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Nuevas tecnicas para
el estudio de la genomica
en la diabetes tipo 1

a diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad multifactorial
que resulta de una compleja interaccion de factores gené-
ticos y ambientales, llevando a la destruccion autoinmune
de las células beta en el pancreas. Aunque no sigue un
patron de herencia mendeliana, presenta un claro compo-
nente genético que predispone a ciertos individuos a la enferme-

dad. La DT1 involucra maltiples tipos celulares, como linfocitos
T autorreactivos que atacan las células beta, y diversas células
inmunitarias y no inmunitarias del pancreas. Esta complejidad
genética y celular exige un enfoque integral para entender los
mecanismos patogénicos y desarrollar estrategias efectivas de
diagnéstico precoz y tratamiento.
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Las ciencias dmicas estudian conjuntos com-
pletos de moléculas dentro de un organismo,
como la transcriptémica (ARN) y la protedmi-
ca (proteinas), ofreciendo una visién holistica
de las redes bioldgicas y cémo estas molécu-
las interactdan y regulan procesos bioldgicos.
La gendmica, por su parte, se centra en el
estudio del genoma completo de un orga-
nismo, incluyendo la secuenciacién, anélisis e
interpretacion de su material genético. Este
campo abarca la identificacion de genesy sus
secuencias, asi como su contribucion a la es-
tructura, funciény evolucion del genoma.

Entender mejor los aspectos genémicos re-
lacionados con la DT1 ofrece varios benefi-
cios clave. Permite un diagndstico temprano
al identificar marcadores genéticos asocia-
dos con la predisposicién a la enfermedad,
facilitando la monitorizacién y la interven-
cién precoz. Ademas, los avances en geno-
mica posibilitan la medicina personalizada,
ajustando el tratamiento segln el perfil ge-
nético de cada paciente para asi mejorar la
eficacia y reducir los efectos secundarios.

Estudio del
genoma a partir
de un conjunto de
células

Finalmente, una comprensién profunda de
la base genética de la DT1 impulsa el desa-
rrollo de nuevas terapias al identificar dianas
especificas para la intervencién y disenar
tratamientos que aborden las alteraciones
genéticas subyacentes.

TECN!CAS PARA EL ESTUDIO DEL GENOMA
DE CELULAS UNICAS (SINGLE CELL)

Historicamente, el estudio de las diferentes
6émicas se ha realizado a partir de un conjun-
to de células, por ejemplo, un trozo de tejido
o varios islotes pancredticos. Asi pues, la se-
fal obtenida serd la suma de la sefal presen-
te en todas las célulasy, en el caso de ser una
poblacién diversa, la heterogeneidad celular
quedard enmascarada (Figura 1).

Existen técnicas que permiten identificar
y separar un tipo celular de interés. Una
de ellas es la citometria de flujo activa-
da por fluorescencia (FACS por sus siglas

en inglés), que permite contar, clasificar y

EN 2009

SE CONSIGUIO
ANALIZAR EL
TRANSCRIPTOMA
DE UNA

SOLA CELULA
POR PRIMERA VEZ

Estudio del genoma a
partir de célula unicas

FIGURA 1. Comparacion entre el estudio del genoma a partir de un conjunto de células (zumo), donde la sefial entre los diferentes tipos de células es indiferenciable, y a partir de
células tnicas (bol de fruta), donde podemos identificar la contribucion de cada célula de forma individual.

Fotos de kim ick y Jo Sonn en Unsplash.
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Tejido

FIGURA 2. Descripcion de las distintas tecnologias para obtener datos dmicos a partir de tejidos o conjuntos de células.

» analizar células individualmente en una
mezcla compleja, utilizando transgenes
0 anticuerpos marcados con fluorocro-
mos que se unen a protefnas especifi-
cas en la superficie celular. Uno de los
inconvenientes de esta técnica es que
se necesita un conocimiento previo de
marcadores que permitan identificar
el tipo celular de interés. Por tanto, no
serd posible seleccionar tipos celulares
para los que no se conozcan marcadores
o identificar nuevos tipos celulares no
descritos anteriormente.

En este contexto, la posibilidad de usar
tecnologias de célula dnica (single cell)
permitird caracterizar de forma indepen-
diente cada una de las células presentes
en un tejido, permitiendo asi analizar el
grado de heterogeneidad e identificar
nuevos tipos o estados celulares, sin ne-
cesidad de depender de marcadores o de
conocimiento previo (Figura 2).
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Células tnicas

TIPOS DE ESTRATEGIAS PARA
OBTENER CELULAS UNICAS

En 2009 se consiguié analizar el trans-
criptoma de una sola célula por primera
vez (1). A partir de este momento, el reto
se convirtié en desarrollar estrategias
para poder obtener esta informacién en
un numero cada vez mayor de células.
Durante la ultima década, las tecnolo-
gias de célula Unica han ido cambiando y
evolucionando, permitiendo desde la ca-
racterizacion de solo unas pocas células
al estudio de la composicién celular de
organismos completos (2). Actualmente,
se suelen analizar desde decenas de mi-
les de células hasta cientos de miles en el
caso de los estudios mds grandes.

En este sentido, se han desarrollado dis-
tintos tipos de estrategias para conseguir
separar o identificar las células de forma
individual. Cada estrategia tiene diferen-

Cada célulatiene
su propia sefal

% Tipo celular desconocido

Heterogeneidad e
identificacion de
poblaciones
desconocidas

tes grados de sensibilidad y permite ca-
racterizar diferentes nimeros de células
(3). Las distintas estrategias se pueden
clasificar en tres grupos, en funcién de si
estdn basadas en la separacion de células
Gnicas mediante: 1) tubos, microfluidos,
placas o chips; 2) gotas; 3) identificacion
por cédigos o indices moleculares.

Separacion mediante tubos, microflui-
dos, placas o chips. En este primer gru-
po, cada célula se distribuye en pocillos
o tubos individuales, donde se realiza la
preparaciéon del conjunto de moléculas
que se pretende identificar, que cono-
cemos como librerias. En cada una de
ellas, se anade un identificador molecu-
lar para cada una de las moléculas pro-
venientes de una misma célula. Esta tec-
nologfa permite analizar pocas células,
pero consigue librerias mas complejas,
es decir, un mayor nimero de moléculas
por célula.
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Transcriptoma
scRNA-seq

Accesibilidad de la cromatina
scATAC-seq

Multi-6micas
scRNA-seq + scATAC-seq
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Caracterizacion de células
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Identificacion y caracterizacion de tipos
celulares conocidos y desconocidos

basados en datos 6micos

FIGURA 3. Tipos de datos dmicos que se pueden analizar usando células Unicas. Un analisis bioinformatico complejo de estos datos permite identificar las distintas poblaciones

celulares presentes en un tejido.

» Separacién mediante gotas (droplets en
inglés). En esta tecnologia la suspension
de células individuales se mezcla con un
aceite y una solucién de reactivos e iden-
tificadores moleculares en un dispositivo
microfluidico que crea gotas diminutas,
cada una conteniendo una sola célula y
los reactivos necesarios para realizar el
analisis. Estas gotas actGan como com-
partimentos aislados, permitiendo reali-
zar reacciones especificas dentro de cada
gota sin interferencias de otras células.
Permite identificar un gran nimero de cé-
lulas en paralelo (hasta 10,000). Esta so-
lucién, comercializada por 10X Genomics,
es la mas populary utilizada actualmente.

Separacion mediante identificacion
por cbédigos o indices moleculares.
Esta tecnologia estd basada en la rea-
lizacién de varias rondas en las que se
reparten las células en varios pocillos y
se afaden identificadores moleculares.

Posteriormente, las células vuelven a
juntarse y se redistribuyen, afiadiendo
otro identificador de nuevo. Asi pues,
cada célula podra ser identificada por la
combinaciéon de identificadores anadi-
dos en cada ronda. Esta tecnologia tam-
bién permite obtener un gran ndmero
de células, en funcién del ndmero de
rondas realizadas.

DATOS OMICOS QUE
PODEMOS OBTENER A PARTIR
DE CELULAS UNICAS

Las estrategias de célula Unica inicial-
mente fueron desarrolladas para estu-
diar el transcriptoma de las células. Esta
sigue siendo la aplicacién mayoritaria
y mas comun de esta tecnologia, pero
existen otras 6micas que se pueden ana-
lizar con las estrategias descritas ante-
riormente (Figura 3).

Transcriptoma (scRNA-seq). Permite
identificar los transcritos (ARN) presentes
en una célula. Esta tecnologia facilita la
clasificacion y caracterizacién de células a
nivel molecular, al revelar patrones espe-
cificos de expresidén génica. Esto permite
identificar cambios en la expresién génica
que reflejan la funcionalidad y el estado
de las células, permitiendo una compren-
sibn mas profunda de su papel en proce-
sos bioldgicos y enfermedades.

Accesibilidad de la cromatina (scA-
TAC-seq). En el ndcleo celular, el ADN
estd empaquetado en cromatina alrede-
dor de las histonas. Las regiones activas
delgenomason accesibles alamaquinaria
enzimatica encargada de la transcripcién,
mientras que las inactivas permanecen
empaquetadas. Determinar qué regiones
de la cromatina estan accesibles permite
identificar las zonas activas del genoma,
especificas para cada tipo celular. Las téc-y,
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LAS TECNICAS DE “CELULA UNICA” PERMITEN ESTUDIAR CADA CELULA
QUE EXISTE EN UN ISLOTE PANCREATICO DE FORMA INDIVIDUAL

» nicas para identificar estas regiones se basan
en su mayor sensibilidad a la rotura mediante
unas enzimas conocidas como transposasas.
Dado que hay muchas regiones accesibles
por célula, el nimero de moléculas obtenidas
es demasiado elevado como para permitir la
secuenciacion de todas ellas, por lo que el
porcentaje de fragmentos obtenidos en cada
célula no es muy elevado.

Célula Unica espacial (spatial single cell).
Recientemente, también se han desarrolla-
do técnicas que permiten anadirinformacion
sobre la localizacién espacial de las células,
ademés de caracterizar su expresion génica.
Esta técnica de célula Unica especial combina
el anélisis de células individuales con la pre-
servaciéon de la ubicacién espacial original de
las células dentro de un tejido. Mediante el
uso tecnologias de imagen que capturan la
informacion sobre las células en su contexto
tisular, proporciona una visién detallada de
cdmo las células interaccionan y se distribu-
yen en el tejido. Esto facilita la comprensién
de la heterogeneidad celulary las interaccio-
nes microambientales, un aspecto muy rele-
vante precisamente en el estudio del ataque
inmunoldgico durante la DT1.

Multi-6mica (multiome). Existen tecnolo-
gias que permiten obtener dos o mas émicas
de cada una de las células analizadas. La mas
frecuente es la combinaciéon de scRNA-seq
y SCATAC-seq. Esta técnica se basa en el ais-
lamiento de nucleos y posterior caracteriza-
- = cion de los transcritos y regiones accesibles
:" '\h '\ en cada una de las células estudiadas.
\ '4... d M ”IJ ,l : y 4 \ Ademds de las técnicas mencionadas ante-
B riormente, existen muchas otras para carac-
terizar diversas émicas en células individua-
les, aunque no estdn tan estandarizadas.
Entre ellas se incluyen el estudio del proteo-
ma, metiloma, modificaciones histénicasy la
estructura tridimensional de la cromatina.

ANALISIS DE DATOS DE CELULA UNICA

El anélisis de datos de células Gnicas presenta
una complejidad significativa debido al uso »
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» de herramientas bioinformaéticas avan-

zadas que permiten procesar y analizar
grandes volimenes de datos. La gran
cantidad de informacién generada re-
quiere el uso de recursos computaciona-
les especializados, como clusters de alta
capacidad. Esta abundancia de datos
permite la aplicacion de inteligencia arti-
ficial y técnicas de aprendizaje automa-
tico para identificar patrones y realizar
predicciones. Sin embargo, el principal
desafio radica en la interpretacién de
estos datos, ya que se genera mas in-
formacion de la que actualmente somos
capaces de analizar y comprender.

IMPACTO DE LAS TECNOLOGIAS
DE CELULA UNICA EN EL ESTUDIO
DE LA DT1

Desde el desarrollo de estas tecnolo-
gias, se han aplicado al estudio de diver-
sas patologias, incluyendo la DT1. Dado
que la DT1 es una enfermedad multifac-
torial que implica muchos tipos celula-
res distintos, el estudio de células Gnicas
permite descubrir nuevos mecanismos
implicados en su desarrollo.

La secuenciacién de ARN de célula Gni-
ca (scRNA-seq) de células mononuclea-
res de sangre periférica (PBMCs) de
pacientes con DT1 ha revelado una des-
regulacion de multiples tipos de células
inmunitarias, incluyendo las células T
CD4+y CD8+, B, NK 'y células mieloides
(4). Este andlisis ha caracterizado una
actividad diferencial de los reguladores
transcripcionales en subconjuntos es-
pecificos de células inmunitarias, pro-
porcionando informacién sobre los me-

canismos moleculares de la disfuncién
inmunitariaen laDT1.

Aunque el sistema inmunitario es el
principal responsable de la muerte de
las células beta en la DT1, las células
betay otros tipos celulares del pancreas
también juegan un papel clave en desa-
rrollo de la enfermedad (5, 6). Dado que
el pdncreas, y especialmente los islotes
de Langerhans, contienen muchos tipos
celulares distintos, las tecnologias de
célula Unica son cruciales para caracteri-
zarlos. Recientemente, un estudio ana-
lizd alrededor de 80,000 células de islo-
tes pancredticos mediante scRNA-seqy
otros millones de células mediante cito-
metria y técnicas de imagen, revelando
que un subconjunto de células ductales
exocrinas adquiere un perfil similar al
de células dendriticas tolerogénicas en
donantes con DT1 (7). Ademas, el anéli-
sis de células Unicas ha permitido el uso
de modelos de aprendizaje automaético
para predecir la progresiéon de la DT1
(8), ofreciendo oportunidades para in-
tervenciones tempranas.

En resumen, estos hallazgos no sélo
profundizan nuestra comprension de
los mecanismos patogénicos de la DTT,
sino que también tienen el potencial
de transformar las estrategias de pre-
diccién, prevencién y tratamiento de
esta enfermedad tan compleja. La iden-
tificacion de estados celulares espe-
cificos y cambios epigenéticos ofrece
nuevas oportunidades para desarrollar
terapias dirigidas que pueden comple-
mentarse con otros tratamientos, me-
jorando los resultados clinicos para los
pacientes con DT1. D

CONCLUSIONES

Las nuevas técnicas de cé-
lula dnica han revolucionado
el estudio de la gendmica de
la DT1. Estas metodologias
son poderosas, ya que per-
miten caracterizar la hetero-
geneidad celular con una re-
solucion sin precedentes. Sin
embargo, presentan limitacio-
nes como su elevado coste y
la necesidad de infraestructura
bioinformatica avanzada. Ade-
mas, se requiere de un cono-
cimiento especializado para la
correcta interpretacion de los
resultados. A pesar de estos
desafios, estos avances mejo-
ran nuestra comprension de la
patogénesis de la DT1 y abren
nuevas vias para el desarrollo
de terapias personalizadas y
estrategias de prevencion mas
efectivas.
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