o n c o m pl e m e nt ar y attri b ut es
of c ell st at e, s u c h as c hr o m ati n a c c essi bilit y, i n i d e ntif yi n g k e y
tr a ns cri pti o n f a ct ors f or r e pr o gr a m mi n g ( 5 9). I n p arti c ul ar, t h e
a p pr o a c h is a m e n a bl e t o t h e i n c or p or ati o n of d e e p tr a nsf er
l e ar ni n g ( 6 0), i n w hi c h d e e p n e ur al n et w or ks c o ul d b e us e d t o
tr a nsf er k n o wl e d g e a cr oss d at a m o d aliti es. Gi v e n its m a n y us es
a n d p ossi bl e e xt e nsi o ns, o ur a p pr o a c h h as t h e p ot e nti al t o b e c o m e
a st a n d ar d t o ol t o tr a nsl at e bi oi nf or m ati c d at a i nt o bi o m e di c al
a p pli c ati o ns.

M a t e ri al s a n d M e t h o d s

A c q ui si ti o n of t h e T r ai ni n g D a t a. T h e s u m m ary st atistics f or e ac h d at as et
w h os e ac q uisiti o n d escri b e d b el o w ar e pr ovi d e d i n Fi g. 1. T h e R N A S e q d at as et
c o nsists of i) u n p ert ur b e d c ell ty p e d at a a n d ii) g e n e p ert ur b ati o n d at a. P art
(i) w as o bt ai n e d fr o m t h e GT Ex c o ns orti u m htt ps:// w w w. gt ex p ort al. or g/ h o m e/
( acc ess d at e: 0 9/ 2 4/ 2 0 1 9), w hil e p art (ii) w as c ur at e d by s e arc hi n g Bi o Pr oj ects
fr o m t h e S e q u e nci n g R e a d Arc hiv e ( S R A) ( 5 7) usi n g t h e s e arc h t er ms “cris pri”
a n d “ k n oc k d o w n” a n d r et ai ni n g t h e t o p 4 0 l ar g est pr oj ects (i n t er ms of n u m b er
of s e q u e nci n g r u ns). S p eci fic d et ails r e g ar di n g e ac h pr o fil e i n t his d at as et,
i ncl u di n g t h e acc essi o n n u m b ers, ar e pr ovi d e d i n D at as et S 1 .

W e c o nstr uct e d t h e G e n e Ex p d at as et usi n g h u m a n g e n e ex pr essi o n d at a
fr o m t h e G E O r e p osit ory ( 5 8), r estricti n g t o t h e m ost c o m m o n pl atf or m,
Affy m etrix H G- U 1 3 3 + 2 micr o arr ay ( pl atf or m acc essi o n: G PL 5 7 0), t o f acilit at e
t h e c o m p aris o n of tr a nscri pt o mic d at a fr o m diff er e nt G E O S eri es of Ex p eri m e nts
( G S Es). T h e G e n e Ex p d at as et c o m pris es t hr e e p arts: i) u n p ert ur b e d c ell ty p e
d at a t o tr ai n t h e K N N cl assi fi er, ii) g e n e p ert ur b ati o n d at a t o c h ar act eriz e
t h e c orr es p o n di n g tr a nscri pti o n al r es p o ns e, a n d iii) c ell r e pr o gr a m mi n g d at a

P N A S 2 0 2 4  V ol. 1 2 1  N o. 1 1 e 2 3 1 2 9 4 2 1 2 1 htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 3 1 2 9 4 2 1 2 1 9 of 1 2
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us e d t o v ali d at e o ur m et h o d. W e o bt ai n e d p art (i) by s e arc hi n g G E O f or t h e
n a m es of t h e N CI- 6 0 c ell li n es a n d o bt ai ni n g t h e r el ev a nt d at a fr o m t h e G S Es,
w hil e s u p pl e m e nti n g t his wit h d at a fr o m t h e C a nc er C ell Li n e E ncycl o p e di a
( G S E 3 6 1 3 9)( 6 1) a n dt h e H u m a n B o dyI n d ex( G S E 7 3 0 7)t o g ai n a r e pr es e nt ati o n
of n or m al a n d c a nc er o us c ells. W e c ur at e d p art (ii) by q u eryi n g G E O f or
“ ov er ex pr essi o n,” “ k n oc k d o w n,” a n d “ R N A-i nt erf er e nc e” f oll o w e d by s el ecti n g
G S Est h at m e as ur e d g e n e p ert ur b ati o ns. Fi n ally, p art(iii) w asf o u n d by s e arc hi n g
f or “r e pr o gr a m mi n g,” yi el di n g 5 2 diff er e nt pr ot oc ols t o d e- diff er e nti at e c ells
t o w ar d a pl uri p ot e nt st at e acr oss 1 8 diff er e nt G S Es. S p eci fic d et ails r el ati n g t o
e ac h ex pr essi o n pr o fil ei nt his d at as et,i ncl u di n gt h er el ev a nt acc essi o n n u m b ers,
ar e pr ovi d e d i n D at as et S 2 .

P r o c e s si n g of t h e E x p r e s si o n a n d S e q u e n ci n g D a t a. W e p erf or m e d b atc h
c orr ecti o n o n t h e g e n e ex pr essi o n d at a usi n g c ov ari at es b as e d o n ex p eri m e nt al
s eri es, c ell li n e, a n d ex p eri m e nt al tr e at m e nt t o r e m ov e syst e m atic v ari ati o n
b et w e e n s eri es( 6 2), as d escri b e di nr ef. 3 6. T h e d at a a n d c ov ari at es ar e d escri b e d
i n D at as et S 1 f or t h e R N A S e q d at a a n d D at as et S 2 f or t h e g e n e ex pr essi o n d at a.
W e us e d a c ust o m C hi p D e fi niti o n Fil e ( C D F) t h at b est m a ps t h e pr o b es t o
t h e g e n es ( 6 3). F or t h e R N A S e q d at a, w e us e d t h e E ns e m bl g e n e i d e nti fi ers
(v ersi o n: G R C h 3 8. p 1 3) f or pr ot ei n-c o di n g g e n es t h at ov erl a p p e d wit h t h os e i n
t h e G e n e Ex p d at as et.

D efi ni n g P e r t u r b a ti o n R e s p o n s e s. T o f acilit at e disc ussi o n of t h e c alc ul ati o n
of t h e c ell ul ar r es p o ns e t o p ert ur b ati o ns, l et X ij b e t h e d at a m atrix of g e n e

ex pr essi o n or tr a nscri pt m e as ur e m e nts, w h er e i ∈ { 1 ,. . . ,|G |} is a n i n d ex
ov er g e n es, a n d j ∈ { 1 ,. . . , N} is a n i n d ex ov er ex p eri m e nts. T h e d at as et
l a b el D is s u p pr ess e d t o si m plify n ot ati o n. L et k b e a n i n d ex ov er G S Es, l et
m b e a n i n d ex ov er c ell ty p es a n d c ult ur e c o n diti o ns, l et p b e a n i n d ex ov er
p ert ur b ati o n c o n diti o ns, a n d l et �휎 b e t h e ti m e t h e s a m pl e w as c oll ect e d. T h e n,
R ( k, m, p, �휏 ) ⊂ { 1 ,. . . , N} is t h e s et of c ol u m ns t h at s h ar es t h es e ex p eri m e nt al

c o n diti o ns, a n d w e will r ef er t o t h e s u b m atrix t h at s h ar es t h es e c ov ari at es usi n g
X ( k, m, p, �휏 ) . T h e d at a will b e av er a g e d ov er t h es e ex p eri m e nt al c ov ari at es i n t h e

f oll o wi n g f o ur st e ps:

1. Av er a g e t h e ex pr essi o n ov er r e plic at es,

X̄ ( k, m, p, �휏 ) =

j∈ R ( k, m, p, �휏 )

X ( k, m, p, �휏 ) |R ( k, m, p, �휏 ) |. [5 ]

2. Av er a g e ov er ti m e p oi nts,

X̄ ( k, m, p ) =

�휏 ∈ T ( k, m, p )

�휏 X̄ ( k, m, p, �휏 )
�휏 ∈ T ( k, m, p )

�휏 , [6 ]

w h er e T ( k, m, p ) is t h e s et of ti m e p oi nts f or t h e ex p eri m e nt al c o n diti o ns

i n dic at e d by ( k, m, p ) .
3. R estricti n g t o g e n etic p ert ur b ati o ns p ∈ P a n d t h eir c o ntr ols 0, c alc ul at e

diff er e nc es
B̄ ( k, m, p ) = X̄ ( k, m, p ) − X̄ ( k, m, 0 ) . [7 ]

4. Av er a g e ov er G S Es, c ell ty p es, a n d c ult ur e c o n diti o ns,

B = B ( p ) =

q ∈ P

B̄ ( k, m, p ) �훿 p q

q ∈ P

�훿 p q , [8 ]

w h er e ∈ { 1 ,. . . ,|P |}is a ni n d ex ov er p ert ur b ati o ns a n d�훿 ist h e Kr o n ec k er
d elt a.

E q. 6 w ei g hts l at er ti m e- p oi nts m or e h e avily s o as t o b ett er esti m at e t h e l o n g-
t er m r es p o ns et ot h e g e n e p ert ur b ati o n. T h e r es p o ns es B ar eli k elyt o b e c a us al,
b ec a us e t h ey ar e t h e o utc o m e of a c o ntr oll e d ex p eri m e nt, r at h er t h a n m er ely
c orr el ativ e.

A p p r o xi m a ti n g K wi t h T r a n s c ri p ti o n al Di s t a n c e. O ur g o al is t o fi n d t h e

o pti m al p ert ur b ati o ns u t h at st e er fr o m t h ei niti al st at e x S b el o n gi n g t o c ell ty p e

s t o t h e t ar g et st at e x A b el o n gi n g t o c ell ty p e a , as st at e d i n E q. 1 . W e r ec all

t h at K is t h e K N N m a p pi n g fr o m tr a nscri pti o n al st at es t o c ell ty p es, a n d w e h av e
s u p pr ess e d t h e d at as et l a b els t o si m plify n ot ati o n. Dir ect s ol uti o n of E q. 1 is
c h all e n gi n g b ec a us e K is p o orly b e h av e d f ar fr o m t h e d at a us e d t o tr ai n it ( as
disc uss e d b el o w), m a ki n g m et h o ds b as e d o n n u m eric al d eriv ativ es t o o sl o w t o
e m pl oy d u e t o t h e c o m p ut ati o n al ex p e ns e of ev al u ati n g K . H er e, w e s h o w t h at
E q. 2 is a n a p pr o pri at e a p pr oxi m ati o n of E q.1 u n d ert h e c o n diti o nt h at d k d 1 ,
w h er e d k a n d d 1 ar et h e dist a nc est ot h e k t h- n e ar est a n d n e ar est n ei g h b ori nt h e

tr ai ni n g d at a t o a t est p oi nt, r es p ectiv ely. L et B �휀 ( x A ) b e a b all of r a di us �휀 > 0

c e nt er e d at x A a n d d e fi n e P ( B �휀 ( x A ) ) t o b et h e pr o b a bilityt h at ar g m ax K ( x̆ A ) =

ar g m ax K ( x A ) ov er all x̆ A ∈ B �휀 ( x A ) . T h e n, li m�휀 → 0 P ( B �휀 ( x A ) ) = 1 b ec a us e
i n t his n ei g h b or h o o d, t h e m a g nit u d e of t h e p ossi bl e disc o nti n uity i n K (c a us e d

by t h e c h a n g e i n t h e k t h n ei g h b or) is �휀 d − 1
k

/ 1 + �휀 k
i= 2 d − 1

i , w hic h

v a nis h es i n t his li mit. As a r es ult, b ot h E qs. 1 a n d 2 pr ovi d e t h e s a m e a ns w er
at i n fi nit esi m al dist a nc es. T o ext e n d t his a p pr oxi m ati o n t o fi nit e dist a nc es, w e
n ot e t h at (i) t h e m et h o d us e d t o s el ect ei g e n g e n es e ns ur es t h at p oi nts wit hi n

t h e c o nv ex h ull of t h e H = x A | K ( x A ) = �훿 j a b el o n g t o t ar g et c ell ty p e a

wit h a hi g h pr o b a bility ( 3 6) a n d (ii) t h e t ar g et st at es w e c o nsi d er ar e av er a g es

of all ex pr essi o n pr o fil es of t ar g et c ell ty p e a , x̄ A , w hic h is c o nt ai n e d wit hi n t h e
c o nv ex h ull. T h us, t h er e is a fi nit e dist a nc e d H t o t h e n e ar est b o u n d ary of t h e

h ull f or w hic h P ( B d H
( x̄ A ) ) ≈ 1.

C al c ul a ti n g T r a n s di ff e r e n ti a ti o n T r a n si ti o n s. T h e s ol uti o n of E q. 2 is
u n d er d et er mi n e d if t h e n u m b er of c o ntr ol i n p uts |B D | is l ess t h a n t h e n u m b er
of f e at ur es |F D |. I n t h e u n d er d et er mi n e d c as e, if t h e c o ntr ol v ari a bl es ar e
u nc o nstr ai n e d, E q. 2 is s olv a bl e by usi n g t h e M o or e– P e nr os e ps e u d oi nv ers e
of B . If |B D | > |F D |, w e i m p os e t h at t h e 2 n or m of t h e s ol uti o n ||u ||2 is
mi ni miz e d t o o bt ai n a u ni q u e s ol uti o n. T h e c o nstr ai n e d pr o bl e ms r e d uc e t o t h e
f oll o wi n g pr o gr a m

ar g mi n
u

d ( x S ,x A ,u ; B ) ,

s. t. L ≤ u ≤ 1 ,
[9 ]

w h er e L = − 1 f or t h e siz e-c o nstr ai n e d c as e a n d L = 0 f or t h e siz e- a n d-si g n-
c o nstr ai n e d c as e, w hic h is s olv e d usi n g I B M IL O G C PL E X ( 1 2. 1 0. 0. 0).

Li mi ti n g t h e N u m b e r of G e n e s P e r t u r b e d. Si nc e it is ex p eri m e nt ally
i nf e asi bl e t o t ar g et m or e t h a n a f e w g e n es si m ult a n e o usly, w e e m pl oy a
f or w ar d s el ecti o n a p pr o ac h t o c o nstr uct t h e p ert ur b ati o ns. L et V 1 = {{j}, j ∈
{1 ,. . . ,|B D |}} b e t h e s et of all si n gl e- g e n e p ert ur b ati o ns. Usi n g u ∗

v 1
t o d e n ot e

t h e i n p ut t h at mi ni miz es d f or t h e tr a nscri pti o n al r es p o ns e of c ol u m n m atrix

B v 1 , w e c o m p ut e E q. 2 by ev al u ati n g d ( x S ,x A , u∗v 1
; B v 1 ) f or e ac h v1 ∈ V 1 ,

a n d i d e ntify t h e c ol u m n f or w hic h d is mi ni miz e d, v ∗
1
. W e pr oc e e d it er ativ ely by

c o nstr ucti n g t h e s et of all g - g e n e p ert ur b ati o ns t h at i ncl u d e t h e b est g – 1- g e n e
p ert ur b ati o n, d e n ot e d V g = {v ∗

g − 1
∪ { j}, j ∈ { 1 ,. . . ,|B D |} \v ∗

g − 1
}. W e

a g ai n ev al u at e d ( x S ,x A ,u ∗
v g

; B v g ) f or all el e m e nts vg ∈ V g a n d i d e ntify t h e

el e m e nt v ∗
g t h at mi ni miz es d . W e n ot e t h at u ∗

v g
is n o w a v ect or ( as i n dic at e d by

t h e b ol d ty p ef ac e) of c o ntr ol el e m e nts ass oci at e d wit h vg , w hic h c orr es p o n ds t o
t h e i n p ut v al u es t h at mi ni miz e d . Acc or di n gly, B v g is a m atrix giv e n by t h e g

c ol u m ns of t h e tr a nscri pti o n al r es p o ns e m atrix ass oci at e d wit h t h e el e m e nts of
vg . W e c o nti n u et his pr oc ess,i ncr e m e nti n gg u ntilt h et ar g et c ellty p eis r e ac h e d,

i. e., ar g m ax K ( x S + B v ∗
g
u ∗
v ∗
g
) = ar g m ax K ( x A ) .

I d e n tif yi n g Si g nifi c a n t G e n e s. W e i d e ntify si g ni fic a ntly ov err e pr es e nt e d
g e n es by c o m p ari n g t h e fr e q u e ncy of a g e n e’s p artici p ati o n i n a s p eci fic
tr a ns diff er e nti ati o n tr a nsiti o n wit hits fr e q u e ncy acr oss all tr a nsiti o ns f or a giv e n
i niti al c ell ty p e s or t ar g et c ell ty p e a . F or t h e R N A S e q d at as et, l et N a n d |C |
b e t h e n u m b ers of st at es a n d c ell ty p es i n t h e u n p ert ur b e d p artiti o n, c o nsi d er

s et of o pti m al c o ntr ol i n p uts u ( j) , w h er e j ∈ { 1 ,. . . ,N ( |C | − 1 ) }, t h at ar e
o bt ai n e d f or all p airs of i niti al st at es t o all t ar g et c ell ty p es i n t his p artiti o n. T h e
f u ncti o ns I( j) a n d T ( j) m a p t h e i n d ex j t o t h e i niti al c ell ty p e a n d t ar g et c ell
ty p e, r es p ectiv ely. F urt h er m or e, t h e n u m b er of s ol uti o ns u ass oci at e d wit h e ac h

1 0 of 1 2 htt p s:// d oi. o r g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 2 3 1 2 9 4 2 1 2 1 p n a s. o r g
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i niti al c ell ty p e is H ( s) =
N ( |C | −1 )
j= 1

�휎 I( j) ,s, t h e n u m b er ass oci at e d wit h e ac h

t ar g et c ell ty p e is H ( a ) =
N ( |C | −1 )
j= 1

�휏 T ( j) , a, a n d t h e n u m b er ass oci at e d wit h

e ac h p air of c ell ty p es is H ( s, a) =
N ( |C | −1 )
j= 1

�휏 I( j) ,s�휏 T ( j) , a.

T h e n, t h e av er a g e i n p uts ar e

ū ( s, a) =
1

H ( s, a)

N ( |C | −1 )

j= 1

u ( j) �휏 I( j) ,s�휏 T ( j) , a [1 0 ]

f or e ac h p air of i niti al c ell ty p es s a n d t ar g et c ell ty p es a . T h e g e n e m ost

str o n gly ass oci at e d wit h e ac h tr a nsiti o n is v ( s, a) = ar g m ax i ū
( s, a)
i , w h er e

i ∈ { 1 ,. . . ,|P |}. D e fi ni n g e ( i) = e i ( i) = �휏 i,i | i ∈ { 1 ,. . . ,|P |}
t o b e t h e u nit (i. e., o n e- h ot) v ect or ass oci at e d wit h t h e it h p ert ur b ati o n,
w e d et er mi n e t h e g e n es m ost str o n gly ass oci at e d wit h e ac h i niti al c ell

ty p e a n d t ar g et c ell ty p e as v ( s) = a = s e ( v ( s, a ) ) / ( |C | − 1 ) a n d

v ( a ) = s = a e ( v ( s , a) ) / ( |C | − 1 ) , r es p ectiv ely. Fr o m v ( s) , w e d et er mi n e

t h e pr o b a bility t h at t h e o bs erv e d n u m b er of occ urr e nc es h ( a ) of e ac h

p ert ur b ati o n wit hi n H ( a ) st at es a m o n g a t ar g et c ell ty p e a exc e e ds t h e
m ulti n o mi al distri b uti o n n ull hy p ot h esis

P ( X ≥ h ( a ) ) =

H ( a )

n = h ( a )

|P |

{n }

C

s= a

H ( s, a)

n
v
( s)

n

, [1 1 ]

w h er e t h e mi d dl e s u m is t a k e n ov er all c o m bi n ati o ns {n } s uc h t h at
|P |
= 1

n = n . Exc h a n gi n g s ↔ a i n E q. 1 1 yi el ds t h e pr o b a bility t h at t h e

n u m b er of occ urr e nc es of a p ert ur b ati o n a m o n g a ni niti al c ellty p eis ex pl ai n e d by
t h efr e q u e nci es a m o n g t h e t ar g et c ell ty p es. W e a p ply t h e t w o-st a g e B e nj a mi ni–
H oc h b er g m ulti pl e hy p ot h esis c orr ecti o n t o t h e P -v al u es o bt ai n e d fr o m E q. 1 1
at a n f als e disc ov ery r at e of 1 % t o o bt ai n t h e si g ni fic a nt g e n es ass oci at e d wit h
tr a ns diff er e nti ati o ntr a nsiti o ns o ut of a n di nt o e ac h c ellty p et h at ar e r e pr es e nt e d
i n SI A p p e n dix , Fi gs. S 4 a n d S 5.
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a n d t h e pr e dict e d st at e X̄ ( m ,0 ) + B ( p ) . I n t his c as e, t h e act u al st at e is t h e

tr a nscri pti o n al st at e of t h e sti m ul at e d t est c ell ty p e a n d t h e pr e dict e d st at e is
t h e s u m of t h e tr a nscri pti o n al st at e of t h e u nsti m ul at e d t est c ell ty p e a n d t h e
av er a g e tr a nscri pti o n al r es p o ns e i n t h e tr ai ni n g c ell ty p es.
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