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Sekwencjonowanie
transkryptomu
pojedynczych komorek
(scRNA-seq) w astmie

Single Cell Transcriptomics (sScRNA-seq) in asthma

SUMMARY

The development of omics technologies observed in recent years has made it possible to identify many genes
associated with the development of allergic diseases. Modern method with great potential is single cell RNA
sequencing (scRNA-seq), which enables obtaining the gene expression profile of each analyzed cell. This
allows, for example, an identification of new, rare subpopulations of cells and the analysis of regulatory cell
networks. This paper summarizes recent discoveries made with scRNA-seq technology in asthma.

Zaobserwowany w ostatnich latach rozwoj technologii omicznych pozwolit na identyfikacje wielu gendw
powigzanych z rozwojem chorob alergicznych. Nowoczesng metodg o ogromnych mozliwosciach jest
sekwencjonowanie transkryptomu pojedynczych komérek (scRNA-seq), dzieki ktdremu mozna uzyskaé profil
ekspresji gendw kazdej analizowanej komaérki. Pozwala to m.in. na identyfikacje nowych, rzadkich subpopula-
cji komorek oraz analize sieci regulatorowych, ktére zachodzg miedzy komaorkami. Niniejsza praca podsumo-

wuje ostatnie odkrycia dokonane dzigki technologii SCRNA-seq w astmie.
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ekwencjonowanie nowej generacji (NGS) stato
S sie przefomowym odkryciem w dziedzinie nauk

biomedycznych, dzieki jednoczesnej analizie
sekwencji i ekspresji wielu gendw. To za pomocy tej
metody mozemy analizowac cate genomy i transkryp-
tomy pacjentow i 0séb zdrowych, identyfikujac geny
powigzane z rozwojem choroby.

Analizy cafego transkryptomu (RNA-seq) majg jed-
nak pewne ograniczenia: dotyczg sredniego poziomu
ekspresji gendw wszystkich komorek w danej probce.
Dana tkanka sktada sie jednak najczesciej z wielu typow
komorek, przy czym niektére z nich mogg by¢ bardzo
rzadkie i wysoce wyspecijalizowane. Uzywajac tej meto-
dy niemozliwe jest zatem wykrycie profilu ekspresiji rzad-
kich komorek. Heterogenno$¢ komorkowa pozostaje
wiec zamaskowana.

Analizy transkryptomu pojedynczej komorki

Na pomoc przychodzg analizy transkryptomu poje-
dynczej komarki, tzw. scRNA-seq. Chociaz metoda ta
nie jest zupetnie nowa, bo pierwszy raz zastosowano jg
w 2009 roku, to w ostatnich latach rozwdj technologicz-
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ny i metodologiczny znaczaco przyczynit sie do jej ulep-
szenia [1]. ScCRNA-seq pozwala na analize poziomu eks-
presji genow w kazdej pojedynczej komorce, co umoz-
liwia ocene ekspresji gendw specyficznych dla danej
populacji komorek, identyfikacje roznych subpopulacii
komorek czy analize sieci regulatorowych, kidre zacho-
dzg migdzy komorkami.

Metodyka scRNA-seq opiera sie na odpowiednim
przygotowaniu probki, wytapaniu pojedynczych komo-
rek, odwrotnej transkrypciji, amplifikacji cDNA, przygo-
towaniu biblioteki, sekwencjonowaniu i analizie bioin-
formatycznej [2]. Najbardziej kluczowym dla tego typu
analizy jest wiec uzyskanie i oznakowanie pojedynczych
komorek. Popularne dawniej techniki to m.in. mikromani-
pulacja, mikrodysekcja laserowa i cytometria przeptywo-
wa, jednak charakteryzujg sie one niewielkim uzyskiem
i sg czasochfonne. Nowoczesne metody umozliwia-
ja umieszczenie komaorki w kropli lipidowej, co pozwala
na wytapanie nawet 65% komaorek w danej probce i jed-
noczesng analize 80 tysiecy komarek [3]. Inne popu-
larne metody to wykorzystanie mikroptytki wykonanej
z agarozy, ktéra moze wytapa¢ od 5 do 10 tysiecy komo-
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rek (tzw. Microwell-seq) czy SPLiT-seq, czyli znakowa-
nie kodami kreskowymi utrwalonych komaorek lub jgder
komorkowych [4, 5]. Istotna w scRNA-seq jest rowniez
analiza bioinformatyczna, gdyz ogromna ilo$¢ uzyski-
wanych danych wymaga odpowiedniej kontroli jako$ci,
normalizacii, wizualizacji, grupowania komorek (tzw. kla-
strowania) i ich odpowiedniej adnotacii.

Dlaczego rozwdj technologii scRNA-seq jest klu-
czowy w badaniach dotyczgcych chordb alergicz-
nych? Choroby te charakteryzujg sie duzg heterogen-
noscig. Stan zapalny w astmie alergicznej spowodowa-
ny jest nadmierng reakcjg uktadu immunologicznego
(gtownie limfocytéw pomocniczych Th2) i zlokalizowany
jest w drogach oddechowych, kidre cechujg sie zfozo-
ng budowag; w rozwoju choroby mogg wiec bra¢ udziat
rozne typy komorek. Dodatkowo, wyrézniamy rézne
fenotypy i endotypy chorobowe oraz mozemy zaobser-
wowac u pacjentow rézng odpowiedz na leczenie.

Odkrycie nowych subpopulacji komérek

Jednym z najwiekszych osiggnie¢ scRNA-seq w pul-
monologii jest zsekwencjonowanie ponad 75 tysiecy
komorek pochodzgcych z oskrzeli, oskrzelikow i peche-
rzykow ptucnych oraz z krwi [6]. Badanie to pozwoli-
fo na identyfikacje i lokalizacje 58 wyspecjalizowanych
populacji komorkowych w ptucach, z czego 14 z nich
zidentyfikowano po raz pierwszy. Populacje te to: 15
populacji komorek nabtonka, 9 populacji komorek
Srédbtonka, 9 populacji komorek zrebu oraz 25 popu-
lacji komorek immunologicznych. Co ciekawe, auto-
rzy porownali wyniki swoich badan z mysim atlasem
komorek, wykazujac brak u myszy 17 zidentyfikowanych
u ludzi populaciji. Z kolei 5 subpopulacji komérek immu-
nologicznych wystepowalo tylko u myszy. Oznacza to,
iz w procesie ewolucji komarki bardzo sie zréznicowaty,
zapewne ze wzgledu na inne rozmiary organizmu i jego
dfugosc zycia. Mozliwo$¢ porownania ewolucyjnych
roznic w subpopulacji komérek i ich ekspresji pomie-
dzy cztowiekiem a myszg pozwoli na lepsze wykorzysta-
nie modelu zwierzecego w praktyce; w szczegolnosci
w kontekscie znajomosci jego ograniczen.

Atlas Komoérek Ptuc Czlowieka

Pojedyncze badania sScCRNA-seq majg jednak pewne
wady; ze wzgledu na wykorzystanie okreslonego proto-
Kotu tworzenia biblioteki do sekwencjonowania i ograni-
czonej liczby probek nie mogg stanowi¢ uniwersalnego
punktu odniesienia.

Wtasnie to skionito Sikkema i wsp. do potgczenia
danych z 49 réznych eksperymentow, dzieki czemu
uzyskano profil ekspresji z ponad 2 milionéw komo-
rek od 486 osob i stworzono Atlas Komoérek Ptuc
Cztowieka (HLCA, ang. Human Lung Cell Atlas) [7].

Ponowna analiza bioinformatyczna zebranych
danych pozwolita na wykrycie 61 grup komaorek; kazda
z nich wystepowata w minimum 4 poprzednich ana-
lizach scRNA-seq. Co ciekawe, tylko 41% badanych

populacji komorkowych okazata sie prawidfowo ziden-
tyfikowana za pierwszym razem; badacze musieli doko-
na¢ drobnych poprawek dla 28% populacji i ponow-
nie wykonac adnotacje dla 31% populacji, co pozwo-
lito na wykrycie lub potwierdzenie istnienia w ptucach
niedawno odkrytych zupetnie nowych rzadkich typow
komorek. Komorki te to m.in. migrujgce komorki den-
drytyczne (ekspresja CCR7, LAD1, COL19), hematopo-
etyczne komdrki macierzyste (ekspresja SPINK2, STMN,
PRSS57, CD34), silnie proliferujgce komorki nabtonka
(ekspresja KRT6A, KRT13 i KRT14), pneumocyty typu 0
(ekspresja TFPB, SCGB3A2, wysoka ekspresja SFTPC
i niska ekspresja SCGB3A1), komorki wydzielnicze
oskrzelikow koncowych (ekspresja TFPB, SCGB3A2,
niska ekspresja SFTPC i wysoka ekspresja SCGB3A1)
i subpopulacja komorek miesni gtadkich (ekspresja kla-
sycznych markeréw CNN1, MYH11 oraz unikalna eks-
presja FAM83D).

Badacze odkryli rowniez, ze na specyficzng eks-
presje genow w pewnych podtypach komérek ma
wptyw pteé, rasa, BMI oraz palenie papierosow:
pte¢ ma zwigzek z r6zng ekspresjg genow w lim-
fatycznych komoérkach srodbtonka, BMI ma wptyw
na roznice w ekspresji genow limfocytow B i T,
z kolei rasa jest zwigzana z r6znicami w ekspresji
w komoérkach przechodzgcych przemiane z oskrze-
likowych komérek maczugowatych na pneumocy-
ty typu 2, a palenie modyfikuje ekspresje w nieswo-
istych komérkach limfoidalnych i komérkach NK.

Wptyw konkretnych alergenow

Roztocza kurzu domowego (HDM) sg jedng z naj-
czestszych przyczyn alergii wziewnych. Seumois i wsp.
chcieli przeanalizowac heterogenno$¢ w odpowiedzi
limfocytow Th CD4+ w odpowiedzi na alergen HDM,
aby odnalez¢ odpowiedz na dwa pytania: dlaczego nie
WSZyscy pacjenci rozwijajg odpowiedz typu Th2 na aler-
gen oraz dlaczego tylko u czesci pacjentow chorych
na alergie rozwija sie astma [8].

Badacze dodali peptydy HDM do komorek krwi
obwodowej od pacjentow chorych na astme ze stwier-
dzong alergig na HDM (odpowiedz typu Th2), pacjen-
tow chorych na astme bez alergii na HDM (brak odpo-
wiedzi typu Th2) oraz 0sob zdrowych. Nastepnie wyizo-
lowali subpopulacje aktywnych limfocytéw T i wykona-
li zaréwno analize RNA-seq oraz scRNA-seq. Co cieka-
we, dopiero scRNA-seq umozliwita stwierdzenie istot-
nej heterogennosci subpopulacii limfocytéw Th i Treg
pomiedzy pacjentami, a takze identyfikacje specyficznej
subpopulacji limfocytéw Th wykazujgcych nadekspre-
sje gendw INFR (ang. interferon response gene) i TRAIL
(ang. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand) u 0s6b bez alergii na HDM (ale nadwrazliwych
na inne alergeny).

Czasteczka TRAIL nalezy do rodziny genu TNF
i moze blokowac szlak sygnatowy receptora limfocy-
tow T (TCR), a takze powodowac aktywacje komaérek Th
oraz powodowac rozwgj stanu zapalnego, co sugeruje
ze obecnos¢ subpopulacji limfocytow T aktywowanych



HDM z ekspresjg TRAIL moze hamowa¢ odpowiedz
alergiczng typu Th2 w alergii i astmie.

Ponadto, analizujgc limfocyty Th u pacjen-
tow z alergig i astmg oraz pacjentéw tylko z astma,
badacze zidentyfikowali subpopulacje komérek Th2
z nadekspresjg IL-9 jedynie u pacjentow chorych
na astme. Wczesniejsze prace wykazaty istotng role
IL-9 w alergii pokarmowej na orzeszki ziemne, a takze
potencjat terapeutyczny w modelu zwierzgcym astmy
[9, 10].

Astma cigzka

Analize transkryptomu pojedynczych komorek krwi
obwodowej wykonat takze Chen i wsp.; w pracy tej
grupa badang byli pacjenci chorzy na ciezkg astme
w poréwnaniu do oséb zdrowych [11]. Najwiekszej
ekspresji w komorkach osob chorych na astme ule-
gafa kinaza Janus (JAK1), IL-32 oraz diugie niekodu-
jace RNA NEAT1. JAK1 aktywowana jest przez wiele
cytokin i czynnikow wzrostu (m.in. IL-4, IL-9, IL-13, IFN,
TSLP), a badania na modelu zwierzecym wykazujg
wysoki potencijat terapeutyczny inhibitorow tej kinazy
w astmie [12]. Z kolei IL-32 moze indukowac produkcije
m.in., IL-8 i TNF, a NEAT1 powigzany jest z réznicowa-
niem limfocytéw Th2 [13, 14]. Ponadto, u 0séb chorych
na astme, limfocyty T CD4+ oraz limfocyty B wykazaly
wiekszg ekspresje CCL5, aktywatora eozynafilii, a limfo-
cyty T CD8+ wysoki poziom genu CCL4., zwigzanego
z zaostrzeniami astmy [15].

Zaostrzenie astmy

Zaostrzenie astmy charakteryzuje sie nadmier-
nym stanem zapalnym, nadprodukcig $luzu w drogach
oddechowych oraz nadreaktywnos$cig oskrzeli, najcze-
Sciej spowodowang kontaktem z alergenem, infekcjg
oddechowa, zanieczyszczeniami powietrza lub dymem
tytoniowym. Ponadto, leki stosowane w rutynowej tera-
pii astmy majg umiarkowany efekt terapeutyczny w przy-
padku zaostrzenia. Tradycyjne analizy transkryptomicz-
ne nie pozwolity na identyfikacje indywidualnych komo-
rek ukfadu odpornosciowego, kidre mogg by¢ odpowie-
dzialne za taki stan rzeczy. Z kolei analiza scRNA-seq
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poptuczyn pecherzykowo-oskrzelowych od pacjen-
tow z zaostrzong astmag oraz 0sob zdrowych wykaza-
fa wyzszy poziom monocytéw, limfocytow T CD8+ oraz
makrofagéw u tych pierwszych, co potwierdza wcze-
$niejsze doniesienia o istotnej roli tych komaorek w roz-
WOju zaostrzenia.

Analiza profilu ekspresji cytokin w zidentyfiko-
wanych komdrkach wykazata, iz neutrofile, makro-
fagi i monocyty majg podwyzszong ekspresje
IL-1B i IL-18; obie te interleukiny wykazujg wptyw
na rozwdj zaostrzenia [16, 17]. Z kolei IL-27, cytokina
powigzana z odpowiedzig Th1 i infekcjami wiruso-
wymi, ulegata wysokiej ekspresji gtownie w makro-
fagach i monocytach [18].

Ponadto, wigkszo$¢ komoérek wykazywata takze
nadekspresje IFN-y, co ttumaczy dlaczego lecze-
nie zaostrzen astmy jest utrudnione; wczesniej-
sze badania wykazujg bowiem synergiczne dziata-
nie IL-27 i IFN-y w indukcji szlakow stanu zapalnego
odpornych na leczenie sterydami [19].

Podsumowanie

Badania scRNA-seq pozwolity na odkrycie dotad
nie znanych populacji komaorkowych w ptucach i krwi
obwodowej, a takze identyfikacje genow markero-
wych roznych typow komarek oraz porownanie danych
z modeldw zwierzecych i modeli in vitro zaréwno u 0séb
zdrowych, jak i konkretnych jednostkach chorobowych.
Ich gtéwnymi ograniczeniami jest niewielka ilos¢ probek
czy specyfika grupy badanej, ktéra moze istotnie wpty-
wac na profil ekspresji gendw. Jednym z najwiekszych
osiggniec tego roku jest powstanie Atlasu Komorek
Ptuc Cztowieka, ktdry opisuje az 61 réznych subpopula-
cji komorkowych, ktére mozna zlokalizowa¢ w ptucach
u 0sob o réznym wieku i rasie. Z kolei dane z badan
scRNA-seq w astmie wskazujg istotng role pojedyn-
czych typow komorek w rozwoju choroby. Identyfikacja
rzadszych subpopulacji komorek oraz okreslenie ich
interakcji z innymi komorkami moze sie przyczyni¢
do wyjasnienia heterogennosci choroby i powstania
nowych terapii. [ ]
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