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CARACTERISTICAS DE UN ANALISIS
SINGLE CELL RNA-SEQ

Resumen

La secuenciacion masiva ha revolucionado nuestra comprension
de los sistemas bioldgicos en los Ultimos anos. En particular, la
tecnologia Single cell RNA-seq se ha posicionado en diversas dis-
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ciplinas biomédicas como una herramienta esencial que permite

analizar el transcriptoma completo de cada célula de manera
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individual. De esta maneraq, el andlisis Single cell RNA-seq puede
revelar procesos bioldégicos y mecanismos moleculares especifi-
cos que podrian no ser detectados mediante técnicas de se-

cuenciacion de ARN a nivel poblacional o de tejido.

Introduccion

En los Ultimos anos, los avances en el dmbito de la
Secuenciacién de Proxima Generacion (NGS, por
sus siglas en inglés), o tecnologias de alto rendi-
miento, han propiciado un profundo avance en
nuestra comprension de los sistemas biolégicos, la
diversidad humana y las enfermedades.

Estas tecnologias gendmicas, transcriptomicas y
otras tecnologias multi-émicas estdn siendo cada
vez mdas empleadas en el estudio de células indivi-
duales. Este enfoque de secuenciacion unicelular
posibilita la exploracion de poblaciones celulares
complejas y desconocidas sin que se pierda la
heterogeneidad celular, permitiendo asi la revela-
cion de relaciones reguladoras entre genes vy la
comprension de diferencias y relaciones evolutivas
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entre distintas células.

Esta prdctica tiene amplias aplicaciones en cam-
pos como la oncologia, microbiologia, neurologia,
reproduccion, inmunologia y otras, convirtiéndose
asi en una herramienta crucial para la investiga-
cién biomédica.

Una de las tecnologias mds destacadas vy rele-
vantes en este dmbito es el RNA-seq de célula
Gnica (scRNA-seq), que analiza el transcriptoma
de cada célula de manera individual. Esta técnica
proporciona una cantidad extraordinaria de da-
tos, lo que representa un gran desafio en su andli-
sis e interpretacion.

El objeto central de estudio de esta técnica es la
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matriz de conteos, en la que las células se organi-
zan en columnas y los genes en filas.

Posibles ventajas de scRNA-seq frente a otras téc-
nicas de secuenciacion incluyen su capacidad
para capturar la heterogeneidad celular sin nece-
sidad de agrupacion previg, o que permite un
andlisis mas preciso y detallado de la diversidad
celular en un tejido o muestra. Ademas, al analizar
el transcriptoma de células individuales, scCRNA-
seq puede revelar procesos bioldgicos y mecanis-
mos moleculares especificos que podrian no ser
detectados mediante técnicas de secuenciacion
de ARN a nivel poblacional o de tejido. Esto hace
gue scRNA-seq sea una herramienta poderosa
para comprender la biologia celular en un nivel
mas profundo y detallado.

Preparacion de muestras y secuenciacion

De forma previa a la obtencion del objeto central
de andlisis o matriz de conteos se hace necesario
secuenciar el transcriptoma de cada célula indivi-
dual. Como ejemplo, la tecnologia 10X Chromium
emplea una sofisticada técnica de microfluidos
para capturar células individualmente y preparar
bibliotecas de cDNA.

Especificamente, esta tecnologia utiliza Microflujos
de Gel en Emulsion (GEM) que contienen oligonu-
cledtidos con codigos de barras, Io que permite la
identificacion Unica de cada célula capturada. Un
aspecto notable es que estos oligonucledtidos
con codigos de barras incorporan una secuencia
de Identificador Molecular Unico (UMI), compuesta
por varios pares de bases, que facilita la distin-
cidn de las moléculas especificas y Unicas captu-
radas en cada célula.

Ademds de capturar las células, los GEM tienen la
capacidad de incorporar los reactivos necesarios
para la transcripcion inversa, lo que permite la
preparacion de las bibliotecas de cDNA dentro de
ellos de manera simultédnea. Posteriormente, las
bibliotecas obtenidas son amplificadas y secuen-
ciadas.
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Figura 1. Protocolo de secuenciacion single-cell mediante GEMs.

Andlisis de la matriz de counts

El andlisis de la matriz de datos de single-cell re-
quiere de diversos pasos que emplean algoritmos
muy sofisticados, entre los que se incluyen algu-
nos de machine learning no supervisado, como la
reduccion de la dimensionalidad o el clustering.

Una vez tenemos la matriz de counts generada, el
primer paso serd realizar un control de calidad,
eliminando los genes menos expresados y las cé-
lulas con valores de expresion considerados como
outliers. Un punto realmente importante aqui es el
filtrado de células que superan el umbral de los
recuentos que mapean con el ADN mitocondrial.

La normalizacién serd el siguiente paso, haciendo
los datos mds comparables entre si. La normaliza-
cion redistribuye los valores de recuento en un
intervalo pequeno sin afectar las diferencias rela-
tivas entre ellos.

El siguiente paso serd la reduccién de dimensio-
nalidad. En términos simples, es la transformacion
de datos desde un espacio de alta dimensionali-
dad a uno de baja dimensionalidad, de manera
que la representacion de baja dimensionalidad
retenga algunas propiedades significativas de los
datos originales. Para esta aproximacion se realiza
una reduccion dimensional lineal llamada Andlisis
de Componentes Principales (PCA, por sus siglas
en inglés).

En este sentido, tratamos de buscar el nidmero de
estas componentes principales que cubran la
mayor variabilidad de la muestra. Un punto des-
tacado es que, a pesar de que ya estdn los valo-
res normalizados en la matriz de conteos, es obli-
gatorio realizar escalado y centrado de los mis-
mMos.
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Figura 2. Andlisis de Componentes Principales (PCA). Reduccion
de la dimensionalidad.

En el siguiente paso del andlisis empezaremos a
encontrar los primeros resultados del proceso
analitico de single-cell: el clustering. Se realiza un
grafo de k-vecinos mds cercanos (KNN, por sus
siglas en inglés) con distancias euclideas entre las
células. Luego, este grafo KNN se utiliza para cons-
truir el grafo de Vecinos Compartidos mds Cerca-
nos (SNN, por sus siglas en inglés). Estos algorit-
mos clasifican facilmente cada célula buscando
similitud en un nimero determinado de vecinos
celulares (k) y clasificandolos en el grupo que
contiene células mas relacionadas.
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Figura 3. Resultado del clustering con los clusters o poblacio-
nes celulares encontrados por el algoritmo.

Para este resultado de clustering, podemos reali-
zar un etiquetado en funcion al tipo celular dado
por citometria de flujo en caso de que los datos
de single-cell estén supervisados, o podemos
realizar una anotacion en funcién a una base de
datos conocida que recoja firmas génicas para
los distintos tipos celulares.
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Se trata, por tanto, del siguiente paso en el andli-
sis: anotacion de clusters con el tipo celular co-
rrespondiente.
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Figura 4. Resultado del clustering con los clusters o poblaciones
celulares anotados por el tipo celular. En este caso los datos
venian supervisados por citometria de flujo.

Finalmente, nos centraremos y pondremos el foco
en los genes que nos han permitido distinguir los
distintos clusters o poblaciones celulares, es decir,
buscaremos los genes diferencialmente expresa-
dos entre ellos.
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Figura 5. DotPlot con el TOP2 genes diferencialmente expresa-
dos por cada cluster.

Sobre estos genes podemos llevar a cabo un
andlisis de enriquecimiento de términos de onto-
logia de genes (GO, por sus siglas en inglés) o vias
metabdlicas (WikiPathways) para terminar asi de
completar toda la informacion y contextualizar
doénde estdn las principales diferencias entre las
distintas poblaciones/subpoblaciones celulares
encontradas.
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Figura 7. Network Plot con los términos GO enriquecidos para
una firma dada.

Llegados a este punto tenemos completado un
andlisis genérico de scRNA-seq, pero adn quedan
herramientas y posibles algoritmos aplicables a
este tipo de estudios, como el andlisis de trayec-
torias, RNA velocity y el andlisis de contactos ce-
lulares.
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Figura 8. Andlisis de trayectorias con las células coloreadas
acorde al hiperpar@metro pseudotime.

Como se puede observar, es posible aislar una
ingente cantidad de datos o informacién en un
andlisis scRNA-seq, dado que poseemos informa-
cion de cada una de las células y con ello el po-
der de resolucion de la técnica es abrumador.
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Si sumamos este hecho a su potencial aplicacion
a todo tipo de estudios biomédicos, podremos
entender por qué se trata una de las herramien-
tas mds prometedoras que existen en la actuali-
dad y por qué ha despertado el interés de la co-
munidad cientifica haciendo que su uso esté ca-
da vez mdas demandado.
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Ampliar informacién Contacto comercial
Encuentra mds informacion sobre nuestro Puedes contactar con nuestro equipo
servicio de andlisis Single cell RNA-seq en comercial a través de las siguientes vias:

nuestra pdagina web www.dreamgenics.com

info@dreamgenics.com
Q +34 985 088180 | 613 038 948
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reproduccion total o parcial de su contenido sin el consentimiento expreso del autor. Dreamgenics, S.L. no asume ninguna responsabilidad por cualquier error u
omision en el contenido del mismo.
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