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CARACTERISTICAS DE UN ANALISIS
SINGLE CELL RNA-SEQ

Resumen

La secuenciacidon masiva ha revolucionado nuestra comprension de
los sistemas bioldgicos en los Ultimos afios. En particular, la tecnolo-
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gia Single cell RNA-seq se ha posicionado como una herramienta
esencial para analizar el transcriptoma completo de cada célula indi-

vidualmente. De esta manera, el analisis Single cell RNA-seq puede
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revelar procesos bioldgicos y mecanismos moleculares especificos
que podrian no ser detectados mediante técnicas de secuenciacion

de ARN a nivel poblacional o de tejido.

Introduccion

En los Ultimos afios, los avances en el ambito de la
Secuenciacion de Proxima Generacion (NGS, por
sus siglas en inglés), o tecnologias de alto rendi-
miento, han propiciado un profundo avance en
nuestra comprensién de los sistemas bioldgicos, la
diversidad humana y las enfermedades.

Estas tecnologias gendmicas, transcriptomicas vy
otras tecnologfas multi-émicas estan siendo cada
vez mas 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 he-
terogeneidad celular, permitiendo asi la revelacion
de relaciones reguladoras entre genes y la com-
prension de diferencias y relaciones evolutivas
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entre distintas células.

Esta practica tiene amplias aplicaciones en cam-
pos como la oncologia, microbiologia, neurologia,
reproduccién, inmunologia y otras, convirtiéndose
asi en una herramienta crucial para la investigacion
biomédica.

Una de las tecnologias mas destacadas y relevan-
tes en este ambito es el RNA-seq de célula Unica
(scRNA-seq), que analiza el transcriptoma de cada
célula de manera individual. Esta técnica propor-
ciona una cantidad extraordinaria de datos, lo que
representa un gran desafio en su analisis e inter-
pretacion.

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
técnicas de secuenciacion incluyen su capacidad
para capturar la heterogeneidad celular sin necesi-
dad de agrupacion previa, lo que permite un anali-
sis mas preciso y detallado de la diversidad celular
en un tejido o muestra. Ademas, al analizar el
transcriptoma de células individuales, scRNA-seq
puede revelar procesos bioldgicos y mecanismos
moleculares especificos que podrian no ser detec-
tados mediante técnicas de secuenciacion de ARN
a nivel poblacional o de tejido. Esto hace que sea
una herramienta poderosa para comprender la bio-
logia celular en un nivel mas profundo y detallado.

Preparacion de muestras y secuenciacion

De forma previa a la obtencion del objeto central
de analisis 0 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 emulsién (GEM) que contienen oligonu-
cledtidos con cédigos de barras, lo que permite la
identificacién Unica de cada célula capturada. Un
aspecto notable es que estos oligonucledtidos con
cédigos de barras incorporan una secuencia de
Identificador Molecular Unico (UMI), compuesta
por varios pares de bases, que facilita la distincién
de las moléculas especificas y Unicas capturadas
en cada célula.

Ademas de capturar las células, los GEM tienen la
capacidad de incorporar los reactivos necesarios
para la transcripcion inversa, lo que permite la pre-
paracion de las bibliotecas de cDNA dentro de
ellos de manera simultdnea. Posteriormente, las
bibliotecas obtenidas son amplificadas y secuen-
ciadas.

© 2025 Dreamgenics, S.LU.

Single cell/nucleus partitioning

Break
Collect Emulsion

Beads with distinct
DNA barcode each
Individual

reactions in 1'000s of droplets Bulk library

/ / » Single cellinucleus labelling generation
Captro soquence . Coptre soquence

\ \ Cells / Tagmented Nuclel

Figura 1. Protocolo de secuenciacion Single-cell mediante GEMs.

Analisis de la matriz de conteos

El analisis 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 conteos generada,
el primer paso sera 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
fitrado de células que superan el umbral de los
recuentos que mapean con el ADN mitocondrial.

La normalizacion sera el siguiente paso, haciendo
los datos mas comparables entre si. La normaliza-
cién redistribuye los valores de recuento en un
intervalo pequefo sin afectar las diferencias relati-
vas entre ellos.

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

En este sentido, tratamos de buscar el nimero de
estas componentes principales que cubran la ma-
yor variabilidad de la muestra. Un punto destacado
es que, a pesar de que ya estan los valores norma-
lizados en la matriz de conteos, es obligatorio rea-
lizar escalado y centrado de los mismos.
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Figura 2. Anélisis de Componentes Principales (PCA). Reduccién de
la dimensionalidad.

En el siguiente paso del analisis empezaremos a
encontrar los primeros resultados del proceso
analitico de single-cell: el clustering. Se realiza un
grafo de k-vecinos mas cercanos (KNN, por sus
siglas en inglés) con distancias euclideas entre las
células. Luego, este grafo KNN se utiliza para
construir el grafo de Vecinos Compartidos mas
Cercanos (SNN, por sus siglas en inglés). Estos
algoritmos clasifican facilmente cada célula bus-
cando similitud en un nimero determinado de ve-
cinos 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 poblaciones
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 funcion a una base de datos co-
nocida que recoja firmas génicas para los distintos
tipos celulares.
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Se trata, por tanto, del siguiente paso en el anali-
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 c/usters 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 expresados
por cada cluster.

Sobre estos genes podemos llevar a cabo un ana-
lisis de enriquecimiento de términos de ontologia
de genes (GO, por sus siglas en inglés) o vias me-
tabdlicas (WikiPathways) para terminar asi de
completar toda la informacién y contextualizar
dénde estan las principales diferencias entre las
distintas poblaciones/subpoblaciones celulares
encontradas.
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Figura 6. RidgePlot con los términos GO enriquecidos para una firma
dada.
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Figura 7. Network Plot con los términos GO enriquecidos para una
firma dada.

Llegados a este punto tenemos completado un
analisis genérico de scRNA-seq, pero aun quedan
herramientas y posibles algoritmos aplicables a
este tipo de estudios, como el analisis 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 hiperpardmetro pseudotime.

Como se puede observar, es posible aislar una
ingente cantidad de datos o informacién en un
analisis scRNA-seq, dado que poseemos informa-
cion de cada una de las células y con ello el poder
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 en-
tender por qué se trata una de las herramientas
mas prometedoras que existen en la actualidad y
por qué ha despertado el interés de la comunidad
cientifica haciendo que su uso esté cada vez mas
demandado.
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