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MODULO 5. TECNICAS MOLECULARES Y CELULARES. ANALISIS DE CELULA UNICA

ANALISIS DE CELULA UNICA

Las tecnologias de analisis de célula unica estan proporcionando un
conocimiento sin precedentes sobre la complejidad de los sistemas bioldgicos.
Las herramientas clasicas analizan poblaciones celulares en masa y, en
consecuencia, una parte de los procesos bioldgicos permanece invisible. Un
ejemplo es la existencia de ciertos tipos celulares que estan muy poco
representados (raros), pero que pueden tener importantes funciones
fisiologicas o patologicas.

Con estas tecnologias, que se vienen desarrollando desde al afio 2015, se esta
encontrando que las poblaciones celulares son mas heterogéneas de lo que
se habia imaginado nunca. Cada célula unica es diferente en términos de
espacio (posicion dentro de un tejido u érgano), tiempo (fase del ciclo celular,
estado de activacion, fase de desarrollo etc) y perfil molecular.

La citometria de flujo multiparamétrica compleja, que introdujimos en la
anterior newsletter, nos permite llegar a un nivel de resolucidon de poblaciones
celulares muy bueno, pudiendo identificar subpoblaciones celulares poco
representadas o eventos raros. Ademas, esta resultando una herramienta muy
util para diseccionar la complejidad fenotipica y funcional de las distintas
poblaciones celulares de una muestra, tejido u érgano. Sin embargo, si
queremos relacionarlas con los niveles de expresion génica o proteica tenemos
que recurrir a otras tecnologias que nos permitan identificar el perfil de cada
una de las células a nivel de RNA, DNA o de proteina.

Como sabemos, la citometria es toda aquella tecnologia que permita medir
caracteristicas de las células. La citometria gendmica es un conjunto de
técnicas que nos van a permitir medir otras caracteristicas como la expresion
génica, pero a nivel de célula unica, y ademas relacionarlas con otras
caracteristicas como la expresion de proteinas, de ahi que podamos considerar
todas estas tecnologias como una aproximacién multiomica.

Todas las tecnologias de analisis de célula unica dependen de la separacién
fisica de las células de forma individual en un volumen de reaccion que permita
la aplicacion de tecnologias posteriores de secuenciacion de DNA o RNA o de
analisis protedmico. Esto va a permitir caracterizar el genoma, el transcriptoma
o el proteoma de cada célula individual.
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Existen tres métodos principales de separacion y preparacion de las muestras
para la realizacion de técnicas de analisis de célula unica:

Métodos de separacion en placa multipocillo basados en citometria de flujo.
Métodos basados en microfluidica o separacién en nanopocillo.
Métodos de indexado combinatorial basados en citometria de flujo.

Aunque también existen métodos basados en imagen y métodos de
transcriptomica espacial, no son objetivo de este articulo (ver
referencia Salomon R et al 2020).

A continuacion, pasamos a explicar un poco mas en detalle cada uno de ellos

SMART-seq DropSeq/10X Rhapsody sci-RNA-seq
FACS-step sc sorting into plate bulk-sorting bulk-sorting sc sorting into plate
Principle isolated cells in wells microfluidics microwell split-pool indexing
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Fig. 2: Métodos para la separacion y preparacion de muestras para tecnologias de andlisis de célula

tnica

Separacién de células individuales en placas multipocillo por citometria
de flujo

Es el método clasico utilizado para la obtencién de células Unicas. Se basa en
la separacion celular activada por fluorescencia (FACS= “Fluorescence-
Activated Cell Sorting”) de las células de interés en base a unos parametros de
fluorescencia determinados. De esta forma, lo que se hace es definir una
poblacién celular determinada y se programa al citometro separador para
depositar una unica célula en cada pocillo de una placa, ya sea de 96 pocillos
o de 384, en los cuales previamente hemos afadido el volumen de tampon de
reaccion correspondiente segun la técnica posterior de analisis que queramos
realizar.
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Por ejemplo, en el caso de querer obtener informacion sobre el transcriptoma
de una célula se podra utilizar un sistema como el Smart-seq2 que permite
hacer una primera reaccion de retro-transcripcion con un material de partida de
incluso 50 pg de RNA, y una posterior amplificacion de cDNA para la obtencion
de una libreria que se secuencie posteriormente.

Separacién de células por microfluidica o en nanopocillos

Son sistemas que incrementan la capacidad de analizar un mayor n°® de células
y que eliminan ciertos errores o imprecisiones de pipeteos para realizar las
reacciones posteriores a la separacion celular.

Existen dos sistemas: uno que utiliza microchips en los cuales se van a ir
combinando células individuales con esferas marcadas con un coédigo de
barras en forma de oligonucledtido en el interior de gotas de reaccién, y un
segundo método que también deposita células individuales junto con esferas
marcadas con oligonucledtidos, pero lo hace en nanopocillos impresos en un
microchip donde se produce la reaccion posterior de amplificacion de RNAs y
generacion de librerias como en el caso anterior.

Su ventaja principal es que las esferas que se combinan con las células tienen
todos los reactivos necesarios para la amplificacion y generacion de librerias,
evitando asi la necesidad de preparar la reaccion a posteriori (implica menos
errores o imprecisiones).

Indexado combinatorial basado en citometria de flujo

Este sistema se basa en una primera separacion de las células de forma
individual, cada una en un pocillo mediante FACS, y la adicion de un primer
codigo de barras a cada uno de los pocillos. A continuacién, se hace un pool
con todas las células o nucleos separados y se realiza una segunda separacion
en placa, afiadiendo un nuevo codigo de barras a cada pocillo. De esta forma,
cada una de las células posee un cbédigo unico de identificacion por la
combinacion de varios codigos de barras.

El tratamiento posterior de las muestras viene siendo el mismo que lo expuesto
anteriormente.
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MULTIOMICA

Aunque la transcriptomica es una fuente de informacion muy importante,
existen otras lecturas que pueden revelar otras diferencias entre unas células
u otras. Asi, se podrian hacer analisis multiomicos: RNA con DNA, RNA con
proteina, DNA con proteina o incluso RNA con modificaciones epigenéticas
(metilaciones etc). Las aproximaciones metabolomicas y protedmicas estan
comenzando a desarrollarse poco a poco, pero seran importantes en un futuro
préximo.

Actualmente una de las aproximaciones multidmicas que se pueden realizar es
relacionar los datos de transcriptomica obtenidos con la expresion de proteinas
analizada por citometria de flujo.

Cuando realizamos la tincién de las células con anticuerpos o sondas que
caracterizan distintas poblaciones celulares, vamos a obtener datos en masa
de las poblaciones en su conjunto. Sin embargo, al realizar la separacion por
FACS podemos pedirle al citdbmetro que guarde los datos de fluorescencia y
dispersion de la luz para cada una de las células que esta depositando en cada
pocillo. Este proceso se denomina Index Sorting.

Ademas del Index Sorting existen otros métodos para poder relacionar los
datos obtenidos de la transcriptomica con la expresion de proteinas, como
puede ser CITE-seq. CITE-seq utiliza anticuerpos marcados con
oligonucledtidos especificos que convierten la deteccion de proteinas en una
secuencia de DNA que puede ser cuantificada. Asi, los oligos unidos a los
anticuerpos actuan como transcritos sintéticos que van a ser retrotranscritos,
amplificados y secuenciados simultaneamente con los transcritos de la célula
en cuestion. De esta forma, cuando se obtienen los datos de los mMRNAs
expresados por cada una de las células, se obtienen también los datos de qué
proteinas estan expresando e incluso sus niveles de expresion.

La relacion de unos parametros con otros (expresion protéica — RNA) requerira
un analisis de los datos diferente al analisis de datos de citometria
convencional, que incluye técnicas de reduccion dimensional y clustering,
similares a las que se pueden usar para el analisis multiparametrico complejo,
y que veremos en proximas newsletters.
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