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STRESZCZENIE

ekwencjonowanie transkryptomu pojedynczych komérek (scRNA-Seq) to przelomowa

technologia, ktéra otworzyla droge do opisywania ekspresji genéw z niespotykana do-
tad rozdzielczoécia. Umozliwia ona odkrywanie réznorodnosci komérkowej organizmow
i §ledzenie ich proceséw rozwojowych. Opracowano szereg rozwiazan technologicznych
umozliwiajacych analizy od setek do nawet miliona komérek w jednym eksperymencie, a
takze obszerny zestaw narzedzi do bioinformatycznej analizy uzyskanych danych. Bogac-
two informacji dostarczanych przez scRNA-Seq oraz mozliwos¢ wykorzystania tej metody
do badania komorek, organoidéw, tkanek, a nawet calych organizméw, decyduja o szerokim
spektrum jej zastosowan. W niniejszej pracy przedstawiamy przebieg czesci eksperymental-
nej i obliczeniowej procedury scRNA-Seq, a takze prezentujemy najwazniejsze zastosowa-
nia tej technologii w biomedycynie, biologii rozwoju i biologii roslin.

ROZWOJ TECHNIK SEKWENCJONOWANIA TRANSKRYPTOMU

Transkryptom to zestaw wszystkich czasteczek RNA powstatych w proce-
sie transkrypcji genéw, obecnych w danym ukladzie biologicznym (komérce,
tkance, organizmie) w okreslonym czasie. Tworza go zaréwno czgsteczki matry-
cowego RNA (ang. messenger RNA, mRNA), niosacego informacje o sekwencji
bialek, jak i RNA niekodujace (ang. non-coding RNA, ncRNA), ktére warunkuja
przebieg najwazniejszych konstytutywnych proceséw komoérkowych i pelnia
funkcje regulatorowe [1-3]. Cecha transkryptomu jest jego zmiennoé¢ w zalez-
nosci od czynnikéw, takich jak stan komorki i etap jej rozwoju czy bodzce éro-
dowiskowe. Zmiany te przejawiaja sie w réznicach jakosciowych i ilosciowych
poszczegdlnych transkryptéw. Badanie transkryptomu tkanek, fragmentéw na-
rzadéw, czy calych organizmoéw w réznych warunkach i punktach czasowych
pozwala zatem na poznanie niektérych mechanizméw regulacji ekspresji ge-
néw, identyfikacje genéw zaangazowanych w konkretne procesy biologiczne
(takie jak rozwdj, choroby, odpowiedZ na bodzce zewnetrzne), a takze umoz-
liwia odkrywanie nowych markeréw diagnostycznych, prognostycznych lub
terapeutycznych [1].

Zainteresowanie badaniami transkryptomicznymi wzrosto wraz z opracowa-
niem technologii mikromacierzy, a nastepnie wysokoprzepustowego sekwen-
cjonowania drugiej generacji (ang. next generation sequencing, NGS). Technologie
te umozliwily analize catych transkryptomoéw i stworzenie baz danych trans-
kryptomicznych dla wielu organizméw i ich etapéw rozwojowych czy stanéw
chorobowych. Dzieki tym technikom mozliwa byta réwniez identyfikacja no-
wych typéw ncRNA [1]. Ostatecznie, metody sekwencjonowania RNA z wyko-
rzystaniem technik NGS (ang. RNA sequencing, RNA-Seq) zyskaly popularnos¢ i
w duzej mierze wyparly mikromacierze, ze wzgledu na wyzsza czutos¢, umozli-
wienie analizy wszystkich transkryptéw w prébce, zdolnos¢ do wykrywania no-
wych transkryptow i wiekszy zakres dynamiczny pomiaru (zdolnosé do precy-
zyjnego wykrywania réznic w poziomach transkryptéw, zaréwno w przypadku
genéw o wysokiej, jak i niskiej ekspresji) [1].

RNA-Seq ma charakter sekwencjonowania masowego (ang. bulk sequencing),
to znaczy, ze biblioteka otrzymana w wyniku przepisania RNA na DNA, repre-
zentuje ogot czasteczek RNA wyizolowanych z fragmentéw tkanek/organow
skladajacych sie z réznych typéw komorek, o réznym poziomie ekspresji po-
szczegblnych gendéw. Tym samym zbadany poziom ekspresji danego genu ob-
razuje jedynie warto$¢ Srednig dla wszystkich komérek w prébce. Tymczasem
ekspresja gendéw ma charakter czasowo- i komoérkowo-specyficzny. To, ktére
geny podlegaja ekspresji i na jakim poziomie, pozwala wnioskowa¢ nie tylko
o rodzaju komorki, ale odzwierciedla réwniez jej stan, funkcje i odpowiedz na
czynniki zewnetrzne. Dlatego, aby dokladniej zbada¢ zmiennos¢ ekspresji ge-
noéw, lepiej poznaé bioréznorodnoséé komérkowa i zrozumieé zaleznosci miedzy
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komoérkami funkcjonujagcymi w heterogenicznych, zltozo-
nych uktadach, nalezy skupi¢ sie na transkryptomie poje-
dynczych komoérek [2-4].

Pierwsze proby badania transkryptomu pojedynczych
komorek podjeto w latach dziewieédziesiatych XX. i na
poczatku XXI. wieku. Polegaly one na umieszczeniu poje-
dynczej komérki w probéwece, przeniesieniu informacji za-
wartej w mRNA na cDNA (odwrotna transkrypcja) i ampli-
fikacji uzyskanego w ten spos6b cDNA metoda ilosciowej
taficuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reac-
tion, PCR) lub transkrypcji in vitro (ang. in vitro transcription,
IVT) [3,4]. Z czasem zaadaptowano do profilowania eks-
presji genéw pojedynczych komérek popularne woéwczas
mikromacierze. Ograniczeniem tych podejs¢ byla ich niska
przepustowos¢ (niewielka liczba badanych komérek) i brak
mozliwodci analizy calego transkryptomu. Przelomowa
okazata sie praca Tang i wspoétpracownikéw [5], ktérzy po
raz pierwszy zaadaptowali NGS do zbadania transkrypto-
mu komoérek myszy na wczesnym etapie rozwoju embrio-
nalnego. Poczatkowo, sekwencjonowanie transkryptomu
pojedynczych komoérek (ang. single cell RNA sequencing,
scRNA-Seq) byto jednak ograniczone przez technologiczne
i metodyczne bariery. Gléwnym wyzwaniem byta koniecz-
noé¢ fizycznego odseparowania poszczegdlnych komoérek
od siebie podczas calej wieloetapowej procedury, aby zapo-
biec zmieszaniu ze soba transkryptéw (i odpowiadajacych
im ¢cDNA) pochodzacych z réznych komérek. Z czasem
zaczeto wykorzystywaé do tego celu sortowanie komoérek
aktywowane fluorescencja (ang. fluorescence-activated cell
sorting, FACS), aby umiesci¢ pojedyncze komoérki w 384
dotkach mikroptytki, w ktérych nastepnie wykonywano ko-
lejne etapy procedury konstrukeji biblioteki do sekwencjo-
nowania [6, 7]. Metody te nadal jednak pozwalaly na réw-
noczesng analize jedynie od kilkudziesieciu do kilkuset ko-
morek. Zdecydowanym usprawnieniem bylo pojawienie sie
na rynku urzadzen, ktére umozliwily automatyzacje calego
procesu - od precyzyjnego wychwytywania pojedynczych
komoérek az po uzyskanie gotowej do sekwencjonowania
biblioteki [8,9]. Jednocze$nie opracowane zostaly metody
indeksowania transkryptéw pochodzacych z tej samej ko-
moérki wspolnym oligonukleotydowym znacznikiem (ang.
barcoding) dodawanym w procesie odwrotnej transkrypcji
[10]. Dzigki temu mozliwe stato sie taczenie cDNA pocho-
dzacego z réznych komoérek i konstrukcja bibliotek w ra-
mach jednej reakgji.

Kolejny przetom w transkryptomice pojedynczych ko-
morek zwigzany byt z rozwojem technologii kroplowych,
wykorzystujacych uklady mikroprzeptywowe. Obecnie me-
tody polegajace na w pelni zautomatyzowanym zamykaniu
pojedynczych komoérek w obrebie nanolitrowej kropli cie-
szg sie najwieksza popularnoscia. Wysoka przepustowosc,
ktora zapewniaja pozwalajaca na zbadanie transkryptomu
do 20 000 komoérek w pojedynczej reakcji, umozliwia wy-
krywanie i badanie rzadkich populacji [2,4]. Jeszcze wigksza
przepustowoscia, siegajaca nawet miliona komérek w jed-
nym eksperymencie, a do tego brakiem wymagan sprzeto-
wych, charakteryzuja si¢ tak zwane metody ptytkowe [11-
14]. Cho¢ pod pewnymi wzgledami przypominaja pierwsze
metody badania transkryptoméw pojedynczych komorek,
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to wykorzystuja one indeksowanie kombinatoryczne trans-
kryptéw znajdujacych sie¢ w obrebie danej komoérki.

W ostatnich latach naukowcy opracowali wiele proto-
kotéw bazujacych na opisanych powyzej technologiach,
powstalo takze kilka platform dostepnych komercyjnie. Ich
poréwnanie mozna odnalez¢é w licznych pracach przegla-
dowych [2,24].

Wraz z pojawianiem sie kolejnych innowacji technolo-
gicznych i nowych metod scRNA-Seq, szybko rozwinat sie
takze zas6b narzedzi i algorytmow bioinformatycznych, nie
tylko umozliwiajacych réznicowq analize ekspresji genéw,
ale tez pozwalajacych na identyfikacje réznych typéw ko-
morek, charakteryzowanie stanéw komérkowych i rekon-
strukgje trajektorii rozwojowych [4,15].

PRZEBIEG EKSPERYMENTU SEKWENCJONOWANIA
TRANSKRYPTOMU POJEDYNCZYCH KOMOREK
- ETAPY 1 ZWIAZANE Z NIMI WYZWANIA

Analiza transkryptomu pojedynczych komoérek wymaga
pokonania dwéch wyzwar, ktére nie wystepuja w standar-
dowych metodach sekwencjonowania masowego: izolagji i
separacji pojedynczych komoérek oraz amplifikacji niewiel-
kich ilosci mRNA. Protokoty przeznaczone do scRNA-Seq,
cho¢ w szczegoétach réznig sie miedzy soba, obejmuja te
same etapy: separacje pojedynczych komoérek, lize komo-
rek, odwrotng transkrypcje, amplifikacje cDNA, konstruk-
cje biblioteki, sekwencjonowanie oraz bioinformatyczng
analize danych [16]. Kroki te poprzedza przygotowanie
probki bedacej zawiesing pojedynczych komoérek lub jader
komoérkowych (Ryc. 1). Etap ten jest kluczowy dla uzyska-
nia danych o odpowiedniej jakosci i w duzym stopniu decy-
duje o powodzeniu calego eksperymentu.

PRZYGOTOWANIE ZAWIESINY POJEDYNCZYCH
KOMOREK/JADER KOMORKOWYCH

Zlozonos¢ i stopien trudnosci procesu przygotowania
zawiesiny pojedynczych komérek zalezy od rodzaju i cha-
rakteru materialu wyjsciowego oraz docelowej populacji,
ktérej transkryptom ma zostaé zbadany [17]. W przypadku
krwi czy szpiku kostnego, w ktérych nie ma koniecznosci
rozbijania pofaczern miedzykomoérkowych, przygotowanie
probki zwykle ogranicza sie do lizy erytrocytéw i kilku-
etapowego przemycia komoérek buforem, choé¢ w przypad-
ku agregowania materialu moze takze wymagaé saczenia
przez filtry. Hodowle komérkowe réwniez najczeéciej wy-
magaja jedynie tagodnej dysocjacji enzymatycznej np. roz-
tworem trypsyny [17]. Z kolei fragmenty tkanek i organéw,
guzy nowotworowe, a nawet cate organizmy, niejednokrot-
nie wymagaja polaczenia mechanicznych i enzymatycznych
metod dysocjacji. Dla niektérych tkanek, zwykle pochodze-
nia ludzkiego, mysiego lub szczurzego, dostepne sg gotowe
mieszanki enzymow i zoptymalizowane protokoly dysocja-
qji. Planujac procedure przygotowania materiatu do badan
nalezy jednak pamieta¢, ze zywotno$¢ komoérek w docelo-
wej probce powinna wynosi¢ co najmniej 80%. Tymczasem
narazenie na nadmierne dzialanie enzyméw moze uszka-
dzaé¢ komorki i prowadzi¢ do ich $mierci. Ponadto, wyka-
zano, ze dysocjacja wplywa na indukcje ekspresji genéw
odpowiedzi na stres, co w efekcie moze prowadzi¢ do bled-
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Rycina 1. Etapy procedury sekwencjonowania transkryptomu pojedynczych komérek. Pierwszym etapem jest pozyskanie badz przygotowanie zawiesiny pojedynczych
komorek lub jader komérkowych (1). Otrzymany w ten sposob material mozna nastepnie dodatkowo oczyscic¢ lub wzbogaci¢ w pozadana frakgje (2). Kluczowym etapem
jest rozdzielenie pojedynczych komérek lub jader komérkowych do niezaleznych przedziatéw reakcyjnych (3). Nastepnie zachodzi odwrotna transkrypcja, amplifikacja
DNA i przygotowanie bibliotek. Dzieki zastosowaniu znacznikéw, zachowana zostaje informacja o tym, z ktérej komoérki pochodzil dany transkrypt (4). Ostatni etap
obejmuje wysokoprzepustowe sekwencjonowanie, ktére moze by¢ wykonane z wykorzystaniem technologii krétkich Iub dtugich odczytow (5).

nych wnioskéw dotyczacych procesu biologicznego pod-
dawanego badaniom [18-20]. Z tej przyczyny, niezwykle
istotna jest optymalizacja dysocjacji pod katem takich czyn-
nikéw jak stezenie enzymoéw czy czas i temperatura inku-
bacji. Alternatywnym podejsciem, majacym zastosowanie
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do materiatu trudnego do dysocjacji lub tkanek uprzednio
zamrozonych, jest izolacja jader komérkowych [17,21,22].

Niezaleznie od podejscia, nalezy zadbac o to, aby udziat
poszczegdlnych typéw komoérek w probee odzwierciedlat
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ich proporcje w materiale wyjsciowym, chyba, ze celem
eksperymentu jest zbadanie konkretnej populacji komo-
rek. Zastosowanie maja wowczas metody polegajace na
wzbogaceniu probki w okreslony rodzaj komoérek, takie
jak: FACS czy sortowanie magnetyczne (ang. magnetic-acti-
vated cell sorting, MACS). FACS jest powszechnie stosowa-
na metoda polegajaca na separacji komorek okredlonego
typu na podstawie sygnatu fluorescencyjnego. Sygnat ten
moze pochodzi¢ miedzy innymi od biatka reporterowego
powstajacego w komorce, czy znacznika fluorescencyjne-
go polaczonego z przeciwcialem rozpoznajacym okreélony
antygen na powierzchni lub wewnatrz komoérki. Metoda ta
pozwala na stosunkowo precyzyjne wyselekcjonowanie po-
zadanych komoérek. W procedurze MACS stosuje sie kulki
paramagnetyczne sprzegniete z przeciwcialami skierowa-
nymi przeciwko okreslonemu antygenowi na powierzchni
komorki. Prébke inkubuje sie z kulkami, a nastepnie prze-
puszcza przez kolumne separacyjng znajdujaca sie w polu
magnetycznym. Komoérki zwigzane z kulkami paramagne-
tycznymi pozostaja na kolumnie, a pozostale swobodnie
przez nia przeplywaja. Metoda ta sluzy gléwnie do elimi-
nacji z prébki komoérek niepozadanych, np. dominujacych
pod wzgledem iloéciowym, w przypadku, gdy celem eks-
perymentu jest zbadanie mniej licznej populacji. Powyzsze
metody stosuje sie rowniez w celu pozbycia sie z probki ko-
moérek martwych lub fragmentéw komérkowych (ang. cell
debris) trudnych do odseparowania standardowymi meto-
dami oczyszczania probki (filtracja, ptukanie, wirowanie).

SEPARACJA POJEDYNCZYCH KOMOREK

Istota tego etapu jest odseparowanie od siebie poszcze-
golnych komorek tak, aby umozliwi¢ pézZniejsze wyznako-
wanie ich transkryptéw. Stanowi to wyzwanie zwlaszcza
w przypadku prébek zawierajacych liczne populacje ko-
morek, zréznicowane pod wzgledem wielkosci i ksztattu.
Dodatkowo, manipulacja komérkami powinna by¢ na tyle
tagodna i sprawna, aby nie wywierata wptywu na ekspre-
sje genoéw i pozwalata zachowa¢ integralnos¢ bton komor-
kowych. Rozpad komérek powoduje bowiem uwolnienie
transkryptéw do buforu i prowadzi do artefaktéow w anali-
zie. Ponadto, duza uwage przywiazuje sie do skalowalnosci
metod wychwytywania pojedynczych komorek. Najbar-
dziej pozadane sa rozwigzania, ktére umozliwiajg analize
zaréwno probek ubogokomoérkowych, jak i tych o duzym
zréznicowaniu, liczacych kilkadziesiat tysiecy komorek, z
zachowaniem wysokiej precyzji i niezawodnosci.

Zasadniczo stosuje sie trzy podejscia. W pierwszym, hi-
storycznie najstarszym, komoérki rozdzielone sa fizycznie
poprzez umieszczenie ich w oddzielnych dotkach na mikro-
plytce lub kompartmentach na specjalnym czipie. Kolejny
sposob separacji pojedynczych komorek reprezentuja tech-
nologie kroplowe, bazujace na mikroprzeptywach i wytwa-
rzaniu emulsji typu woda w oleju. Poszczegolne komoérki
zamykane sa w oddzielnych kroplach, ktére stanowia prze-
strzeni do zachodzenia kolejnych proceséw az do uzyskania
pierwszej nici cDNA. Podejsciem alternatywnym wobec
powyzszych sa metody plytkowe stosujace indeksowanie
kombinatoryczne, w ktérych nie dochodzi do fizycznego
odseparowania komorek. Komorki do analizy zostaja spe-
cjalnie utrwalone i same w sobie stanowia odrebny prze-
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dziat, w ramach ktérego dochodzi do przylaczania znaczni-
kow oligonukleotydowych i odwrotnej transkrypciji.

LIZA KOMOREK, ODWROTNA TRANSKRYPCJA
I AMPLIFIKACJA ¢cDNA

We wszystkich metodach, poza wspomnianym powyzej
podejéciem plytkowym, odseparowane od siebie komor-
ki ulegaja lizie celem uwolnienia znajdujacych sie w nich
transkryptow. W klasycznej metodzie RNA-Seq wymagane
jest 0,1-1,0 ng catkowitego RNA do stworzenia biblioteki.
Tymczasem iloé¢ catkowitego RNA obecnego w pojedyn-
czej komorce jest znacznie mniejsza i wynosi od 1-50 pg,
w zaleznosci od typu komérki [23], a mRNA stanowi zwy-
kle jego niewielki odsetek, ok. 1-5%. Aby przezwyciezy¢
problem malej ilosci materialu, wychwytuje sie czasteczki
mRNA i selektywnie przepisuje si¢ je na cDNA w proce-
sie odwrotnej transkrypcji, a nastepnie amplifikuje przed
utworzeniem biblioteki. Przewazajaca wiekszo$¢ technik do
specyficznego wychwytywania czasteczek mRNA wyko-
rzystuje znajdujacy sie na ich koricach 3’ ciag reszt adeni-
nowych (fragment poliadenylowy, ogon poli(A)). Pozwala
to uniknaé amplifikacji obecnego w duzych iloéciach ry-
bosomalnego RNA. Analiza niepoliadenylowanych RNA
jest trudniejsza i wymaga zastosowania specjalistycznych
protokotéw. Ogon poli(A) wylapywany jest przy uzyciu
oligonukleotydu ztozonego z reszt tymidynowych (oligo-
(dT)). Odwrotna transkryptaza wykorzystuje oligo(dT) jako
starter do syntezy pierwszej nici cDNA, komplementarnej
do mRNA.

W zaleznosci od protokotu scRNA-Seq, do oligo(dT) do-
taczone sa réwniez inne sekwencje nukleotydowe, takie jak:
(i) znacznik (ang. barcode) jednakowy dla wszystkich cza-
steczek mRNA z danej komoérki; (ii) odcinki adaptorowe
umozliwiajace sekwencjonowanie na platformach NGS; (iii)
unikatowe identyfikatory molekularne (ang. unique molecu-
lar identifiers, UMI), stuzace do jednoznacznego oznaczenia
pojedynczej czasteczki mRNA. Pozwalaja one na identyfi-
kacje duplikatéw wynikajacych z amplifikacji PCR i ich usu-
niecie podczas analizy bioinformatyczne;j.

Dodawanie znacznikéw umozliwia polaczenie materia-
tu pochodzacego z wielu komérek i przeprowadzanie ko-
lejnych etapéw eksperymentu (synteza drugiej nici cDNA,
amplifikacja, konstrukcja bibliotek) w sposéb zbiorczy,
w jednej probéwce. Aby zwiekszy¢ przepustowosé, czyli
umozliwi¢ Iaczenie materiatu pochodzacego z wiekszej licz-
by komoérek, konieczne jest uzycie wiekszej liczby znaczni-
kéw, co z kolei wymaga zastosowania dtuzszych oligonu-
kleotydéw. Mozna jednak uniknaé tego problemu, stosujac
strategie kombinatorycznego przytaczania kilku krétszych
fragmentéw w nastepujacych po sobie rundach ligacji - roz-
wigzanie to znalazto zastosowanie w metodach plytkowych
typu SPLiT-seq (ang. split pool ligation-based transcriptome se-
quencing) czy sci-RNA-seq (ang. single cell combinatorial inde-
xing RNA sequencing) [11-14].

Wyznakowane, jednoniciowe cDNA z pojedynczych
komorek na tym etapie sa faczone, a dalsze procesy prze-
biegaja zbiorczo. Amplifikacja cDNA najczesciej odbywa
sie z wykorzystaniem PCR, rzadziej na drodze transkrypcji
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in vitro, po ktérej nastepuje kolejna runda odwrotnej trans-
krypdji [2,4,24].

Kluczowe dla etapu wychwytywania transkryptéw i am-
plifikacji materiatu, szczegélnie w przypadku genéw o ni-
skiej ekspresji, jest zapewnienie wysokiej wydajnosci proce-
su odwrotnej transkrypcji i syntezy drugiej nici cDNA [17].

SEKWENCJONOWANIE

Wyznakowane czasteczki cDNA podlegaja standardo-
wym etapom przygotowania bibliotek do NGS, zaleznie
od wybranej platformy. Koricowa biblioteka po raz kolej-
ny podlega amplifikacji za pomoca PCR. W ostatnim czasie
coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ adaptacja do
scRNA-Seq technologii sekwencjonowania trzeciej gene-
racji, wykorzystujacych dlugie odczyty [25-27]. Ich zaleta,
w poréwnaniu z technikami drugiej generacji, jest wyzsza
skuteczno$¢ w wykrywaniu alternatywnego splicingu lub
rearanzacji DNA (fuzji genowych) dzieki bezposredniemu
sekwencjonowaniu nienaruszonych cDNA o pelnej diugo-
§ci oraz ulepszone wykrywanie izoform, jak i nowych trans-

kryptéw, w tym takze fuzyjnych [28,29].

BIOINFORMATYCZNA ANALIZA DANYCH

Coraz wigksza dostepnos¢ metod eksperymentalnych
sprawia, ze badania transkryptoméw pojedynczych komo-
rek ciesza sie stale rosnaca popularnoécia. Bioinformatyczna
analiza danych scRNA-Seq to wieloetapowy proces, ktory
ze wzgledu na zlozonos¢ i rozmiar uzyskanych danych cze-
sto stanowi duze wyzwanie. Dobér odpowiednich narzedzi
i metod zalezy m.in. od problemu badawczego, wykorzy-
stanej technologii oraz charakterystyki danych. Wedtug
bazy danych scRNAtools (https://www.scrna-tools.org/,
[2,30]) obecnie dostepnych jest 1 720 narzedzi do analizy

danych scRNA-Seq (stan na 29 lutego 2024), co podkresla
kluczowe znaczenie metod analitycznych.

W ogélnym zarysie, proces analizy danych scRNA-Seq
mozna podzieli¢ na trzy gléwne etapy: analize pierwszo-,
drugo- i trzeciorzedowa (Ryec. 2) [4].

Analiza pierwszorzedowa dotyczy przetwarzania suro-
wych danych sekwencjonowania (FASTQ), w tym kontroli
jakosci odczytéw oraz mapowania (przyréwnania) odczy-
tow do sekwencji referencyjnej. Filtrowanie danych o ni-
skiej jakosdci umozliwia uzyskanie bardziej precyzyjnych i
wiarygodnych wynikéw na péZniejszych etapach analizy.
Sekwencje znacznikéw komoérkowych (ang. barcode) i mole-
kularnych (UMI) zawarte w danych sekwencjonowania sg
wykorzystywane do stworzenia wielowymiarowej macie-
rzy zliczen, ktéra przedstawia poziom ekspresji genéw w
poszczegblnych komérkach [15,31].

Analiza drugorzedowa obejmuje szereg etapé6w dotycza-
cych przetwarzania macierzy ekspresji, takich jak: kontrola
jakosci i filtrowanie komorek o niskiej jakosci, normalizacja,
selekcja gendéw o wysokiej zmiennosci (ang. highly variable
genes, HVGs), redukcja wymiarowosci danych, klastrowa-
nie oraz adnotacja typéw komorek [15,31]. Jej gtéwnym
celem jest wyselekcjonowanie komoérek o wysokiej jakosci
oraz zniwelowanie szumu, ktéry moze przestania¢ rzeczy-
wisty sygnat biologiczny. Analiza danych scRNA-Seq w
wiekszosci opiera sie na zalozeniu, ze kazda kropla zawiera
RNA z nienaruszonej, pojedynczej komorki. Stad kontrola
jakosci i filtrowanie macierzy ekspresji ma tu kluczowe zna-
czenie. Korekta macierzy uwzglednia filtrowanie pustych
kropel (zawierajacych wylacznie wolne, bezkomoérkowe
RNA), kropel zawierajacych wiecej niz jedng komorke (tzw.
dubletow) oraz komorek o niskiej jakosci, takich jak martwe
lub uszkodzone. Identyfikacja tych ostatnich prowadzona
jest w oparciu o podstawowe wskazniki kontroli jakosci

analiza pierwszorzedowa

o mapowanie
kontrola jakosci —> i wa ntyfikacja
GTGCGGTTCCTGGAGCA cl 2 ¢3
GCAGAACAAGGTTCTGG g 0| 5|3
ACACCAAGTGGACCCGC @210 0 0
TGCAGGAGCAGGGCACC
AAGACGTCAAGTGGACG g3|15| 00
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Rycina 2. Etapy bioinformatycznej analizy danych sekwencjonowania transkryptomu pojedynczych komoérek.
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m.in. liczbe genow i liczbe transkryptéw (UMI) w komor-
ce oraz procentowy udzial genéw mitochondrialnych. Aby
skutecznie zidentyfikowa¢ komorki o niskiej jakosci, ko-
nieczne jest, by te metryki byty analizowane i oceniane Iacz-
nie, dla kazdej prébki niezaleznie. Mimo, ze w literaturze
podawane sa przykladowe graniczne wartosci liczbowe dla
kazdego ze wspomnianych parametréw, nalezy pamietac,
ze stanowia one ogdlne wytyczne i sprawdzaja sie tylko dla
niektérych rodzajow badanego materialu biologicznego.
Niska liczba genéw i UMI przypisanych do danego znacz-
nika komorki moze $wiadczy¢ o uszkodzeniu tej komoérki
lub o tym, ze w rzeczywistoéci do znacznika przypisane
zostaly przypadkowe transkrypty uwolnione do prébki z
martwych komoérek. W takim przypadku moze wzrastaé
takze procentowy udzial genéw mitochondrialnych (po
rozpadzie komoérek uwolnione z nich mitochondria zacho-
wuja integralnosc i to one stanowia materiat do procedu-
ry eksperymentalnej). Z kolei wysoka liczba genéw i UMI
moze wskazywac (cho¢ nie musi), Ze takie dane pochodza z
wiecej niz jednej komorki. Dobér progéw filtrowania zalezy
od rodzaju danych, jakosci i rodzaju komérek oraz proble-
mu badawczego. W ustaleniu kryteriéw filtrowania pomoc-
ne jest wykreslenie rozkladu dla poszczegdlnych metryk,
na przykiad przy uzyciu histogramu czy wykresu pudetko-
wego, a takze analiza korelacji [15,31]. Normalizacja danych
stanowi kolejny istotny etap analizy. Réznice w wielkosci
komorek oraz nieréwnomierno$é¢ sekwencjonowania skut-
kuja zréznicowana liczba genéw w komoérkach badanej
probki. Dlatego, aby umozliwi¢ poréwnanie ze soba profili
ekspresji calej puli komoérek w badanej prébce, konieczna
jest wczesniejsza normalizacja danych. Wybor genéw o wy-
sokiej zmiennosci opiera si¢ na zalozeniu, ze wiekszosc¢ ge-
néw w kazdej komoérce odpowiada za jej metabolizm pod-
stawowy, a ich poziom ekspresji jest staly. Skoncentrowanie
analizy na genach wykazujacych znaczne réznice w ekspre-
sji miedzy komoérkami pozwala zatem zidentyfikowaé geny
najbardziej istotne dla danego eksperymentu, jak réwniez
przyspiesza analize tak zlozonych danych. Stosowane me-
tody selekcji powinny jako istotne traktowac geny, ktore sa
kluczowe dla zmiennosci biologicznej w zestawie danych,
skupiajac sie na tych, ktére réznig sie miedzy typami ko-
morek w badanej prébce. Wielowymiarowe dane scRNA-
-Seq stanowig ogromne wyzwanie zaréwno pod wzgledem
obliczeniowym jak i w interpretacji wynikéw. Dlatego ko-
lejny krok to redukcja wymiarowosci danych. W analizie
scRNA-Seq popularng technika redukcji wymiarowosci
danych jest analiza skladowych gtéwnych (ang. principal
component analysis, PCA). Wykorzystuje ona fakt, ze gru-
py genéw maja zblizone wzorce ekspresji w okredlonych
warunkach, dzieki czemu nie ma potrzeby szczegélowego
Sledzenia kazdego z nich z osobna. Mozliwos¢ zastgpienia
skorelowanych cech przez nieskorelowane sktadowe glow-
ne pozwala na zmniejszenie wymiarowosci zbioru danych,
jednoczesnie zachowujac istotne réznice miedzy danymi.
Techniki redukcji wymiarowoséci mozna zastosowaé do
wizualizacji lub podsumowania podstawowej topologii
danych. Ztozong strukture danych scRNA-Seq trudno jest
przedstawi¢ przy pomocy dwoch lub trzech skladowych
glownych. Stad, aby uzyska¢ dwuwymiarowa projekcje
analizowanego zbioru danych wykorzystuje sie wybrany
wczedniej zestaw skladowych gtéwnych w algorytmach
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takich jak UMAP (ang. uniform manifold approximation and
projection) lub t-SNE (ang. t-distributed stochastic neighbor em-
bedding) [15,31]. Sa to najpowszechniej uzywane narzedzia
do wizualizacji danych w postaci subpopulacji sktadajacych
sie¢ z pojedynczych komérek, ktére taczy podobny profil
transkryptomiczny. Ich zastosowanie ulatwia dalsze etapy
analizy i eksploracje danych.

Kolejny etap obejmuje klastrowanie i adnotacje wyodreb-
nionych subpopulacji komérek. Klastrowanie ma kluczowe
znaczenie dla wiekszosci analiz, poniewaz identyfikuje gru-
py komoérek o podobnych profilach ekspresji. Niektére z
tych grup moga reprezentowac rézne typy komorek, a inne
mozna uznaé za posrednie stany komérkowe, w zaleznosci
od danego uktadu biologicznego. Adnotacja to proces przy-
pisania zidentyfikowanym skupiskom komoérek nazw biolo-
gicznych, np. typu komorki. Stosuje sie tu podejécia reczne
lub automatyczne. Adnotacja automatyczna wykorzystuje
publicznie dostepne zestawy danych, ktére zawierajq infor-
macje o znanych typach komoérek, ich markerach genetycz-
nych czy funkcjach. Proces ten polega na dopasowaniu pro-
fili ekspresji komoérek w analizowanej probce do znanych
typoéw komorek z bazy danych. Najbardziej popularna baza
komorek ludzkich jest Human Cell Atlas (HCA, https://
www.humancellatlas.org/). Adnotacja automatyczna zwy-
kle nie jest wystarczajaca i mozna jg traktowac jako etap
wstepny. Zlotym standardem jest adnotacja reczna. W tym
przypadku poszczegdlne subpopulacje komoérek opisuje sie
w oparciu o geny markerowe zidentyfikowane dla kazdego
klastra. Zaleca sig, o ile to mozliwe, wykorzystanie zar6wno
adnotacji automatycznej jak i recznej w celu uzyskania jak
najbardziej rzetelnych i wiarygodnych wynikéw [15,31].

Analiza trzeciorzedowa to etap, ktéry w najwiekszym
stopniu uzalezniony jest od konkretnego pytania biologicz-
nego postawionego na poczatku eksperymentu. Obejmuje
m.in. analize réznicowej ekspresji genéw, analizy funk-
cjonalne, rekonstrukcje trajektorii rozwojowych komoérek,
identyfikacje oddzialywani miedzykomoérkowych i wiele
innych [4,15,31].

PODSTAWOWE TECHNOLOGIE

Technologie transkryptomiki pojedynczej komérki réz-
nig si¢ miedzy soba przede wszystkim sposobem separacji
pojedynczych komoérek i znakowania transkryptéw. Naj-
bardziej popularne obecnie sa metody kroplowe, wykorzy-
stujace uklady mikroprzeptywowe do wytworzenia emulsji
typu woda w oleju. Krople generowane sa w taki sposéb,
aby znalazly sie w nich hydrozelowa lub polistyrenowa kul-
ka z przytwierdzonym do niej oligonukleotydowym znacz-
nikiem polaczonym z ogonem oligo(dT) oraz pojedyncza
komorka. W kolejnych krokach w obrebie kazdej kropli
dochodzi do lizy komérki, uwolnienia transkryptéw, ich
wychwycenia i wyznakowania oraz odwrotnej transkryp-
ji. Zaleta tego podejscia jest jego wysoka przepustowosc.
Obecnie rozwigzania oferowane przez wiodacego dostawce
kroplowych technologii scRNA-Seq, umozliwiaja enkapsu-
lacje (wychwycenie i zamkniecie w obrebie kropli) nawet
do 20 000 komérek lub jader komérkowych w jednej prob-
ce. Ograniczenia metod wykorzystujacych mikrokapilary
wynikaja z trudnosci z wychwyceniem komérek o duzych
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Rycina 3. Zastosowania sekwencjonowania transkryptomu pojedynczych komorek.

biologia roslin

rozmiarach i/lub nietypowym ksztalcie, ktére mogtyby
spowodowac zablokowanie uktadu przeplywowego. Dla
tego typu probek, a takze dla otoczonych $ciang komoérko-
wa komorek roslinnych, zaleca sie podejécie polegajace na
izolacji i enkapsulacji jader komoérkowych (ang. single nuclei
RNA sequencing, snRNA-Seq). Metody kroplowe wykorzy-
stuja specjalne czipy i urzadzenia wyposazone w systemy
pomp. Niestety, z uwagi na ich koszt, dostep do nich jest
ograniczony. Laboratoria $wiadczace ustugi przygotowania
bibliotek do sekwencjonowania z wykorzystaniem metod
kroplowych czesto zlokalizowane sa w pewnej odleglosci
od miejsca prowadzenia badan, co sprawia, ze dostarcze-
nie prébki o odpowiedniej jakosci, czyli zawiesiny pojedyn-
czych komoérek charakteryzujacej sie wysokim odsetkiem
komoérek zywych, jest problematyczne. W takim przypadku
rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie metody plytkowej,
wykorzystujacej indeksowanie kombinatoryczne. Brak wy-
magan co do specjalistycznego sprzetu oraz ograniczen w
kwestii rozmiaru czy ksztattu komorek sprawia, ze metoda
ta moze by¢ zastosowana praktycznie w kazdym laborato-
rium. Dodatkowa zaleta jest praca z komérkami utrwalony-
mi, dzieki czemu mozliwe jest zebranie prébek w réznych
punktach czasowych, utrwalenie ich i pézniejsza analiza w
ramach jednego eksperymentu. Utrwalone i permeabilizo-
wane komoérki rozdziela sie do dotkéw mikroptytki w ilosci
do kilkunastu tysiecy komorek na dotek. Proces odwrotnej
transkrypgji i przylaczenia znacznika komérkowego wraz
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z oligonukleotydowym acznikiem odbywa sie in situ we-
wnatrz komoérek. Po nim, wszystkie komoérki sa zbierane
i mieszane, a nastepnie ponownie rozdzielane do dotkéw
mikroplytki. W dwéch kolejnych rundach ligacji (po kazdej
nastepuje zebranie, zmieszanie i ponowne rozdzielenie ko-
morek do dotkéw) dodawane sa dwa dodatkowe znaczniki,
UMI oraz adaptery umozliwiajace przeprowadzenie NGS.
Dopiero po tym etapie zebrane komoérki poddawane sa lizie,
a wyznakowane czasteczki cDNA podlegaja amplifikacji i
konstruowana jest wlasciwa biblioteka do sekwencjonowa-
nia. Z kazda runda znakowania wykladniczo rosnie liczba
kombinacji przytaczanych znacznikéw. Metody plytkowe
cechuja si¢ wyjatkowo wysoka przepustowoscig, umozli-
wiajac zbadanie od 10 000 do nawet 1 000 000 komorek. Nie-
kiedy jednak materiat do badan jest ograniczony iloéciowo.
Wowczas najlepszym rozwiazaniem moze okazac sie tech-
nika, w ktérej od kilkudziesieciu do kilkuset pojedynczych
komoérek jest umieszczanych za pomoca sortera w dotkach
mikroptytki, albo przy uzyciu precyzyjnych dyspenseréw
w zaglebieniach na specjalnym chipie. Nowoczesne nano-
dyspensery wyposazone w modul do obrazowania umozli-
wiaja wybranie jedynie tych dotkéw, w ktérych znalazty sie
zywe komorki. Nastepnie automatycznie wykonuja kolejne
etapy lizy komorek, znakowania transkryptéw i syntezy
c¢DNA oraz konstrukgji i amplifikacji bibliotek, zuzywajac
niewielkie objetosci odczynnikow.
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ZASTOSOWANIA

Transkryptomika pojedynczych komoérek umozliwia eks-
ploracje heterogenicznosci komoérkowej, zbadanie rzadkich
populacji komorek w ztozonych uktadach tkankowych i od-
krywanie nowych populacji. Dostarcza kompleksowego ob-
razu obecnych w prébce typoéw i podtypéw komoérek wraz
z informacja o ich profilach transkrypcyjnych, a takze daje
mozliwoé¢ éledzenia trajektorii rozwojowych czy progresji
choroby. Pozwala réwniez na badanie dynamiki ekspresji
gendéw, zmian stanu komorek i ich odpowiedzi na bodZce.
Bogactwo informacji dostarczanych przez analizy scRNA-
-Seq oraz mozliwo$¢ wykorzystania tych metod do bada-
nia komérek z hodowli in vitro, organoidéw, fragmentéw
tkanek ludzkich, zwierzecych i roélinnych, a nawet catych
organizmoéw, decyduja o szerokim spektrum zastosowar tej
technologii (Ryc. 3).

TWORZENIE ATLASOW TKANEK,
ORGANOW I CALYCH ORGANIZMOW

Atlasy tkanek, organéw, czy calych organizmoéw sta-
nowia nieocenione zrédlo wiedzy, ukazujac zaréwno réz-
norodnos$é, jak i hierarchie komérek w danym ukladzie
biologicznym. Tworzenie i utrzymywanie takich atlaséw
to obecnie jeden z kluczowych aspektow skupiajacych
miedzynarodowe wysilki ré6znych konsorcjow, takich jak
Human Cell Atlas (HCA, https://www.humancellatlas.
org/). Ten rozbudowany atlas komoérek ludzkich stanowi

obecnie istotne narzedzie nie tylko w badaniach podsta-
wowych proceséw biologicznych, lecz takze w diagno-
styce i leczeniu choréb, zwlaszcza tych zwigzanych z
zaburzeniami regulacji ekspresji genéw w konkretnych
komoérkach [32]. Oprécz niego dostepny jest bogaty ze-
staw innych atlasow komoérek cztowieka, uwzgledniaja-
cy rézne etapy rozwojowe, w tym takze embrionalny i
plodowy. Szczegblowe zestawienie tych atlaséw znajdzie
Czytelnik w pracy Ye i wsp. [33]. Ponadto, w ostatnich
kilkunastu latach powstalo wiele atlaséw, obejmujacych
rézne zwierzeta i roéliny, m.in. organizmy modelowe i
wazne z ekonomicznego punktu widzenia (Tabela 1)
[33,34]. Atlasy referencyjne umozliwiaja automatyzacje
adnotacji nowych zbioré6w danych i prowadzenie analiz
poréwnawczych réznych tkanek czy stanoéw chorobo-
wych. Niemniej jednak, réznorodnos¢ protokolow ekspe-
rymentalnych i metod uzytych do generowania danych
przez poszczegblne laboratoria wprowadza znaczacy
zmienno$¢ techniczng. W celu jej zniwelowania koniecz-
ne jest zastosowanie zaawansowanych technik integracji
danych. W erze wielkoskalowych, multiomicznych i in-
tegracyjnych metaanaliz, atlasy pojedynczych komérek
dostarczaja nowych informacji, umozliwiajac identyfika-
cje zwiazkéw miedzy genami, chorobami, a terapiami na
poziomie komérkowym i tkankowym [33].

Tabela 1. Wybrane atlasy transkryptomiczne pojedynczych komoérek zwierzat i roslin (na podstawie [33,34].

Przynaleznosé

Nazwa taciniska .
taksonomiczna

Nazwa polska

Rodzaj atlasu

Zrédto

Hydra vulgaris stutbia pospolita parzydetkowce caly organizm [45]

Xenia sp. parzydetkowce caly organizm [47]

Spongilla lacustris nadecznik stawowy gabki caly organizm [49]

Caenorhabditis elegans nicienie caly organizm [51]

Drosophila melanogaster muszka owocowa  owady caly organizm [53]

Danio rerio danio pregowany  ryby caly organizm [52]

Gallus gallus domesticus kura domowa ptaki caly organizm (embrion) [56]

Bos taurus bydto domowe ssaki 10 tkanek [58]

Macaca fascicularis makak krabozerny  ssaki 45 tkanek [60]

Oryza sativa ryz siewny wiechlinowate siewka (fragmenty pedu i korzenia) [62]

Arachis hypogaea orzech ziemny bobowate lis¢ [63]
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BIOMEDYCYNA

Transkryptomika pojedynczych komérek stata sie rewo-
lucyjnym narzedziem biomedycyny. Analizy scRNA-Seq
sq na szeroka skale stosowane w onkologii, immunologii,
neurobiologii i kardiologii. Wykorzystuje sie je by poznaé
mechanizmy procesu starzenia oraz rozwoju choréb meta-
bolicznych i zakaznych. Ponadto, informacje zebrane dzieki
wykonaniu scRNA-Seq, przyczyniaja sie do rozwoju inzy-
nierii tkankowej, odkrywania i opracowywania nowych
lekéw oraz rozwoju podejs¢ medycyny spersonalizowanej
[2,4,22,24,35]

scRNA-Seq w badaniu nowotworéw

Sekwencjonowanie transkryptomu pojedynczych komoé-
rek pozwolilo naukowcom i klinicystom przyjrze¢ sie bli-
zej tajnikom inicjacji i progresji nowotworu, powstawaniu
przerzutéw oraz odpowiedzi na leczenie. Informacje zdo-
byte dzieki zastosowaniu scRNA-Seq moga postuzyé¢ do
opracowania nowych strategii terapeutycznych.

W guzach nowotworowych komorki ztosliwe, komorki
niezlosliwe i czynniki pozakomérkowe oddzialuja syner-
gistycznie, tworzac skomplikowany ,ekosystem guza”.
Sktada sie on z dwoéch czesci: komérek nowotworowych
(ztosliwych) i mikrosrodowiska guza (ang. tumor microenvi-
ronment, TME), tworzonego przez komorki niezlosliwe (m.
in. limfocyty T, limfocyty B, komorki mieloidalne, fibrobla-
sty, osteoblasty, komorki srédblonka, adipocyty) i sktadniki
macierzy zewnatrzkomoérkowej [36]. Oprocz oczywistych
badan ukierunkowanych na opisanie heterogenicznosci
komoérkowej samego guza, cennych informacji dostarcza-
ja takze analizy jego mikrosrodowiska [36]. Wykazano, ze
sktadniki TME maja wplyw na rozwéj guza, miedzy inny-
mi przez bezposrednie oddziatywania miedzykomérkowe
oraz wydzielanie czasteczek bedacych ligandami dla recep-
toréw powierzchniowych komoérek nowotworowych, mo-
gacymi zmienia¢ okreslone szlaki sygnatowe tych komoérek.
Transkryptomika pojedynczych komoérek umozliwia nie
tylko identyfikacje typéw komorek obecnych w ekosyste-
mie guza, ale réwniez rozréznienie ich stanéw. Dostarcza
tym samym informagji o etapach cyklu komérkowego, pro-
cesach metabolicznych zachodzacych w komérkach TME
i uruchomionych szlakach sygnatowych, co ma zaréwno
istotne implikacje biologiczne, jak i kliniczne [24,36].

Analizy scRNA-Seq, ze wzgledu na oferowana mozli-
wos¢ wykrywania rzadkich populacji komérek, stanowia
doskonate narzedzie do badania krazacych komérek nowo-
tworowych (ang. circulating tumor cells, CTCs), czyli uwol-
nionych z guza pierwotnego komérek nowotworowych
obecnych we krwi obwodowej. CTCs sg istotnym czynni-
kiem powstawania przerzutéw, a ich wczesne wykrycie we
krwi jest wazng wskazoéwka dla rokowania, oceny skutecz-
nosci terapii i spersonalizowanego leczenia pacjentow [35].

scRNA-Seq w immunologii

Jednym z gléwnych zastosowan transkryptomiki po-
jedynczych komoérek jest badanie ré6znorodnosci typow i
stanéw funkcjonalnych komoérek odpornosciowych oraz
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ich oddzialtywan miedzy soba i z innymi komérkami. Po-
zwala to lepiej zbadaé procesy prawidlowej i patologicznej
odpowiedzi immunologicznej [2,24]. SCRNA-Seq jest szcze-
goblnie poteznym narzedziem do zglebiania réznorodnosci i
cech receptoréw limfocytow T i B. Te kompleksy biatkowe
sa kluczowymi elementami odpornoéci nabytej, odpowie-
dzialnymi za rozpoznawanie i reagowanie na konkretne an-
tygeny. Wykazuja zatem wysoka ré6znorodnosé, generowa-
na m.in. dzigki zjawisku rekombinacji somatycznej, podczas
ktorej nastepuje rearanzacja segmentéw genéw kodujacych
biatka tworzace receptory (tzw. rekombinacja V(D)]). Dzie-
ki wykorzystaniu scRNA-Seq do badania tych receptoréw,
naukowcy moga lepiej scharakteryzowa¢ ogromny zbior
sekwencji kodujacych receptory, a takze wzorce ekspresji
gendéw zwigzane z ich aktywacja i funkcjg, czy tez $ledzic
klonalnoé¢ limfocytéw B i T. Na szczegblng uwage zastu-
guja tutaj metody, dzieki ktérym mozliwe jest przygotowa-
nie dwoch rodzajéow bibliotek dla tych samych komorek.
Jedna biblioteka umozliwia woéwczas okreslenie profilu
transkryptomicznego, a druga zbadanie segmentéw V(D)
J. Informacje te mozna polaczy¢ na etapie analizy danych i
przypisaé komoérce o danym ukladzie V(D)] okreslony pro-
fil ekspresji genow.

W licznych badaniach naukowych analizuje sie zmiany
ekspresji genéw w komorkach odpornosciowych przed i
po stymulacji lub w kontekscie choroby, w celu opisania
mechanizméw molekularnych zwigzanych z aktywacja im-
munologiczna, réznicowaniem i funkcja tych komoérek. Te
informacje pomagaja w zrozumieniu odpowiedzi immuno-
logicznej na patogeny, choroby autoimmunologiczne, no-
wotwory i inne zaburzenia odpornosciowe [2,24]. Przykla-
dowo, analizy scRNA-Seq jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej oraz komoérek wyizolowanych z popluczyn
pecherzykowo-oskrzelikowych wykazaty, ze SARS-CoV-2,
wywolujacy chorobe zakazng COVID-19, indukuje unikato-
we szlaki sygnatowe w komoérkach uktadu odpornosciowe-
go. Wykazano réwniez, ze proporcje poszczegdlnych typow
komorek odpornosciowych sa odmienne u rekonwalescen-
tow i pacjentéw w umiarkowanym oraz ciezkim stadium
choroby. Dodatkowo, przeprowadzono badania jader ko-
morkowych wyizolowanych z tkanek pluc, nerek, watroby
oraz serca, pochodzacych z autopsji pacjentéw zmartych
wskutek ciezkiego przebiegu COVID-19. Ujawnily one
zmiany strukturalne tkanki ptucnej, zaburzenia ré6znicowa-
nia si¢ komoérek pecherzykowych, ekspansje fibroblastéw
oraz zmiany transkrypcyjne w komoérkach pozostatych or-
ganow [4].

scRNA-Seq w neurobiologii

Badania transkryptomiczne pojedynczych komérek zre-
wolucjonizowaly odkrywanie zlozonosci budowy mézgu.
Wigkszos¢ analiz w tym zakresie wykonano wykorzystu-
jac mézgi myszy na etapie rozwoju embrionalnego oraz
dojrzatych. Skonstruowano kompleksowe atlasy komoérek
z réznych regionéw moézgu oraz wykazano istnienie zréz-
nicowania transkryptomicznego miedzy neuronami a ko-
moérkami spoza ukladu nerwowego [22]. Wyniki te stuza
jako istotny punkt odniesienia dla badan nad patologiami
moézgu, w tym chorobami neurodegeneracyjnymi, zaburze-
niami neurologicznymi, chorobami psychicznymi i guzami
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moézgu, podkresdlajgc przydatnosé transkryptomiki poje-
dynczych komérek RNA w poszerzaniu naszego zrozumie-
nia zaburzen mézgu [22].

ScRNA-Seq przyczynilo sie do poznania budowy i funk-
cgjonowania moézgu, szczegdlnie w kontekscie selektywnej
wrazliwoéci neuronéw. W wiekszosci choréb neurodegene-
racyjnych istnieja okreslone grupy komérek, ktore sa szcze-
goblnie podatne na degeneracje, cho¢ mechanizmy moleku-
larne lezace u podstaw tej selektywnej wrazliwosci pozosta-
ja stabo zrozumiane i stanowig jedna z gtéwnych przeszkod
w leczeniu tych stanéw [22]. Na przyklad, w chorobie Al-
zheimera neurony z niektérych obszaréw moézgu, takie jak
neurony piramidowe warstwy Il kory srédwechowej, ko-
morki piramidowe CA1 hipokampu oraz neurony pirami-
dowe w obszarach asocjacyjnych kory nowej, sa szczeg6lnie
podatne na degeneracje, co potwierdzily badania wyko-
rzystujace snRNA-Seq. Podobne podejscie zastosowano w
badaniach choroby Parkinsona, gdzie zidentyfikowano sub-
populacje neuronéw dopaminergicznych charakteryzujace
sie¢ zwiekszona podatnoscig na degeneracje. W przypadku
zaburzen neuropsychiatrycznych, takich jak schizofrenia
czy zaburzenia depresyjne, zastosowano scRNA-Seq w
polaczeniu z informacjami o zestawach genéw znanych z
zaburzen neuropsychiatrycznych, co pozwolilo na wyizolo-
wanie komoérek i podtypéw neuronéw zaangazowanych w
te zaburzenia [22].

Biologia rozwoju

Podstawowym celem biologii rozwoju jest poznanie $cie-
zek réznicowania poszczegdlnych typow komorek. Trans-
kryptomika pojedynczych komoérek umozliwia uchwycenie
komoérek znajdujacych sie na réznych etapach rozwoju w
jednym eksperymencie. Dzieki temu scRNA-Seq pozwala
na eksploracje i lepsze zrozumienie proceséw lezacych u
podstaw tworzenia tkanek i narzadéw. Jednym z jej glow-
nych zastosowan w badaniu biologii rozwoju jest identyfi-
kacja zdarzern majacych wplyw na réznicowanie poszcze-
golnych linii komérkowych i éledzenie rozwoju tych linii.
Analizujac transkryptomy poszczegélnych komorek na r6z-
nych etapach rozwoju, mozna $ledzi¢ ekspresje markeréow
specyficznych dla linii i identyfikowa¢ odrebne populacje
komoérek odpowiadajgcych réznym liniom. Pomaga to opi-
saé trajektorie rozwoju poszczegdélnych linii i relacje miedzy
nimi oraz pozna¢ ich hierarchie [2]. Ponadto, poréwnujac
profile ekspresji genéw komoérek na réznych etapach roz-
woju danej linii, mozna wyznaczy¢ potencjalne regulatory i
szlaki sygnatlowe proceséw determinujacych losy komorek.
Z kolei profilowanie ekspresji genéw podczas ksztaltowa-
nia i organizacji tkanek w procesie morfogenezy, pozwala
zidentyfikowaé geny i szlaki zaangazowane w adhezje i mi-
gracje komorek.

W ostatnich latach wykonano wiele szeroko zakrojonych
badan rozwoju organizméw modelowych, takich jak m.in.
makak, mysz, danio pregowany, muszka owocowa i nicieri
Caenorhabditis elegans [33,37,38]. Podjeto takze szereg inicja-
tyw prowadzacych do stworzenia kompleksowego atlasu
rozwoju czlowieka, obejmujacego wszystkie etapy od za-
plodnionego oocytu do urodzenia. Ponadto, scRNA-Seq
wykorzystuje si¢ w analizach przebiegu proceséw rozwojo-
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wych u roslin. Postuzono si¢ nimi na przyklad do opisania
rozwoju tkanki przewodzacej - ksylemu, u czterech gatun-
koéw roélin okrytozalazkowych w kontekscie ewolucyjnym
[39].

Wiedza ptynaca z badan transkryptomicznych ukierun-
kowanych w dalszej perspektywie na zrozumienie biologii
rozwoju organizmu znajduje zastosowania w biologii ko-
morek macierzystych i medycynie regeneracyjnej. Przykla-
dowo, technologia scRNA-Seq przyczynila sie do lepszego
poznania rozwoju komoérek {3 trzustki i patologii cukrzycy.
Badania modeli mysich, a takze ludzkich zarodkowych
komorek macierzystych i indukowanych komérek pluri-
potencjalnych doprowadzily, miedzy innymi, do odkrycia
nowego markera specyficznego dla komoérek a trzustki.
Pozwolity takze na opisanie heterogenicznosci komorek 3
i zmian transkrypcyjnych zachodzacych w nich podczas
rozwoju [4]. Ponadto, dzieki eksperymentom scRNA-Seq
zidentyfikowano ponad 30 genéw zwiazanych z wrodzo-
nymi wadami serca oraz wykazano kluczowa role szlakéw
sygnatowych Notch i BMP w réznicowaniu i dojrzewaniu
komorek serca [37].

BIOLOGIA ROSLIN

Mimo, ze wiekszos¢ eksperymentéw angazujacych trans-
kryptomike pojedynczych komérek prowadzona jest nadal
z wykorzystaniem komorek pochodzenia zwierzecego i
ludzkiego, technologie te ciesza sie coraz wigekszym zainte-
resowaniem w badaniu roélin. W tym przypadku najwiek-
szym wyzwaniem nadal pozostaje przygotowanie materia-
tu o odpowiedniej jakosci - ze wzgledu na obecnosé sciany
komorkowej, stosuje sie podejécia oparte na analizie proto-
plastéow badz izolowanych jader komoérkowych. Dotych-
czas metoda scRNA-Seq postugiwano sie gtéwnie w pra-
cach badawczych poswieconych rzodkiewnikowi, jako naj-
lepiej poznanej rodlinie modelowej, niemniej jednak trans-
kryptomika pojedynczych komérek coraz czesciej znajduje
zastosowanie w badaniach innych gatunkéw roslin, takich
jak ryz, kukurydza, bawelna, pomidor, topola oraz pszeni-
ca [34,40]. Wykorzystanie scRNA-Seq pozwolito na lepsze
zrozumienie komoérkowo-specyficznej odpowiedzi na stres
abiotyczny i sygnalizacji miedzykomoérkowej [41]. Na przy-
klad, wykazano, ze w przypadku lagodnego stresu suszy
znaczace obnizenie ekspresji genéw ma miejsce gtéwnie w
komérkach mezofilu, podczas gdy w epidermie ekspresja
wiekszosci genéw jest aktywowana. Ponadto, analizy scR-
NA-Seq zastosowano do zbadania zlozonych proceséw
rozwojowych zachodzacych podczas dojrzewania pytku,
rozwoju tkanek przewodzacych, réznicowania tkanek ko-
rzenia i lidcieni [40,41]. Przykltadowo, stworzono atlas r6z-
nicujacego sie drewna u topoli kanadyjskiej, obejmujacy
komorki naczyni, komoérki wiokienkowe, komoérki mieki-
szu promieniowego oraz komoérki prekursorowe drewna
oraz zidentyfikowano potencjalne czynniki transkrypcyjne
zaangazowane w kontrole réznicowania komoérek drewna
[40]. Transkryptomika pojedynczych komorek dostarczyta
réwniez cennych informacji na temat szlakow biosyntezy
metabolitéw u roélin. Na przykltad, scRNA-Seq umozliwi-
o powiagzanie okredlonego typu komoérek korony kwiatow
dzikiego tytoniu z synteza substancji zapachowej - benzyla-
cetonu [42]. Dodatkowo, analiza koekspresji doprowadzila
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do wytypowania potencjalnych genéw zaangazowanych
w szlak biosyntezy tego zwiazku. Z kolei badania herbaty
chinskiej przyczynity sie do odkrycia nowego szlaku meta-
bolicznego estrow katechin [43].

Technologia scRNA-Seq jest coraz czesciej wykorzysty-
wana w badaniach rozwoju i odpowiedzi na stres u roslin
uprawnych, takich jak ryz i kukurydza, co w przyszlosci
moze pomoéc hodowcom zaprojektowac lepsze strategie
uprawy [41].

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Technologie ukierunkowane na analizy pojedynczych
komoérek zrewolucjonizowaly podejscie do badann w na-
ukach biologicznych. Dzieki ogromnemu postepowi tech-
nologicznemu, opracowaniu nowych metod wysokoprze-
pustowych oraz narzedzi bioinformatycznych, ekspery-
menty scRNA-Seq staty sie bardziej dostepne niz jeszcze
kilka lat temu. To z kolei sprawia, ze znajduja one liczne
zastosowania w odkrywaniu réznorodnosci komoérkowej
organizmow, badaniu proceséw rozwojowych, Sledzeniu
odpowiedzi komorek na rozmaite czynniki i szeroko pojetej
biomedycynie. W przeciwienistwie do tradycyjnej analizy
typu masowego, ktéra mierzy ekspresje genéw w popu-
lacjach komérkowych jako catosdci, scRNA-Seq umozliwia
identyfikacje r6znic w ekspresji genéw miedzy poszczeg6l-
nymi komoérkami w obrebie jednej probki. Podejscia oparte
na kroplach i znakowaniu kombinatorycznym umozliwiaja
analizy od dziesiatek tysiecy do nawet miliona komoérek w
jednym eksperymencie, co pozwala na dokladne zbadanie
wysoce zozonych uktadéw tkankowych. Wcigz jednak me-
tody transkryptomiki pojedynczych komérek majg pewne
ograniczenia. Jednym z nich jest utrata informacji o orga-
nizacji przestrzennej badanej tkanki. Dodatkowo, istnieja
obawy, ze procesy zwigzane z trawieniem tkanek i izola-
cja komorek, moga zmieni¢ ekspresje genéw i wpltywac na
obecnosc okredlonych typéw komérek.

Z tego wzgledu obecnie duzym zainteresowaniem ciesza
si¢ podejscia transkryptomiki przestrzennej umozliwiajgce
profilowanie ekspresji genéw na poziomie pojedynczych
komoérek z jednoczesnym zachowaniem informacji o loka-
lizacji w strukturze przestrzennej tkanki. Ponadto, mimo ze
koszt eksperymentu scRNA-Seq w przeliczeniu na komoérke
zostal obnizony, koszt analizy w przeliczeniu na prébke na-
dal jest stosunkowo wysoki. Ogranicza to mozliwoséci wpro-
wadzenia scRNA-Seq jako narzedzia diagnostycznego. Bar-
dzo istotny jest wiec dalszy rozw¢j tych technik, zaréwno
w aspekcie eksperymentalnym, jak i obliczeniowym, ktéry
umozliwi ich upowszechnienie. Mozna oczekiwag, ze przy-
sztos¢ analiz transkryptomu pojedynczych komoérek lezy w
ich powiazaniu z genomika, epigenomika, proteomika, me-
tabolomika czy bioobrazowaniem.
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ABSTRACT

Single-cell transcriptomics (scRNA-Seq) is a breakthrough technology that has opened the way to characterizing gene expression with
unprecedented resolution. It has enabled the discovery of the cellular diversity of organisms and tracing their developmental processes. A range
of technological solutions have been developed to allow analysis of hundreds to even a million cells in a single experiment, as well as an extensive
set of tools for bioinformatics analysis of the generated data. The wealth of information provided by scRNA-Seq and the possibility of using
this method to study cells, organoids, tissues and even entire organisms determine its wide range of applications. In this paper, we present the
experimental and computational parts of the scRNA-Seq procedure, as well as the most important applications of this technology in biomedicine,
developmental biology and plant biology.
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