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TRANSCRIPTOMICA

4 Nucleus Chromatin '
(DNA-protein complex)

1. Chromatin
remodeling
1 : . |
“Open” DNA i
e (some DNA not closely
2. Transcription %/ bound to proteins) '
¢ .
¥ — Primary transcript
; | (pre-mRNA) _
E;‘ 3. RNA processing  / ;
V.  Capcoonm sy w Tall

Mature mRNA ~~

Qué genes se estan expresando?
Cuanto se expresan?

Degraded mRNA
(mRNA life span

5. Translation varies)
Jb’\_— mRNA

6. Post-translational [ | \J Polypeptide

modification (folding, !

glycosylation,

transport, activation, §§°’\
degradation of {nm
protein) - I,Qe. Active protein

© 2011 Pearson Education, Inc.



RNA-SEQ

Experiment
Design

RNA
Preparation

Construct
Libraries

N\

Sequence

Analysis

Set up the experiment to
address research aims

Isolate and purify input RNA

Convert the RNA to cDNA and
add sequencing adapters

Sequence cDNAs using a
sequencing platform

Analyse the resulting short-
read sequences

| RNA Sequencing

@ Isolate RNA from samples

Ligate sequencing
adapters and amplify
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Fragment RNA into
short segments

@ Perform NGS sequencing

Convert RNA fragments
into cDNA
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Map sequencing reads to
the transcriptome/genome




TRANSCRIPTOMICA
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BREVE HISTORIA. ..

Numero de publicaciones en Pubmed que mencionan transcriptémica de célula unica

1990 2025
Se logré amplificar ARN de Amplificacién de ARN de células Amplificacién de ARN de células unicas
células unicas unicas +
+ Secuenciacion Masiva

Microarreglos




ELECCION DE UN METODO ADECUADO

= Tipo de muestra a analizar:
« Células eucariotas o procariotas Es importante conocer los

« Abundancia de ARN esperada metodos disponibles!
= Muestra fresca o post-mortem E;
= Objetivo planteado —
= Necesidad de replicas biolégicas? @
= Descubrir poblacidénes celulares poco abundantes

= Expresion diferencial entre tratamientos o condiciones

= Analisis de desarrollo o destino celular (Pseudotiempo)

= Analisis multiémico (scATACseq, scTranslatomics, scProteomics)

= Posibilidades econémicas ,f
A\

$
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OBTENCION DE TRENSCRIPTOMAS DE

CELULA UNICA

Aislamiento .,
: Preparacién
de las células . .
. de Librerias
(opcional)
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resultados
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informatico



RISLAMIENTO CELULAR

Dilucién al limite Micromanipulacién Microdiseccién Laser
Microscope LCM
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Técnicas poco automatizadas y poco eficientes
Requieren mucho tiempo para aislar grandes numeros de cé€lulas
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RISLAMIENTO CELULAR

FACS Microfluidos
)/ Multispectral detector ~ Oil
Laser « +Electronics : : -
— . Microparticle
o and lysis buffer (o
‘!_-+*,J,m - o o 0o o) p # Qo e
1 7 Cells from [‘ = Qro;‘Jlet “;lnh
suspension| ki
+ -
< oil
Smart-seq2 10x Genomics

Técnicas con mayor automatizacion y eficientes (mayor numero de células)
Los protocolos de scRNAseq mas utilizados utilizan alguno de estos métodos O
€



RISLAMIENTO CELULAR

= Nuevo método low cost basado en droplets
= Similar a método de microfluidos de 10x Genomics pero no requiere equipamiento
especial!

500-ul tube (35 ul PIPs ~4,000 cells cell input)  15-ml Falcon (2 ml PIPs ~250,000 cells cell input
| | il iFr ‘0.

Particle-templated emulsification Triggered lysis, mRNA capture

Add oil  Vortex (~1 min)
Barcoded — Oil

templates \

Barcoded

Heat-activated templates Sasstaist

lysis reagents —
P (L
00 Single cells Lysed cell

o o
\/ Lysis reagent
PIP-seq

Clark et al, 2023 @



PREPARACION DE LIBRERIAS

= Dependen del método de aislamiento celular elegido

En placas sin previo
aislamiento celular

W D
Pipette / 4 @ 00066 e, GEMs Pipette / 4
| 5 Q)
.

En placas En Droplets

Partitioning Oil

Labeled P i ﬁ#:/a;i B E
Cells
Enzyme

Smart-seq2 Chromium 10xGenomics Split-seq
Smart-seq3 BacDrop PETRI-seq
PIP-seq MicroSPLIT

Todas comparten los siguientes pasos previos:

Transcripcién Sintesis

Lisis
Reversa a

Amplificacién

Celular * segunda 1 AD
S ADNc hebra ADNc ael ADNC




CHROMIUM 10X GENOMICS

Equipamiento especifico:
U$$ 40000 — U$$ 95000

Hay un equipo en el Institut Pasteur




10X GENOMICS

Lisis, Captura de ARNm y preparacion de librerias en gotas (droplets)

fo) o 10x Next GEM Technology for Single Cell Partitioning
@ - -, e
Barcoded ¢ o o
Gel Beads ° 0000
Jdo W) 0 e e
o el .‘::.: 10x Barcoded Gel Beads

Cells & Enzyme ] ‘
Cells &
Enzyme




OLIGONUCLEOTIDO DE CAPTURA DE ARN

Captura de ARNm poliadenilado. (Lo mas
usual)

S— Secuencias de 16nt denominada barcode

(inica para cada droplet)

Secuencias de 12nt denominada UMI
(inica para cada oligo de captura)

Secuencia adaptador para preparacion de
librerias de secuenciacidén masiva




PARA QUE SIRVEN LAS SECUENCIAS

Estas secuencias se mantendran en los fragmentos que se envian a secuenciar.

= Barcode - Unico por cada droplet: Marca los transcriptos que vienen de una misma
célula

= UMI - Unico por cada oligonucleétido de captura: Marca cada ARNm presente en
una célula. Util para corregir por sesgo de amplificacién por PCR

PCR enrichment

v W sequencing deduplication
TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA
Y TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA
i= TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA
3l —_— > —_—> TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA —>
W [TCCCAATTGCTGAGTAACCAAGTCTCA
TCCCAATTGCTGAGTAACCAAGTCTCA

SINN

k:

L

SINN |




PREPARACION DE LIBRERIAS

= Sintesis de cDNA

. Read1 g, UMI Poly(dT)VN

Harcode l Poly(dT) Primer
3
AA4ﬂ444AA
&= —_— 5’
l Reverse Transcription
AAAA;
AAAAAARAAAL
[ B ccc
l Template Switch Oligo Priming
M4440,, TS0
Y YYVYYYYYYN yeliehe |
[ B ccce
Template Switch,
. l Transcript Extension
A44AA
T AARARAAAAA (GG I

EEEEE O C € C ——

- Amplificacién de cDNA

TSO
Read 1 UMI Poly(dTIVN [
L B I
_Ij-_]' j:LL l cDNA
Amplification
EEE 43— L
L B |




PREPARACION DE LIBRERIAS

Read1  UMI Poly(dT)VN TSO
L B L
L I ]
Barcode lEnzymatnc Fragmentation
. . B
= El producto final que se secuencia e

contiene el barcode, el UMI en el End Repair A-ailing, Ligation |

Read 1 y el extremo 3" del ARNm Read 2
..y - —
en el Read 2 (SeCU@nClaClon . EEES  oEEE—— —
pa'rea'da) Cleanup & Priming l Slample
! ndex
! -
! B O I
: EEEER o EE— ——
iP5 Sample Index PCR l

P5 Read 1 10x UMI Poly(dT)VN




CHROMIUM 10X GENOMICS

- Necesidad de equipamiento especifico

- High throughput (alta automatizacion)

- Baja eficiencia de captura de ARN (deteccidén de transcriptos mas expresados)
- Secuencias de extremos del ARN (3" UTR)

- Bajo costo por célula (Menor a 1 U$$ teniendo el equipo)




= Es el segundo método mas utilizado después de 10x Genomics

= La version mas utilizada por la comunidad cientifica es Smart-seq2
(2014). Facil acceso dado que se vende kit comercial (Takara).

= En 2020 se publicé Smart-seq3, y recientemente se comenzoé a vender
el kit comercial (Takara).

= Comienzo de preparacién de librerias en multiwell (1 reaccidén por

I

célula)




PREPARACION DE LIBRERIAS

. Lisis Total RNA or cell(s) SMART-Seq Li i
4 -Seq Library Prep Kit
—» . :
Células aisladas a7 o0 s poly A 3 !
p—— ® % 3 SMART-SeqCDS & 2.
i3 ;;i SMART-Seq v4 Primer Il A - =59 ‘ *
> Oligonucleotide First-strand synthesis
and tailing by RT DNA fragmentation, polishing,
v and ligation of stem-loop adapters
Nick
—
OO B NAAAAAAAAAAAAANAAA ( :—5, N > _:}
;d-ﬁp( Nick

Nick is extended and stops
at the replication termination site

Template switching Y
and extension by RT —
Blocked PCR
Primer Il A —
)000( B' A A AAAANANANANNANNANN ~
Gl ﬁool* * Amplification and UDI incorporation
v produces indexed libraries

Amplify cDNA by LD s 7
PCR with blocked PCR

Primer Il A i5 i7

* Double-stranded cDNA lllumina libraries with UDIs @

* Takara Bio




SMARTSEQS (CON UMI)

= Extremos 5 tienen UMI y secuencias internas no

Total RNA or cells

SMART-Seq cDNA synthesis

Total RNA or intact cells v
*
:oﬁd‘y‘ B AAAAANAANANAAANAN ilv A3 Fulllangth cis DA with UNls *
) SMART-Seq mRNA
Oligo-
. ‘a0 dT_ SMART-Seq Library Prep Kit
First-strand synthesis ¥ )
and tailing by RT +* - ik -5 g .
v T
WA g DNA fragmentation, polishing,
& 7'00’\ i WO v and ligation of stem-loop adapters
3 W ok, :
) rm——— G ——
Template switching and ¥ ek R i .
extension by RT —_O_.. ‘__\,)
| 0= C——
% B WAAAAAAAAAAANAANS Nick is extended and stops
4 Y\‘ﬁ"‘;‘z;ﬂ,\ v at the replication termination site
) " *
3 S, S
Amplify cDNA with SMART-Seq —_—— — ——
mRNA PCR Primer Mix
L ] Amplification and UDI incorporation
produces indexed libraries
Double-stranded cDNA - ¥ - "
_:5 — iT — _uS i —
- 6" UMI reads T Internal reads -

Takara Bio




SMARTSE(

- Necesidad de aislamiento previo de células con otro método (principalmente
FACS)

- Low throughput (poca automatizacién)
- Alta eficiencia de captura de ARN (deteccidn de transcriptos de baja expresioén)
- Secuencias de todo el transcripto (ej: Analisis de splicing)

- Alto costo por célula (Al menos U$$30)




SPLIT-SEC

Sin aislar células

Low Cost (no necesita equipo
especial)

High throughput

Basado en combinacién de
barcodes

Cell preparation
(~5h)

Split-pool
barcoding
(~6 h)

Library
preparation
(~6h)

{ Fixed and permeablized cells:

<

<

(

\
Cost, US$0.056

per cell

Barcode 1:
RT |} |} n
Barcode 2:
Ligation .
Barcode 3:
[ ] | | |
Ligation
Cell lysis
i (A
M LIIEIT
- - . | | [ ] [ ]
i i
Primer Primer
binding UMI BC3 BC2 BC1 cDNA binding
 E— | I T I I IS
—> Linker Linker Hexamer D f
Read 1: Read 2:
58 cycles 17 cycles

Blattman et al. 2020



SPLIT-SE(

= 1) Repartir células fijadas en multiwell 96 pocillos

= 2) Retrotranscripcién incorporando barcode unico en primer
(random y poly(dT)) por pocillo (sin lisis)

= 3) Mezclar las células

= 4) Repartir células en multiwell

= 5) Ligacién barcode

= 6) Mezclar las células

= 7) Repartir células en multiwell

= 8) Ligacién barcode + UMI

= 9) Mezclar las células

= 10) Lisis y PCR

Rosenberg et al, 2018
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SPLIT-SEQ

- Sin Necesidad de aislar células

- High throughput (En el ejemplo anterior, con multiwells de 96 pocillos se podria
preparar librerias para 1 millén de células)

- Baja eficiencia de captura de ARN (deteccidon de transcriptos de alta expresion)
- Secuencias de extremo del transcripto (UTR)

- Bajo costo por célula y sin equipamiento espeecifico (menos de U$$0.1)




ESTOS METODOS SIRVEN PARA

» Particularidades:

= Pequeno tamarno (equipos de microfluidos optimizados para células
eucariotas)

= Poca cantidad de ARNm por célula (femtogramos)

= Complejidades para el paso de lisis celular (Pared celular)

Alternativas:

PETRI-seq
MicroSPLIT
BacDrop




PETRI-SEQ Y MICROSPLIT

Cell preparation Fixed and permeablized cells:
(~5h)

Barcode 1:

= Primeros métodos de scRNAseq en bacterias "
con high throughput.

= Siguen la estrategia de Split-seq.

Barcode 2: /7 .
Ligation

= Permeabilizacion depende de bacteria con la
que se trabaje: Lisozima, lisostafina. Debe ser )

barcoding

optimizado para comunidades complejas. con

Barcode 3:

= Uso de OI}EIA polimerasa de E.coli
(MicroSPLIT).

= Luego se sigue el protocolo de manera similar
a Split-seq. Los primers de la RT dependeran
si hubo poliadenilacién previa. \

|

= Problema rRNA en ambos métodos. Necesidad ( - -
de secuenciar mucho para secuenciar ARNm - -

= Detectan 5-10% del ARNm total en las células 4 ! iy

(~8h)
Primer Primer
binding umi BC3 BC2 BC1 cDNA binding
[ | I I I T L o EE— {
—_ Linker Linker Hexamer <«
Read 1: Read 2:

\
Cost, US$0.056 58 cycles 17 cycles
per cell




BACDROP

= Basado en métodos anteriores (introduce barcode en bacterias permeabilizadas)

= Utiliza oligos anti-sentido RNAsa H para depletar ARNr. Combina ler barcode con

nuevo barcode en droplets.

1. rRNA and DNA depletion in
fixed and permeabilized cells

~
T
-Q5)
L2

A e e

rRNA
RNase H ¢ depletion

s

~
_N
=
J
e
e A

DNase ll DNA
removal

2. Reverse Transcription

384 RT primers
with plate barcode
(CB1)

cDNA synthesis
l and round 1 plate

barcoding In Cells e i S A

o] :
PBS, UM CE1 1. Raund 1 plate barcoding
l".' Faly tailing at 3° af chDNA

5= T
ht A

l Poly A tailing at 3'
of cDNA

Ma et al, 2023




BACDROP

= Mas de una bacteria por
Droplet

= Ya tienen barcode del paso
anterior (combinacion
permite distinguir)

= Poseen polyA por paso
anterior (captura de ARNm
igual que en protocolo
clasico de 10x Genomics)

3. Droplet generation and
round 2 droplet barcoding

2nd strand
cDNA synthesis
e and round 2
~..  droplet
“.barcoding (CB2)

R L L —

s AAAA,

s T T s m w mmmw - w—

!

4. cDNA amplification and

Library construction

SMRT 4T

'fln Droplets

5 I N 0,005

-I'L Dligo-dT second strand synthesis
2. Round 2 droplet barcoding
I — TS

\_ PS5 (B! PBS, A

/In Pool h
5' [— 0
‘ 1. Tagmentation
2. PCR amplification
= . - - - -
Bl o - == - = . -

'\ = B =2 - _/
/ For Sequencing R
Index 2 ppimer Read 1 primer Read 2 primer

5 ==" e 2

PSs C82 PBS; UMI CBl1 <DNA PBS; Indexl P7

. V4

Ma et al, 2023
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BACDROP

- High Throughput (Automatizado)

- Permeabilizacién debe adaptarse para comunidades complejas

- Utiliza Plataforma mas utilizada de scRNAseq (Chromium)

- Baja eficiencia de captura de ARN (deteccidén de transcriptos de alta expresidn)

- Requiere equipamiento especifico




SECUENCIACION

= Luego de preparar las librerias se debe secuenciar.

= LLa profundidad de secuenciacién dependera del objetivo y del protocolo elegido
previamente (saturacidn no es igual para todos los métodos).

= Es conveniente usar secuenciadores de alta capacidad (se requiere muchas
lecturas).

= Necesidad de lecturas pareadas (barcodes en Read 1 y ARNm en Read 2)

PETRIseq
Smartseq 10x Genomics Split-seq MicroSPLIT BacDrop
500k 50k 50k 50k 50k
Reads por célula Reads por célula Reads por célula Reads por célula Reads por célula

En un experimento con 25000 células: 12500M reads en Smartseq, 1250M reads en los otros métodos @



TECNICA

DE CADE

VENTAJAS

Smartseq
= Detecta transcriptos de alta y baja expresién (Eficiencia de captura superior a otros métodos)
= Detecta lecturas para todo el transcripto

10x Chromium
= Altamente automatizado

= Gran capacidad de salida de datos
= Costos mas accesibles que Smartseq
= Util para analizar grandes cantidades de células

SplitSeq
= Costo mas bajo
= No necesita equipos especiales (ni para aislar cé€lulas ni para preparar librerias)

PETRI-seq y MicroSPLIT
= Similar a SplitSeq pero adaptado para bacterias

BacDrop
= Similar a 10x Chromium pero adaptado para bacterias




FASTQ files

ANALISIS DE DATOS '  geeen

I

Extract Cell Barcodes,

UMlItools

= Tenemos las secuencias... y ahora? Kallistobus
UM Iiie ads CellRanger
= Los pasos iniciales son muy similares a bulk Corrected Cell Barcodes
RNAseq pero... e l o
= Pueden ser miles de millones de lecturas | - | o
. : Alignment - Kallistobus
(capacidad computacional) l CellRanger
= Andalisis de calidad Corrected UMI,
. . . Deduplicate
= Alineamiento (teniendo en cuenta barcodes y | |
UMIs) : UMItools
e , ., Quantification < Kallistobus
= Andlisis de la matriz de conteos (Deteccidén de CellRanger
poblacidnes celulares, expresidén diferencial, etc) |
Count Data @




Phase 1a:
align

Phase 1b:
assemble

Phase 2:
quantify

Phase 3:
normalize

Phase 4:
model

FASTQ
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.
.
.
'
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* TopHat
* STAR
* HISAT

CuffLinks

CuffDiff2

e
k .<




‘Seed and Extend’ alignments

extension only seed -> extend

( CATTGA CATTGA
c- il X
- GTACCATTGACTGCAAGC—
CA~
~GTACCATTGACTGCAAGC— Vs
CAT~
~GTACCATTGATGCAAGCC—
CATT- CATT »
GTACCATTGACTGCAAGC -GTACCATTGACTGCAAGC-
CATTG~ CATTG~
~GTACCATTGACTGCAAGC- GTACCATTGACTGCAAGC--
brute force, but slow fast(er)

htps.iftiog sbganomics. comyshon-read-alignmenrt-seeding/




PSEUDOALIGNMENT

mapping reads with Kallisto mapping reads with Kallisto

pointy. g 4 - - ~ :

create transcriptome de Bruijn graph (T-DBG)
using k-mers (31 nucleotides)

Don't even need to search for all
possible K-mers

-
- ~

intersection of non-skipped
nodes in the T-DBG assigns ’
read to transcript(s)

Bray et al., Nat. Biotech., 2016

Bray et al., Nat. Biotech., 2016

mapping reads with Kallisto

|

Don't align, instead find transcripts that are

compatible with the read

Brayetal., N

©



20 samples
30 million PE reads/sample
b 20 cores
2,500 4 Stage

@ Alignment
2,000 - @ Quantification
€ 1.500-
Qo
E 1,000
500 -
0 11.47 min

TopHat2 Bowtoez Bowtnez Bownez HISAT S&Ilflsh Kalltsto

4+ + + K +
Cuffinks RSEM eXpress EMSAR Cufflinks
method

Bray et al., Nat. Biotech., 2016




ANALISIS DE LE MATRIZ DE CONTEOS

( «Cell Not toti Il \
Celll Cell2 ... CelN (g ; Emoty Droplet | 3| & Apoptoticcelis Count Normalization
o o s
Genel| 3 2 . 13  [§|{ » 3 7 3
e | ¢ [ |
Gene2| 2 3 . 1 ' 2 |
Total number of UMI % of mitocondrial reads £
Q.
Gene3| 1 14 . 18 | ] | SE
8 EMunplets Cell 3
[=}
2 i Filtering
0 \ Total number of UMI \ Sca"lng Factoy j
1 ) e \ & , “enve | )
| c
; ¢ S : Cells 'g
M, w- ji @ PC g
' £ | A - g Pe2|  Principal - a8
Pseudotime & Cell Population F1e i Componets g
Gene Dynamics/ \_ markers 2 ren G
_ AR ) U \_ Gene average expressmn

Downstream Visualization & Dlmensmnallty Eeature Selection
Analysis Clustering Reduction

Adaptado de Slovin et al, 2021




log10 cell density

CONTROL DE CALIDAD CELULAR

Numero de UMI por célula

2.0
1.51
1.04
0.5
0.04 E—
100 1000 10000
rdMI

density

Numero de genes por célula

nGene

3000

Harvard Chan Bioinformatics Training

density

Fraccidén de genes
mitocondriales

2.0
1.5
1.0
051 /
s
0.04 — = I
0.001 0.010 0.100
mitoRatio

€



ENALISIS DE MATRIZ DE CONTEOS

A

2,
scanpg e

SEURAT ﬁ R toolkit for single cell genomlcs

SI:LR:\T

L




ENALISIS DE MATRIZ DE CONTEOS

Dimensionality

Normalization i
Reads per cell . Expression feduction - Cells grouped by
and gene SCTransform Level RunPCA genes expression
RunUMAP

Clustering and cell

i s type identification

FindClusters
Differential
expression

Differential - analysis Cell types

expressed genes FindMakers




gene 1

gene 2

gene 26,000 |—

IDENTIFICACION DE TIPOS 0 ESTADOS
CELULARES

Matriz de
conteos

cell 2

cell 66,000

o | cell 1

—
v

Espacio de N-dimensiones
Ejemplo con 3

e o cells

Reduccién de

dimensiones PCA

PC1

a 50 PC

Clustering Visualizacién de los

KNN clusters con t-SNE o
50 PC aprox.

UMAP

tSNE 1

€
Adaptado de Shafer et al, 2019



IDENTIFICACION DE TIPOS CELULARES

A Marker Gene Database-based B Correlation-based
= Estrategias Manuales = AL N <
o . —~ R iEE.
= Expresién diferencial entre clusters ﬁ i ";\ [ [\ §Fie Pt
- Andlisis en base a literatura Y e e e
= Anotacién de tipos celulares / AUTOMATIC ANNOTATION \
/ | 2
= Estrategias automatizadas \ g : /
= Basadas en correlacidén con set de |
datos previo
= Basados en machine learning con b
multiples set de datos previos e i
:-:;.'.. ‘. ..
TRAINING DATASETS CLASSIFER

{
Pasquini et al, 2021 @



ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL

= Entre clusters (generalmente para identificar tipos celulares) o entre condiciones
(ej: sano vs enfermedad)

= Células vs Células (Wilcoxon Rank sum Test) o Pseudobulk (DESeq2, EdgeR)

Genes
EEEEETE EDE EECEEEECE ECE NN
H EEEEEEEEE N B SEEEEEEEE =
EENEE SEEEEEEEEE S N
ANEEEEEE ESEECEEEEEEEE
HE EECEEEEEE EEE BN SEEEEE N
EEEEEE EEEEEEEEE W
— ¢ _SEEE EEEEEEE NS NN
= HEE EEEEEE NN NS EEESEE N
A = 8 ---= = ] = ---1, 1|
o © Ocell A :]hgalthy - = - ‘ - = "m =
P Srcell B . []diseased m"sn® "sm "5H "EE B Em=
® Ccell C . i LS ] HomE E N EE =
(X K ! HE EEm | H N EE =
Q ] EE EOE B
S I
2| %% e L™ Em 2 . o
k% EHEN S " Ylesas “ogete
*x Um 2 LS Sadsge |
» L s T‘Jﬂm § e .;. ":: °
UMAP1 g Gene expression — 3 r '.'-.
FES R 22, SV ... S0, SR
6 -
log2 fold change




ANALISIS DE TRAYECTORIAS CELULARES

* Progenitor ®Precursor °®Immature ¢ Mature

., ) -5.0 =
= Deteccidn de tipos celulares en
Desarrollo
= Analisis pseudotemporal permite £ -75-
ordenar las células en diferentes §
estadios £
fne . : © .10.0 -
= Analisis de destino celular
-12.5 =
) 1 1 | 1
4 2 0 2 4
Component 2




RPLICACIONES

= Grandes proyectos para comprender y describir tipos y estados celulares

= Human Cell Atlas
- BRAIN initiative (BICCN) A s B e

A23 A24 A29 A30
THTL Parietal cortex Deep-layer CT/6b

A5-7 A40 A43S1C

= Malaria Cell Atlas Frontl corex s
la

Ad4 A45 A46

Splatter

HUMAN
CELL

”j Mammillary
Occipital cortex ¢ a; body
A19ProVICV2

g k rhombnc lip

Paleocortex “'pp?“ BYs denved |nh|b|tory
AON Pir By \
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RPLICACIONES

BacDrop: bacterial single-cell RNA-seq
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ESTUDIO DE ENFERMEDADES

Tipos celulares y genes alterados

no-pathoIOQy (n=24) AD_patho\ogy (n=24)

female/male (n=12)
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OTRAS TECNICAS DE CELULR UNICE ESTAN
SIENDO DESARROLLADAS...

= scATACseq

= Patch-seq

= CITE-Seq (scRNAseq + proteinas especificas de superficie)
= Transcriptdmica espacial

= Traductémica de célula unica

= Traductédmica Espacial

= Protedmica de célula tnica

Desafio: Integracion multiémica de célula unica.




TRANSCRIPTOMICA

S ,i%' Abundancia
Bulk RNAseq ?.g::: — 'G’j’ —
o

DE CELULE UNICA

o,
scRNAseq e.’:‘.:

promedio de
ARNs

Abundancia de ARN Tipo Celular 1
Abundancia de ARN Tipo Celular 2
Abundancia de ARN Tipo Celular 3
Abundancia de ARN Tipo Celular 4




DONDE SE LOCALIZAN ESOS TRANSCRIPTOS?

TRENSCRIPTOMICA ESPACIAL

Transciptomica 9;%. g:%;?%% Abundancia de cada
espacial ... 00 gzﬁé :@ ARN con coordenadas
de ubicacién
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Es una FISH?




ESTRATEGIAS PARA ANALIZER TRANSCRIPTOS. ..

= Métodos basados en hibridacidén de = Métodos basados en secuenciacidéon masiva.
sondas.

Problema métodos clasicos: Problema métodos clasicos:
No son édmicos (pocos ARNm en simultaneo) No dan informacién posicional de los ARNm

€



BREVE HISTORIA. ..
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ELECCION DE UN METODO ADECUADO

= Tipo de muestra a analizar: Es importante conocer '1°S
= Células eucariotas o procariotas metodos disponibles!

= Abundancia de ARN esperada o

= Objetivo planteado 1 ,f
= Necesidad de resolucidén? (regidn, célula unica, subcelular) @
= Estudio de ARNm target o global? (paneles vs secuenciacion)

= Andlisis multidmico (co-deteccion de proteinas, traductéomica espacial)

= Posibilidades econdmicas

= Disponibilidad de equipos comerciales




TECNICAS MAS ADOPTADAS POR LA
COMUNIDAD CIENTIFICA

100

method

BOLORAMIS
75 CosMx SMI
EEL FIEH
ExSe

GeoMX DSP
HybISS

155
4001 . MERFISH
24 B segFISH+
[ | sq_lit—FIEH
STARmap
ROUTE 0 — Xenium

0 a) A
B Image SOt 3P o '\?ﬁﬁ"'.ﬂﬂﬁ,
L4 ¥ ¥

B NGS 400

500

a0

num

3001

num

2004

[ method

DBiT-seq
HDST
Seq-Scope

1004

{]. —__—__-.

.%.h.%.%.ﬂ.%.%.g.\.w
P i Ay iy e
;1?' :f-‘»" rﬁ':g':ﬁ' {'?S‘-"!b- :55‘3 ::E-" :ﬁ‘f'

slide-saq
slide-seq2
=1

B Stereo-seq
B STRF-zeq

Tomo-seq
Wisium
e B X¥Zeq

Yue et al, 2023

Q




TECNICAS BASADAS EN HIBRIDACION

Técnicas precursoras:

= Hibridizacién in situ fluorescente (FISH)

= Técnica inicialmente aplicada para estudiar localizacién de ADN y posteriormente
adaptada para detectar ARNm

= Inicialmente era poco sensible y poco precisa para cuantificar.
)

)

2
- SmFISH

= Serie de técnicas que mejoran la sensibilidad de la FISH a molécula tinica y aumenta
considerablemente la precisidén para cuantificar ARN. La clave es amplificar la sefial.
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MERFISH

= Segunda técnica mas utilizada actualmente dentro de los métodos basados en
hibridacién

= Multiplexed Error Robust Fluorescence In Situ Hybrydization

1011 10
| : l l Hibridacién de sonda que contiene barcode.

01 1 0 1 1
i Multiples rondas de hibridacion con secuencias que
| ] l ] l ] decodifican los barcode

Mofitt et al, 2016 ? Y ? ? ? @




ERROR ROBUST

= La clave de este método es que es muy robusta frente a errores por su diseiio.

= En 16 rondas de hibridacion se podrian detectar 65000 ARNm

= Solo una pequena porcién de las combinaciones posibles tiene significado.

= FEl disefio clasico incluye 4 sehales por barcode. 12 rondas sin sefial y 4 con sefial

Transcripts

Transcript 1

pt 2

Assigned
Barcode

1011000...

0110100...1

0000111...1

Encoding Probes

En el articulo original en 16 rondas
de hibridacién se detecta y cuantifica
140 ARNm con 80% de eficiencia de

deteccidn.




M

Multiplexed

Paneles de oligos que hibridan
contra ARNm de interés vy
contiene cada uno un barcode
diferente.

Normalmente se disefian paneles
para detectar hasta 500 genes.

Se ha utilizado para detectar
10000 genes

ER

Error-Robust

Probabilidad baja de error de
identificacion.

Alta eficiencia de deteccion.

FISH

FISH

Consta de multiples rondas de
hibridacién tipo FISH.

A priori el principal
requerimiento de equipos seria
un microscopio de
epifluorescencia.

Requiere mucha manipulacién

para todas las rondas de
hibridacién.

€



vizgen

MERSCOPE

= La empresa Vizgen ofrece un equipo especialmente
disefiado para estos experimentos.

= Precio: U$$285.000

= Completamente automatizado (se evita la manipulacién
de las multiples rondas de hibridacién). Microscopio
con sistema de microfluidos incorporado.

= Ofrecen paneles pre-disefiados o a eleccién del
investigador.




MERFISH

= Automatizaciéon: MERSCOPE (U$$285.000)

= Resolucidén: Subcelular - 200nm

= Co-deteccidn: Proteinas, marcadores fluorescentes
= Sensibilidad: Alta

= Necesidad de paneles (Hasta 500 ARNm)

= FOV: 100 mm?




METODOS BASADOS EN SECUENCIACION

= Como agregarle informacion
espacial al RNA-seq?

Experiment
Design

RNA
Preparation

Construct

Libraries

Sequence

Analysis

Set up the experiment to
address research aims

Isolate and purify input RNA

Convert the RNA to cDNA and
add sequencing adapters

Sequence cDNAs using a

sequencing platform

Analyse the resulting short-
read sequences




VISIUM (10X GENOMICS)

= Método mas utilizado de transcriptomica espacial
= Lisis y transferencia de ARNs a sitios de captura

= La resolucién viene dada por el tamaiio del sitio de captura.

Visium Spatial Capture Area with Visium Gene
Gene Expression ~5000 Barcoded Expression Barcoded
Slide Spots Spots
EE —

«— 6.5 Mmm—




PRS0 A PASO...

= Se coloca la muestra sobre el area de captura de VISIUM
= Se realiza tincion (ej hematoxilina eosina, o inmunofluorescencia)

= Se toma fotografia de la muestra en microscopio.




PROTOCOLO SIMILAR A RNASEQ PERO SE
COMIENZA SOBRE LOS SITIOS DE CAPTURA

= Permeabilizacién (Los ARN presentes en la muestra se transfieren a los sitios de
captura)

= Retrotranscripcion, Sintesis de Segunda hebra. (Se utilizan los oligos de captura
para estos pasos, lo que introduce un barcode espacial y UMIs)

= Amplificacién del ADNc
= Preparacion de librerias para secuenciacidén masiva

= Secuenciacién (Se recomiendan minimo 25.000 lecturas por sitio de captura)

f ‘100_pm‘ Partial Read 1 Poly(dT
g9) \ m
N —

55 um

L




SINN

PARA QUE SIRVEN LAS SECUENCIAS

Estas secuencias se mantendran en los fragmentos que se envian a

secuenciar.

= Barcode — Unico por cada sitio de captura: Marca los transcriptos que

vienen de un mismo sitio

= UMI - Unico por cada oligonucleétido de captura: Marca cada ARNm

presente en un sitio. Util para corregir por sesgo de amplificaciéon por PCR

PCR enrichment

SINN |

sequencing

—

deduplication

TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA
TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA
TCCCAATTGCTGAGAAACCAAGTCTCA
TCCCAATTGCTGAGAARACCAAGTCTCA
[TCCCAATTGCTGAGTAACCAAGTCTCA
['TCCCAATTGCTGAGTAACCAAGTCTCA

SIIAN

C
=
7

L




VISIUM

= Costo: U$$ 2000 por slide

= Resolucién: Regional - 50um

= Baja eficiencia de captura (superior al 7%)
= Captura de ARNm poliadenilados
= Recientemente salio:

Visium HD - Protocolo similar pero con sitios de captura de 2x2um




STEREQ-SEQ (BGI)

= Similar a Visium, pero con sitios de captura con DNA nanoballs (BGI)

= Los sitios de captura son mas pequeios (220nm) y con distancia de 500nm al
sigulente. Resolucién subcelular!

DNB patterned chip CID sequencing

Spot size
220 nm

| —
Z==] 500/715 nm
/ Center to center

e >
ciD

Stereo-seq chip

PolyT =

atutita :

cDNA

L

500/ 71v5 nm OGS Oy T




STEREQ-SEQ

= Resolucidén: Subcelular - 220nm

= Baja eficiencia de deteccidn (7 UMIs por sitio de captura en corteza cerebral de
ratén) --- aprox: 1500 UMI por célula

= Captura de ARN poliadenilados




IENDO...

= Métodos basados en hibridacién = Métodos basados en secuenciaciéon

Multiples fotos Multiples secuencias

°
@Y103_0 HISEQ: GKBC i A be_diffs=0
TAOGTAGGGTGCGAGCGTTGTCOGGAATTAM ‘P(J(J(JL G GG GO TG, X L(J(.A(JCTLMCP(JLGGG(‘I‘T(JLAGGC(JATAL(J(J
GCAAACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCCGTCAAATGOGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGOCAAGGOGGOTCTCTGGGCAGTAACTGACGC
TGAGCGAGCGAAAGCGTGCGTAGOCAACACG

*
T H T H G T H T T H T T G T T T T
]]l]]]l]]]ll]]]l]]]l]]]]l]]]l]]]ll]]]l]]]l]l]]l]]

GG, ) GGCAAGTCTGATGTGAAAACCCAGGGCTTAACCCTGGGACTGCATTGGAAACT
(;TCPGG('I‘L(JA(JTGCLGGA(;AGGTMGCGGMTTLCPA(JT(;TAGCGGT(JAAATGC(JTA(JATATTA(J(JM(JMLA CCAGTGGOGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACG
TTGAGGCTCCAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
+
I T HH H T T T T TN
T
@Y103_2 HISEQ:30L HNWGKBOKX:2:1101:18481:2208 1:N:0:0CAGTT grig_be=AAAAAAAAAAAA n A 444 be_
TACGTAGGGTGOGAGCOTTGTOCGEAATTACTGGGOETAAAGAGCTCAT AGGCGETTTOTCGOG TORTCTGTGAAATCOO0GCAGCTCAACTGOGGCCTTGCAGGOGATACGG
GCAGACTCGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGOGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGOGAACAGG
¥

. IHII T T THH I G H I G H T HH T T HHTH I T T H T
11lH]l]]]ll]11H]]l]]]]l]11l]](.rl]]]l]]]l]]lllllll]]]llll(.']]]

@Y103_3 HISEQ; 301 HNWGKBCXX;2:1101:5935:2268 1:N:0:0CAGTT arig._be=AAAAAAAAAAAA new_be=AAAAAAAAAAAA be_diffs=0

[ TACGAAGGGGGCTAGOGTTGTTCGGATTTACTGGGCCTAAAGCGCACGTAGGOGCATTGETCAGTTAGAGETGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGAACTGOCTTTAATACTG
CCAGTCTOGAGTCOGGAAGAGGTGAGTGGAACTCCTAGTGTAGAGGTGGAATTOGTAGATATTAGGAAGA ACACCAGTGGCGAAGGOGGCTCACTGGTCOGGTACTGACGC
TGAGGTGOGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
*

THI GG I H T H T T H TN

I T
@Y103_4 HISEQ:301. HNWGK 01:9217:2438 1:N:0:OCAGTT grig_be=AAAAAAAAAAAA new_be=AAAAAAAAAAAA be_diffs=0
TACGAAGGGTGCAAGOGTTAATOGGAATTACTGGGCOGTAAAGOGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGT TGGATGTGAAAGCCOOGGGCTCAAOCTGGGAACTGCATOCAAAACT
GGCAAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGGTGGAATTTOCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGOGAAGGCGACCACCTGGGCTAATACTGACA
CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG

*
I T H T T T T T T
TITHI I
@Y103_5 HISEQ:301 HNWGKBCXX2:1101:5325:2570 1:N:0:0CAGTT grig_be=AAAAAAAAAAAA new_be=AAAAAAAAAAAA be_diffe=)
TAOGTAGGGTGCOGAGCGTTGTCOGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTOGTCTGTGAAATCOOGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGE

| GCAAACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGOGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGOGAAGGOGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGE
TGAGGAGCGAAAGCCTGGGTAGOGAACAGG

"
TITHI T CE R G ER T T T T T T T T
T HI I

Los resultados de ambos tipos de protocolos son muy diferentes...

g




ENALISIS DE DATOS

= A pesar de que los resultados iniciales son muy diferentes, ambos tipos de

métodos tienen pasos en comun

Objetivo 1:
Generar matriz de expresién génica por posicidén
Generar matriz de coordenadas

Gene expression matrix

O

FRH a e,

Location matrix

L




COMO SE GENERAN ESTAS MATRICES?

= Métodos basados en hibridacion:

Identificacién de coordenadas de sefial en cada ronda de imagen.
Decodificacién de los barcodes.
Generacion de matrices de conteos por localizacién y matriz de coordenadas.

Si ademas se quiere informacién que relacione posiciones con células (informacién de celula inica):
Segmentacién de células

Programas especificos permiten realizar estas tareas:

BarDensr
ISTDECO
Spazrcle
Spage2vec

Y mas...

Programas graficos de pago (ofrecidos por empresas que
venden equipos y Kkits) @




COMO SE GENERAN

= IMIétodos basados en secuenciacion:

ESTAS MATRICES?

= Debe combinar la imagen que se obtiene con tincidn (previa al secuenciado) con las secuencias que se
obtienen

= Analisis de secuencias:
= Analisis de calidad de las secuencias

= Alineamiento de secuencias frente a Genoma de referencia con herramienta que identifique los
diferentes barcodes presentes (barcode identificador de posicién y UMI).

= Conteo de lecturas asociadas a un mismo barcode identificador de posicidén (colapsando UMlIs iguales).
Obtencidén de Matriz de conteos
= Andlisis de imagen:
= Dividir la imagen adquirida en cuadrantes y generar matriz de coordenadas.

Programas especificos que permiten realizar estas
tareas:

Spacemake
SpaceRanger (Visium)

Alternativas: Pipeline con programas clasicos de ,‘
RNAseq



OUE INFORMACION PODEMOS EXTRAER?

Gene expression matrix

r-—-u—
E

Location matrix
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PARA QUE SE HAN APLICADO ESTOS
METODOS HASTA EHORA?

= Generacion de Atlas Celular: Descripcidn de tipos celulares y localizacion de los
mismos en diferentes tejidos

(]
e : g
) s %
S cregrmenont / 4 >
)
Arabidopsis Zebrafish Drosophila Mouse Monkey Human

0732°8 Rodriques et al., 2019

~7 &0
Lei et al., 202

Wei et al., 2022b Srivatsan et al., 2021

SN ..:.’-_:-".‘

e

¢

Wu et al., 2021a

g

5 mm 8

Xia et al., 2022 .4 Liu et al., 2022a ) Wang et al., 2022 I\ Lust et al., 2022 F Chen et al., 2022aj Chen etal.,20229 @
Cheng et al, 2022




= Investigacion de enfermedades

= Desarrollo cellular

» Interacciones celulares

Disease
microenvironment

Disease
Research

Disease
pathogenesis

Tumor
heterogeneity

@phylcs'
Tissue - Tissue

Development || Architecture

®
e

Spatiotemporal Intercellular
gene expression interaction

Morphogenesis Cell
pattern subpopulation

6@)%% Normal cell O OQ Tumor cell .

|}

:g:i.,j::g Diseased tissue %’ :C)C) immune cel |
0400 '
|

Du et al, 2023



Y TAMBIEN SPATIAL METATRANSCRIPTOMICS

Fig. 1: Overview of the method.
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Bacterial and archaeal profile
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LAS APLICACIONES SON MUCHISIMAS Y SE
ESPERA (UE LAS TECNICAS MEJOREN EN LOS
PROXIMOS ANOS..

DONDE SE EPLICA SPATIAL TRENSCRIPTOMICS?

@



E &

datasets
1-10
10-50
~ 50-100
= 100-200
M 200-500

Yue et al, 2023 @
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