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La materia fluisce di luogo in luogo

e si coagula momentaneamente a formare noi.
Qualunque cosa siamo, quindi,

non siamo la materia di cui siamo fatti.

- Steve Grand
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Introduzione

L’informatica e la biologia molecolare sono due discipline scientifiche che
sembrano agli antipodi, ma che negli ultimi decenni hanno trovato un punto
di incontro nella bioinformatica. Quest’ultima, inoltre, si relaziona anche ad
altre branche come la matematica e la statistica [1], con I'obiettivo di svilup-
pare strumenti e risorse che aiutino nell’analisi e nell’interpretazione dei dati
in modo significativo. La bioinformatica utilizza algoritmi e tecniche per una
vasta gamma di applicazioni, tra cui l'analisi di sequenze biologiche, lo studio
della struttura e della funzione delle proteine, 'analisi delle interazioni moleco-
lari all’interno di cellule e tessuti, la progettazione di nuovi farmaci e di terapie
personalizzate in base ai profili genetici dei pazienti [2].

Per comprendere in maniera sempre piu accurata la complessita dei mecca-
nismi molecolari, € necessario analizzarli su diversi livelli; i quali, definiti nel
loro insieme 'scienze omiche", con 'avvento e lo sviluppo delle tecnologie di
sequenziamento sono diventati fondamentali [3]. Tali livelli si suddividono in:
1. genoma, l'insieme del patrimonio genetico che caratterizza ogni organismo

vivente;

2. trascrittoma, il prodotto iniziale dell’espressione del genoma. E linsieme di
tutti i trascritti di RNA, compresi quelli codificanti e non codificanti, la cui

informazione biologica é richiesta dalla cellula in un determinato momento;

3. proteoma, il risultato finale dell’espressione del genoma che deriva dal processo
di traduzione degli RNA messageri. Tale prodotto rappresenta il repertorio
delle proteine, il quale determina la natura delle reazioni biochimiche che la

cellula ¢ in grado di svolgere [4];

4. epigenoma, che racchiude tutti i fenomeni di regolazione genica che non pro-
vocano alterazioni della sequenza nucleotidica, come la metilazione della cito-
sina sul quinto residuo carbonioso (5mC) o in genere sui dinucleotidi citosina-
guanina (CpG) e le modifiche sulle code amino-terminali delle proteine isto-
niche (metilazioni, acetilazioni, fosforilazioni, ubiquitilazioni e sumoilazioni)
[5];

5. metaboloma, 'insieme di tutti i piccoli metaboliti presenti in una cellula che
formano una grande rete di reazioni metaboliche, in cui i prodotti di una sono

i substrati per le successive [6].



Le scienze omiche sono interconnesse e richiedono 'uso di tecnologie e stru-
menti bioinformatici avanzati per ’analisi e I'interpretazione dei dati.

La trascrittomica esamina i livelli di RNA sia da un punto di vista quali-
tativo che da un punto di vista quantitativo cioe analizza sia la presenza che
I’abbondanza dei trascritti [7]. L’analisi del trascrittoma ¢ uno step cruciale per
gli studi di espressione genica ed ¢ possibile grazie a tecniche di sequenziamento
ad high-throughtput come 'RNAseq. Quest’ultimo e basato sul next-generation
sequencing (NGS), una tecnologia di sequenziamento del DNA su larga scala
che consente di ottenere informazioni dettagliate a livello dell’intero trascritto-
ma con risoluzione fino alla singola coppia di basi [8, 9]. La tecnica di RNA-seq,
in generale, consiste nell’isolamento del’RNA totale da tessuti o cellule di in-
teresse, seguito dalla costruzione di librerie di DNA complementare (cDNA), le
quali vengono poi sequenziate per le successive analisi. L’RNAseq e fondamen-
tale per analizzare risposte cellulari a stimoli fisiologici, effetti di perturbazioni
sperimentali su geni e specifiche pathway o malfunzionamento della regolazione
genica in condizioni patologiche [10]. L’analisi dell’espressione genica differen-
ziale (DGE) ¢ una delle applicazioni pit comuni dei dati di RNA-seq. Questo
processo consente di individuare i geni espressi in modo differenziale in due o
piu condizioni biologiche, con l'obiettivo di identificare i geni che presentano
un’espressione alterata dipendente dalla condizione. Un esempio e l'analisi di
cellule trattate rispetto a cellule non trattate [11].

Nonostante tutte le cellule del nostro corpo condividano pressoché lo stesso
genotipo, il trascrittoma in ciascuna cellula riflette I'attivita solo di un sottoin-
sieme di geni, infatti, i diversi tipi di cellule nel nostro corpo esprimono un
trascrittoma unico e percio ’'RNAseq convenzionale eseguito sull’intera popola-
zione cellulare puo fornire solo il segnale di espressione medio. I recenti progressi
tecnologici hanno permesso di profilare il trascrittoma in singole cellule e si parla
in questo caso di single-cell RNA sequencing (scRNAseq). Gli step di analisi
sono analoghi al'RNAseq, ma prevedono un passaggio preliminare che consiste
nell’isolamento delle singole cellule e un successivo step di identificazione del
tipo di cellula grazie all'uso di marker cellulari noti [12].

I scRNAseq ha permesso di estendere lo studio del trascrittoma alle singole
cellule, ma per sua natura questa tecnica perde 'informazione spaziale relati-
va alla posizione delle cellule all’interno del tessuto. La trascrittomica spaziale
(TS) ¢ una tecnologia innovativa che consente 'analisi dell’espressione genica
mantenendo integra 'informazione spaziale [13]. Esistono diversi approcci per

questo tipo di analisi che differiscono in termini di risoluzione e di multiplexing,

2



in generale le analisi sul trascrittoma si basano su tecniche di ibridazione in
situ mediante fluorescenza o sequenziamento [14]. Quest’ultima prende il nome
di spatial RNA sequencing [15]. L’analisi dei dati di TS esplora tipicamente le
differenze interne tra le regioni spaziali di un tessuto. Ad esempio, & possibile
cercare geni che presentano dei pattern di espressione spaziale, chiamati spa-
tially variable genes (SVG, [16]). Nel caso dell’analisi differenziale, i dataset di
spRNAseq sono tipicamente analizzati singolarmente per estrarre i geni rilevanti
da ciascuna condizione e in seguito i diversi risultati vengono messi a confronto.
Tuttavia, informazioni spaziali potenzialmente utili che potrebbero essere sfrut-
tate in un contesto di T'S, come il sito di iniezione di un trattamento, in genere
vengono ignorate.

L’obiettivo di questa tesi ¢ di esaminare gli effetti di un trattamento sull’e-
spressione genica all’interno di un tessuto biologico, prendendo in considerazione
la distanza dal sito in cui viene somministrato. Si propone RGDIST (Respon-
sive Genes based on Distance from Injection SiTe), un metodo che prende in
esame le informazioni relative al sito di iniezione di un trattamento, al fine di
identificare i geni la cui espressione varia in funzione della distanza, che sono
dunque influenzati, positivamente o negativamente, dal trattamento. A tal pro-
posito e stato analizzato un dataset di T'S ottenuto dopo iniezioni stereotassiche
di eme ed emopessina nel cervello di topo [17]. Molte malattie cerebrali come
Iictus, l'ipertensione cronica, I’angiopatia amiloide, le malformazioni vascolari
e 1 tumori cerebrali possono causare emorragie intracraniche [18], in seguito alle
quali I’eme viene rilasciato dall’emoglobina liberata dalle cellule e puo causare
lesioni cerebrali secondarie nell’area del sanguinamento.

Partendo da tali premesse, ’elaborato e articolato in tre capitoli: il primo
capitolo presenta un quadro sul contesto biologico del dataset preso in esame
e fornisce una panoramica sui meccanismi molecolari coinvolti nell’ictus, esplo-
rando le cause della patologia e i fattori di rischio, con un’attenzione particolare
al danni secondari causati dalle componenti del sangue. Studi in vitro del tra-
scrittoma possono rivelarsi molto utili per comprendere i processi molecolari
che seguono un emorragia intracerebrale; pertanto il secondo capitolo segue il
percorso dal genoma all’analisi dei dati di espressione genica, partendo dalla
definizione di trascritto per arrivare a una comprensione piu approfondita delle
pipeline bioinformatiche. Grazie all’integrazione di informazioni spaziali nella
profilazione molecolare, ¢ possibile caratterizzare meglio I’espressione genica in
un contesto morfologico e valutare gli effetti di trattamenti farmacologici o con

sostanze estranee. Il terzo capitolo illustra il metodo RGDIST e i risultati otte-
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nuti dall’applicazione di questo metodo, con particolare attenzione su alcuni geni

ritenuti significativi. Le analisi sono state eseguite con il software R, versione
4.2.2.



Capitolo 1

Contesto biologico

Al fine di comprendere meglio il contesto biologico del dataset preso in analisi
questo capitolo offre una panoramica sulla circolazione cerebrale e sui meccani-
smi molecolari coinvolti nelle patologie associate, in particolare 'ictus. Verranno
esplorate le cause dell’ictus e i fattori di rischio, con una particolare attenzione

ai danni secondari causati da alcune componenti del sangue.

1.1 Circolazione cerebrale

La vascolarizzazione dell’encefalo (Figura 1.1) si realizza attraverso il circolo
cerebrale arterioso, costituito dal circolo anteriore, che apporta circa il 70%
del sangue e dal circolo posteriore, che fornisce circa il 30% del sangue. La
vascolarizzazione cerebrale e definita di tipo terminale poiché oltre un certo
livello non esistono anastomosi efficienti. Cio significa che, nel caso di una lesione
a carico di un ramo terminale, la zona da esso vascolarizzata non riceve piu alcun
apporto di sangue e va incontro a danni spesso irreversibili. Questa possibilita
ha portato all’evoluzione di un sistema di circolazione di mutuo soccorso, noto

come Poligono di Willis (Figura 1.2). Questo sistema di anastomosi arteriose si
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Figura 1.1: Veduta inferiore dell’encefalo che mostra la distribuzione delle arterie.



sviluppa alla base dell’encefalo tra il circolo anteriore e posteriore e garantisce

una distribuzione uniforme del flusso sanguigno.

1.1.1 Circolo cerebrale anteriore

Il circolo cerebrale anteriore ¢ formato dalle arterie carotidi interne, le quali
entrano nel cranio attraverso i canali carotici delle ossa temporali e risalgono
fino al nervo ottico, dove ognuna si divide in tre rami: arteria oftalmica, che va-
scolarizza I'occhio, arteria cerebrale anteriore, che irrora i lobi frontali e parietali
dell’encefalo e arteria cerebrale media, destinata al mesencefalo e alle superfici
laterali degli emisferi cerebrali. Da quest’ultima si dipartono numerose ramifica-
zioni, note come vasi perforanti, che vanno a vascolarizzare le zone piu profonde

dell’encefalo ossia i nuclei della base e il talamo (Figura 1.2).

1.1.2 Circolo cerebrale posteriore

Il circolo cerebrale posteriore ¢ formato dal sistema delle arterie vertebrali,
che hanno origine dalle arterie succlavie. Le arterie vertebrali risalgono lungo
i fori trasversi delle vertebre cervicali e entrano nel cranio attraverso il forame
magno, dove si uniscono per formare ’arteria basilare. Quest’ultima si estende
sulla superficie ventrale dell’encefalo, passando lungo il ponte, e si dirama diverse
volte prima di dividersi nelle arterie cerebrali posteriori, che a loro volta si

suddividono nelle arterie comunicanti posteriori.

Arteria cerebrale anteriore
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anteriore
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media
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cerebbellare
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Figura 1.2: Sezione coronale dell’encefalo che mostra i vasi perforanti. A destra, Poligono di Willis.



1.2 Ictus

L’ictus (o stroke), dal latino “colpo”; & un evento cerebrovascolare causato
dall’improvvisa occlusione o rottura di un vaso con conseguente danno al tessuto
cerebrale e rappresenta la seconda causa di morte nel mondo, la seconda causa di
demenza e una delle principali cause di invalidita [19]. Si tratta di una categoria
non omogenea che comprende (Figura 1.3):

1. ictus ischemico (IS), si verifica quando un’arteria che irrora l'encefalo vie-
ne ostruita dalla formazione di una placca aterosclerotica, da un coagulo di
sangue che si forma sopra la placca stessa oppure da un coagulo di sangue
proveniente da un altro distretto vascolare. Circa 1'85% di tutti gli stroke ¢
ischemico;

2. ictus emorragico da emorragia intraparenchimale (ICH), si verifica quando
un’arteria situata nell’encefalo si rompe, provocando cosi un’emorragia intra-
cerebrale non traumatica. Questa condizione rappresenta circa il 10% degli
stroke;

3. ictus emorragico da emorragia subaracnoidea (SAH), si verifica quando il san-
guinamento e localizzato tra il cervello e le meningi. La causa piu frequente ¢
il trauma in quanto la sua forza puo causare lo stiramento delle pareti dei vasi
sanguigni, che si rompono e generano sanguinamento all’interno dell’aracnoi-
de, diffondendosi poi in tutto il cervello. Rappresenta circa il 5% di tutti gli
ictus [18].

Stroke ischemico Stroke emorragico Stroke emorragico
intraparenchimale subaracnoideo

Occlusione di un’arteria Sanguinamento nel Sanguinamento nello
859 parenchima cerebrale spazio subaracnoideo
’ 10% 5%

Figura 1.3: Illustrazione delle tre principali categorie di stroke.

1.2.1 Cause e fattori di rischio

La possibilita di sviluppare un ictus aumenta con ’avanzare dell’eta e rad-
doppia dopo i 55 anni, sia negli uomini che nelle donne. I fattori di rischio
possono essere suddivisi in non modificabili, che includono eta, sesso, etnia, at-

tacco ischemico transitorio (TTA) e caratteristiche ereditarie, e modificabili, che
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includono ipertensione, diabete, fibrillazione atriale, iperlipidemia, abuso di alcol

e sostanze, fumo e scarsa attivita fisica [20].

1.3 Ictus emorragico intraparenchimale

Lo stroke emorragico intraparenchimale ¢ un sottotipo di ictus grave, con
alti tassi di morbilita e mortalita, causato dalla rottura spontanea di un’arte-
ria cerebrale o dalla conversione emorragica di un ictus ischemico con conse-
guente emorragia intracranica (ICH) [21]. Si distinguono due tipi di emorragie
intraparenchimali:

« tipica, emorragia profonda dovuta alla rottura dei vasi perforanti. Si localizza
specificamente intorno ai ventricoli, nei gangli basali (50%), nei lobi cerebrali
(10%-20%), nel talamo (15%), a livello del ponte e del tronco encefalico (10%-
20%) o nel cervelletto (10%) [22];

 atipica, qualsiasi emorragia che si localizza in posizione diversa da quella
tipica. Puo essere dovuta alla rottura di vasi propri di una neoplasia cerebrale

o ad una malformazione vascolare [18].

I1 danno (o lesione) primario si verifica da pochi minuti a poche ore dall’inizio
del sanguinamento e rappresenta la principale causa di mortalita dell’ictus emor-
ragico; ¢ dovuto principalmente all’elevata ipertensione endocranica: il sangue
fuoriesce dal vaso in maniera rapida e violenta provocando la compressione e il
danneggiamento del tessuto neuronale circostante [23]. In seguito all’espansione
dell’emorragia vascolare, si verifica una serie di eventi patologici che provoca i

cosiddetti danni cerebrali secondari [22].

1.3.1 Lesioni cerebrali secondarie

Se il paziente sopravvive all’ictus, I’ematoma formatosi nel parenchima cere-
brale si espande e innesca una serie di eventi avversi che causano lesioni cerebrali
secondarie (SBI) e gravi deficit neurologici [23]. I danni secondari sono causati
da diversi eventi patologici quali infiammazione, rottura della barriera emato-
encefalica (BEE), edema, sintesi eccessiva di radicali liberi come le specie reattive
dell’ossigeno (ROS), eccitotossicita indotta dal glutammato e rilascio di emoglo-
bina e ferro dalle emazie [22]. L’espansione dell’ematoma, che si verifica come
conseguenza dell’effetto di massa della lesione primaria, € una delle principali

cause di deterioramento neurologico e di esito clinico sfavorevole dopo un’ICH;



le varie componenti del sangue fuoriescono dai vasi e continuano a diffondersi

nel tessuto cerebrale provocando lesioni secondarie sempre piu estese [24].

Figura 1.4: Espansione dell’ematoma. La tomografia computerizzata seriale, 3 e 6 ore dopo ’esordio dei sintomi,
rivela una significativa espansione di un’emorragia intracerebrale primaria localizzata nel putamen destro di un
paziente di 76 anni affetto da ipertensione acuta. Immagine di Bornes and Butcher [25].

1.3.1.1 1l ruolo dell’eme nei SBI

A livello dell’ematoma, i globuli rossi si decompongono lentamente e river-
sano il loro contenuto nell’area circostante. I1 95% delle proteine dell’eritrocita
¢ rappresentato dall’emoglobina (Hb), una molecola tetramerica deputata al
trasporto dell’ossigeno; ciascuna delle quattro subunita e legata covalentemen-
te all’eme, un gruppo prostetico costituito da una molecola di protoporfirina
IX coordinata con uno ione ferro Fe2+, a formare emoglobina ferrosa (Hb2+).
Gli eritrociti contengono emoglobina a una concentrazione di 15 mM di eme-
equivalenti, quantita che supera di oltre 1000 volte la soglia di tossicita [17].
Nella fase iniziale, i tetrameri di Hb (64 kDa) si dissociano in piccoli dimeri (32
kDa); inoltre, in un ambiente ossidativo, I'Hb2+ viene rapidamente convertita
in emoglobina ferrica (Hb34) o nella forma ferrile (Hb4+). Entrambe queste
forme sono notevolmente reattive e, diffondendo nei tessuti, provocano gravi
conseguenze come vasospasmi, vasocostrizione, ischemia e insufficienza cardiaca
26, 27]. L’eme libero da solo puo indurre molti degli effetti dannosi osservati

per 'emoglobina libera da cellule.

1.4 Meccanismi molecolari indotti dall’eme

L’emoglobina libera e i suoi componenti contribuiscono al danno tissutale

attraverso diversi meccanismi che includono:
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Figura 1.5: Struttura tridimensionale dell’'Hb e del gruppo eme. L’Hb e I’eme rilasciati dai globuli rossi
danneggiati sono responsabili di lesioni endoteliali attraverso deplezione di NO, stress ossidativo, attivazione
endoteliale e disfunzione della barriera endoteliale. CFH = Cell Free Hemoglobin [27].

o deplezione dell’ossido nitrico (NO), I'emoglobina ha la capacita di legare I'NO,
che ¢ essenziale per 'omeostasi funzionale e metabolica del cervello [26]. La
rimozione dell’NO, che causa inizialmente vasocostrizione, scatena una serie
di eventi endoteliali che includono la riduzione del flusso sanguigno, 'aumento

dell’inflammazione, 1’attivazione delle piastrine e danni agli organi;

« stress ossidativo, in quanto ’emoglobina reagisce con lipidi e lipoproteine for-
mando radicali liberi reattivi e ROS che vanno ad attivare o danneggiare altre
cellule, tra cui leucociti e globuli rossi, rendendo ’ambiente sempre pit ossi-
dativo. Si instaura cosi un meccanismo di retroazione positiva che ha come
risultato l'estensione del danno. A livello molecolare, i ROS inducono 1'at-
tivazione della via di segnalazione di NLRP3, un inflammasoma in grado di
attivare le citochine pro-infiammatorie [28], e alla produzione dell'IL-1/, un
mediatore leucocitico endogeno. Per contrastare questo stress ossidativo, le
cellule attivano meccanismi molecolari che portano alla produzione di mole-
cole citoprotettive, tra cui ’eme ossigenasi 1 (HO-1), la catena pesante della
ferritina (FHC) e il fattore indotto dall’ipossia (HIF) [27];

o attivazione endoteliale, avviene attraverso la pathway TLR4/MyD88, che a
sua volta attiva i sistemi di segnalazione MAPK e NF-xB, nonché il sistema
del complemento. Cio porta all'upregulation di citochine pro-inflammatorie,

molecole di adesione e mediatori della coagulazione [29];

 disfunzione della barriera endoteliale, caratterizzata dalla perdita di integri-
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ta delle giunzioni cellula-cellula (aderenti e serrate) e dalla riorganizzazione
dell’actina del citoscheletro che forma le cosiddette fibre di stress. I mecca-
nismi di segnalazione che sembrano essere coinvolti includono I'up-requlation
delle MAPK, Src, Rho, MMPs e la segnalazione di pMLC. In diversi esperi-
menti in vivo, 'iniezione di emoglobina ha provocato la rottura della barriera

emato-encefalica [30].

A Oxidative Stress B Endothelial Activation C Barrier Dysfunction
rec &
\ TF, etc w 1 Adhesion Molecules w RBC
Y : * : ICAM-1, VCAM-1, i
o % 1 P-sel ’ E-sel, P-sel 1.6, IL-8 proms
* VWF released ‘?ﬁ' CFH
? k3 (]
Y Y PAR-1 lg LRy Y? | “ I l o TightJunction ? Adherens
U 00800 Q Disruption Junction
1 NLRP3, g‘s\; S o Disruption
IL1p -T - 4 )
T | tc3,c5a -2 Tsrc ~.
1 NFxB B 1 ROCK/Rho R
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Figura 1.6: Potenziali meccanismi di segnalazione coinvolti nel danno endoteliale mediato da emoglobina libera

[27].

1.4.0.1 Aptoglobina ed emopessina

Due proteine endogene, 'aptoglobina e I’emopessina, agiscono per combattere
la tossicita provocata dall’emoglobina e dall’eme dopo un’ICH [23]. L’aptoglo-
bina (Hp) ¢ una proteina presente in grandi quantita nel plasma sanguigno,
prodotta principalmente dagli epatociti e in minor misura da altri tessuti. La
sua funzione principale ¢ quella di neutralizzare I’emoglobina tossica in caso di
emolisi intravascolare. Questo avviene attraverso la formazione di complessi tra
I’Hp e I’emoglobina, che vengono poi rimossi dalla circolazione da una sottoclas-
se specializzata di macrofagi che esprimono il recettore CD163. In condizioni
normali, I'Hp svolge un’importante funzione protettiva contro la tossicita dell’e-
moglobina. Attraverso saggi di immunofluorescenza, lo studio di Zhao et al. ha
dimostrato che gli oligodendrociti nel cervello di topo producono Hp dopo un’e-
morragia intracerebrale e la sua espressione aumenta significativamente intorno
all’ematoma entro poche ore dall’inizio dell’TCH. Poiché gli oligodendrociti sono
abbondanti nella sostanza bianca e sono presenti in tutta la sostanza grigia, la
produzione locale di Hp da parte di queste cellule rappresenta probabilmente un
importante meccanismo endogeno di protezione del cervello contro la tossicita
dell’Hb extravascolare. Oltre al sistema di rimozione Haptoglobina-emoglobina-

Hb//CD163, esiste un sistema indipendente che aiuta a rimuovere i prodotti di
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rottura dell’emoglobina, I’eme e il ferro. Questo sistema coinvolge I’emopessina
(Hpx), una glicoproteina presente nel plasma sanguigno sintetizzata principal-
mente dagli epatociti. L’Hpx si lega all’eme e forma complessi Hpx-eme, che
vengono facilmente endocitati dai macrofagi che esprimono il recettore CD91.
In condizioni fisiologiche, il CD91 ha un ruolo nel riciclaggio del ferro. Tuttavia,
in risposta all’emolisi extravascolare nei tessuti colpiti dall’ematoma, il sistema
Hpx-eme/CD91 puo facilitare la rimozione dell’eme pro-ossidativo da parte della

microglia e dei macrofagi [32].

1.5 L’uso del trascrittoma come readout

Identificare i meccanismi specifici di danno cellulare e tissutale causati dal-
I’emoglobina puo essere difficile a causa dei suoi molteplici stati di ossidazione
e del potenziale rilascio di eme e ferro. Questi fattori aumentano la complessita
dell’analisi, specialmente in vivo [27]. Gli studi in vitro del trascrittoma possono
rivelarsi molto utili per comprendere i processi molecolari che seguono un’ICH.
Inoltre, grazie alla trascrittomica spaziale ¢ possibile valutare 'estensione dei
danni a livello molecolare e analizzare la distribuzione in specifiche regioni del
tessuto dei geni e delle proteine coinvolte, permettendo anche 'identificazione
dei tipi cellulari. Grazie a questi studi, sara possibile migliorare la conoscenza
dei processi molecolari associati all'ICH e sviluppare nuove terapie funzionali
per il trattamento della patologia.

Nel prossimo capitolo, verra fornita una spiegazione dettagliata del trascrit-
toma e delle relative analisi, partendo da una breve descrizione del genoma per

una migliore comprensione del concetto di trascritto.
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Capitolo 2

Trascrittomica Spaziale

Studi in vitro del trascrittoma possono rivelarsi molto utili per comprendere
i processi molecolari che seguono un’ICH. Inoltre, con la trascrittomica spaziale
e possibile valutare l’estensione dei danni a livello molecolare e analizzare la
distribuzione in specifiche regioni del tessuto dei geni e delle proteine coinvolte.
Questo capitolo segue il percorso dal genoma all’analisi dei dati di espressione
genica, partendo dalla definizione di trascritto per arrivare a una comprensione

piu approfondita delle pipeline bioinformatiche.

2.1 Genoma e trascrittoma

Il genoma ¢ l'insieme completo del materiale genetico di un organismo, che
contiene tutte le informazioni necessarie per lo sviluppo, la crescita e il fun-
zionamento dello stesso. Per la maggior parte degli organismi e costituito dal
DNA (acido deossiribonucleico), un polimero organico formato da nucleotidi,
composti da un gruppo fosfato, uno zucchero (deossiribosio) e una delle quattro
basi azotate: adenina, timina, citosina e guanina. La specificita genetica del
DNA risiede nelle sue sequenze nucleotidiche, che sono uniche per ogni indivi-
duo. Infatti, nonostante il DNA abbia un alfabeto ridotto a quattro lettere, ha
un numero di sequenze possibili estremamente elevato, consentendo combina-

zioni pressoché infinite (4, N = numero di lettere nella sequenza). Il genoma

LTR retrotransposons 8%
DNA transposons 3% SINEs 13%

simple sequence repeats 3%

segmental
duplications 5%
miscellaneous LINEs 20%
heterochromatin 8%

protein coding
genes 1.5%

miscellaneous
unique sequences 12%

introns 26%

Figura 2.1: Grafico a torta che mostra la composizione del genoma umano in termini di tipologia di sequenze,
[33]. La porzione codificante & solo 1’1.5%, tutto il resto & costituito da sequenze non codificanti.
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si suddivide in due porzioni principali: una codificante, costituita dai geni che
contengono informazioni per la sintesi di proteine, e una non codificante. Le
regioni non codificanti concorrono alla complessita genetica e fenotipica degli
organismi, rappresentando la maggior parte del DNA negli eucarioti, infatti,
anche all’interno dei geni, ci sono sequenze non codificanti chiamate introni. Il
DNA ¢ usato dalla cellula come modello per la sintesi di RNA, una molecola
simile al DNA con alcune differenze strutturali: contiene il ribosio al posto del
deossiribosio, I'uracile al posto della timina e si presenta come singolo filamento.
Il processo di sintesi di RNA e chiamato trascrizione e inizialmente si pensava
che solo il DNA codificante venisse trascritto, mentre la porzione non codificante
era considerata inutile. I progressi nelle tecniche di biologia molecolare hanno
permesso di caratterizzare meglio questa porzione ed e emerso che il DNA non
codificante e fondamentale per il corretto funzionamento delle cellule, infatti an-
che esso viene trascritto. L’RNA e una molecola molto versatile ed eterogenea
sia per quanto riguarda la composizione e le strutture che puo formare, sia per
le funzioni che svolge all’interno della cellula, come mostrato nella Figura 2.2:
o RNA messaggero, mRNA, contiene la sequenza nucleotidica che codifica per
una specifica proteina e viene utilizzato come modello per la sintesi proteica

durante la traduzione;

« RNA transfer, tRNA, molecola relativamente piccola che funge da adatta-
tore molecolare tra 'mRNA e I'amminoacido corrispondente. Il tRNA lega
specificamente un amminoacido e lo trasferisce al sito di sintesi proteica sul
ribosoma;

o RNA ribosomiale, rRNA, costituisce la maggior parte della massa degli RNA
cellulari e rappresenta il componente strutturale del ribosoma, il complesso
macromolecolare responsabile della sintesi proteica;

o piccoli RNA nucleari, snRNA, localizzati nel nucleo delle cellule eucarioti-
che dove si associano con proteine specifiche a formare complessi chiama-
ti snRNP (small nuclear ribonucleoprotein), coinvolti nei processi di ma-
turazione dell’'mRNA, come lo splicing, e nella regolazione dell’espressione
genica;

o piccoli RNA nucleolari, snoRNA, si trovano principalmente nel nucleolo delle
cellule eucariotiche e sono coinvolti nelle modificazioni chimiche durante il
processo di maturazione degli rRNA e dei tRNA;

o microRNA e piccoli RNA interferenti, miRNA e siRNA, piccoli frammenti di

RNA che regolano I'espressione genica a livello post-trascrizionale. Si distin-
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guono sulla base della loro origine, possono legare 'mRNA e impedirne la
traduzione o degradarlo, influenzando cosi la quantita di proteina prodotta;
o lunghi RNA non-codificanti, IncRNA, svolgono funzioni regolatorie dell’e-

spressione genica, come la modulazione della trascrizione e della stabilita
del’'mRNA.

mRNA tRNA rRNA snRNA

" Agisce come adattatore 5 . . .
Codifica per le tra gli mRNA e gli Forma i ribosomi Implicato in vari processi

proteine amminoacidi nucleari (es. splicing)

miRNA siRNA IncRNA
O O e ™
O T S S
Facilita le modifiche Regolano Silenziano y Regolano
chimiche degli RNA I'espressione genica I'espressione genica I'espressione genica

Figura 2.2: Illustrazione dei diversi tipi di RNA che si trovano nelle cellule.

L’insieme di tutti gli RNA sintetizzati da una cellula prende il nome di tra-
scrittoma e con il termine trascritto si indica una qualsiasi molecola di RNA.
Talvolta questi termini fanno riferimento solo al sottoinsieme di RNA codificanti,
gli mRNA, in quanto da essi deriva il proteoma della cellula. Una caratteristi-
ca unica degli mRNA e la loro coda poli-adenilata, poli-A, che ne permette

I'isolamento.

2.2 Trascrittomica: lo studio del trascrittoma

La trascrittomica mira all’analisi sia qualitativa che quantitativa di interi
profili di espressione. Tali studi sono fondamentali per individuare gli elementi
funzionali del genoma, approfondire la complessita dell’espressione genica e per
chiarire i meccanismi alla base dello sviluppo e delle malattie [7]. Nel corso degli
anni sono state sviluppate varie tecniche per le analisi di espressione genica che
differiscono nei metodi e nella risoluzione dei dati generati, tra cui:

« PCR quantitativa (qPCR), prevede la conversione del'lRNA in DNA com-
plementare (cDNA) e 'amplificazione mediante PCR utilizzando sonde fluo-

rescenti specifiche per il gene di interesse. La quantita di cDNA amplificato
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viene poi misurata in tempo reale durante la PCR, consentendo di quantificare

I’espressione dei geni di interesse;

o ibridazione in situ, utilizza delle sonde a fluorescenza che si legano in modo
selettivo per complementarieta ad alcune specifiche regioni del cromosoma.
Per individuare il sito di legame tra sonda e cromosoma si utilizzano tecniche
di microscopia a fluorescenza;

o Microarray, permette di analizzare migliaia di geni contemporaneamente. I
campioni di RNA vengono marcati con fluorocromi e ibridati su una matrice
contenente sonde complementari ai geni di interesse. I segnali di fluorescenza
sono poi rilevati e analizzati;

o RNA sequencing (RNAseq), permette di quantificare I’espressione genica a
livello di singolo trascritto. L’RNA viene estratto e convertito in cDNA,
che viene poi sequenziato utilizzando una piattaforma ad high throughput. 1
dati di sequenziamento vengono poi analizzati per identificare i trascritti e
quantificarne I’espressione.

L’RNAseq e diventata rapidamente la tecnologia preferita per lo studio dell’e-

spressione genica grazie alla sua maggiore risoluzione e alla maggiore riprodu-

cibilita rispetto alle altre. Consente una migliore identificazione degli eventi di

splicing alternativo, di nuovi geni e trascritti; inoltre ¢ in grado di rilevare anche

bassi livelli di espressione di trascritti rari o di geni poco espressi, il che aumenta

la sensibilita e la specificita dei dati generati [34].

2.2.1 RNAseq workflow

Un prerequisito fondamentale per uno studio di RNAseq e quello di defini-
re un design sperimentale. Questo comporta innanzitutto la scelta del tipo di
libreria, single-end (SE) o paired-end (PE) a seconda dello scopo delle analisi.
La tecnica SE prevede il sequenziamento da una sola estremita, mentre la PE
consente di sequenziare entrambe le estremita di un frammento. In generale, le
brevi read SE sono sufficienti per studi sui livelli di espressione genica in organi-
smi i cui genomi sono ben annotati, mentre le piu lunghe PE sono preferibili per
caratterizzare trascrittomi scarsamente annotati. Altro requisito indispensabi-
le ¢ la scelta della profondita di sequenziamento, o library size, cioe il numero
di letture sequenziate per un determinato campione; anche in questo caso di-
pende dall’obiettivo dell’esperimento. Infine e importante valutare il numero di
repliche, sia tecniche che biologiche, appropriate per il sistema in studio, per

garantire che 'acquisizione dei dati non sia contaminata da bias inutili [35].
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Una volta definito il progetto sperimentale, si procede seguendo i protocolli di
analisi che prevedono quattro step principali (Figura 2.3): il preprocessamento

dei campioni, la preparazione delle librerie, il sequenziamento e ’analisi dati.

(7 N 7% N\ —— N7 - '\‘
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Figura 2.3: Schema generale del workflow per 'RNAseq.

In primo luogo, I'acido nucleico deve essere estratto dal campione che si in-
tende analizzare; uno step cruciale di questa fase e la rimozione dell’rRNA che,
vista la sua abbondanza, ridurrebbe il segnale d’interesse. L'’RNA ¢ una moleco-
la relativamente poco stabile, per questo viene convertita in cDNA attraverso il
processo di trascrizione inversa. La preparazione della libreria e realizzata con
sequenze di oligonucleotidi definite in modo da essere compatibili con la tecnica
di sequenziamento applicata e produce una popolazione di frammenti di cDNA
di lunghezza stabilita. Successivamente, ha luogo il sequenziamento vero e pro-
prio con il rispettivo sistema e i dati cosi ottenuti vengono elaborati seguendo

pipeline di analisi bioinformatiche per ottenere le informazioni pertinenti [36].

2.2.2 Bulk, single-cell e spatial RN Aseq

L’analisi globale del trascrittoma di un campione ¢ anche chiamata bulk-
RNAseq ed ¢ un metodo efficace per lo studio dell’espressione genica che pero
ha delle limitazioni, come la perdita di informazioni sulle differenze tra diversi
tipi cellulari all’interno di un campione misto. Per superare questo problema, i
progressi tecnologici hanno permesso lo sviluppo del cosidetto single-cell RNA-
seq, grazie al quale e possibile profilare il trascrittoma di singole cellule; infatti,
all’interno di uno stesso tessuto o in un ambiente tumorale la popolazione cel-
lulare & eterogenea. Le analisi in questo caso prevedono uno step in piu che
consiste nell’isolamento delle singole cellule. Tuttavia, anche il scRNAseq ha i
suoi limiti, infatti esso perde una parte di informazioni che ¢ molto utile per la
comprensione della funzionalita cellulare e dei cambiamenti patologici ossia la

posizione delle cellule all’interno del tessuto. A partire da questi limiti & stato
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sviluppato lo spatial-RNAseq che combina i punti di forza dell’analisi di RNAseq
e dell’ibridazione in situ, fornendo dati sull’intero trascrittoma con informazioni

spaziali [15].

b

Bulk analysis Single cell analye‘.ls Spatial analysis

<L
%ﬁ%%

Access unbiased Characterize cellular See spatial context of
discovery power heterogeneity tissue architecture

Figura 2.4: Schema delle tre categorie di RNAseq.

2.3 Analisi di trascrittomica spaziale

La trascrittomica spaziale fornisce una visione, finora inaccessibile, dell’intero
trascrittoma in un contesto morfologico. Negli ultimi anni si e verificata una
rapida crescita dei metodi per la profilazione molecolare spaziale, che variano per
risoluzione, scala e multiplexing. Tali tecnologie si dividono in cinque categorie
a seconda del metodo di acquisizione delle informazioni spaziali [13]:

1. regione di interesse (ROI), consiste nella selezione e nell’isolamento di spe-
cifiche porzioni di tessuto attraverso microdissezione fisica o ottica. Le ROI
isolate possono essere analizzate con microarray o RNAseq, o dissociate in
singole cellule per il scRNAseq;

2. ibridazione in situ a fluorescenza, FISH, tecnica di ibridazione altamente mul-
tiplexata che utilizza sonde marcate con fluorofori per rilevare i trascritti di
RNA a livello di singola molecola;

3. in situ sequencing (ISS), utilizza sonde marcate con fluorofori che legano spe-
cifiche sequenze di RNA. Le sonde sono quindi sequenziate in situ, cioe all’in-
terno del tessuto, con marcatori fluorescenti. Possono essere sia mirati, uti-

lizzando barcodes genici specifici, sia non mirati, utilizzando brevi frammenti

di cDNA;
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4. NGS con barcode spaziali, prevede 'utilizzo di slide con degli array contenenti
migliaia di barcode, identificatori molecolari unici (UMI) e oligonucleotidi
poli-T che permettono di catturare i trascritti poli-adenilati e sequenziarli;

5. metodi che non richiedono conoscenze spaziali a priori, ma che permettono di
preservare informazioni utili a ricostruire una mappa spaziale; un esempio e

la DNA microscopy.
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Figura 2.5: Risoluzione delle diverse tecniche di trascrittomica spaziale [14].

Tecniche basate sulla FISH restituiscono dati con un’altissima risoluzione,
fino alla singola molecola, mentre quelle basate su spot hanno una risoluzione
pit bassa che copre decine di micrometri e include diverse cellule (Figura 2.5).
I metodi differiscono anche per il numero di features molecolari acquisite: da
decine nella FISH a centinaia o migliaia nei metodi basati su sonde specializzate
(MERFISH o SeqFISH) fino a decine di migliaia nella trascrittomica spaziale
basata su spot [14]. Ciascun metodo presenta dei limiti e dei punti di forza ed
¢ percio opportuno utilizzare queste tecnologie in base alle diverse esigenze di

analisi e di caratterizzazione del campione studiato.

2.3.1 10x Visium Genomics

Visium Spatial Gene Fxpression € una piattaforma 10x Genomics per la pro-
filazione molecolare basata su NGS che permette di mappare ’espressione genica
tramite vetrini (o slide, Figura 2.6) sui quali ¢ presente una griglia di punti, spot,
delimitata da una cornice detta fiducial frame. Ciascuno spot contiene milioni
di oligonucleotidi di cattura con codice a barre spaziale, illustrati in Figura 2.6,
che si legano all'mRNA presente nel tessuto.

[ campioni su cui & possibile eseguire queste analisi sono di due tipi (Figu-
ra 2.7): tessuti congelati poco dopo l'estrazione detti fresh frozen tissue e tessuti

fissati in formalina e inclusi paraffina o FFPE. Nei tessuti congelati, 'mRNA
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Figura 2.6: Composizione del vetrino 10x Visium. Ciascun vetrino contiene due o quattro aree di cattura con
circa 5.000 spot, contenenti milioni di oligonucleotidi di cattura con codice a barre spaziale. L'mRNA tissutale
rilasciato si lega a questi oligo, consentendo la cattura delle informazioni sull’espressione genica.
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viene rilasciato dalle sezioni di tessuto trattate e si lega agli oligonucleotidi di
cattura in una posizione vicina a quella originale. La trascrizione inversa avviene
sulla slide con il tessuto ancora in posizione; nei campioni FFPE, delle sonde si
legano alll'mRNA e il tessuto viene permeabilizzato per rilasciare le coppie ibri-
date, che si legano agli oligo di cattura sul vetrino. Le coppie di sonde vengono
poi estese per generare la libreria. Indipendentemente dal tipo di campione, le
librerie di cDNA conservano le informazioni spaziali grazie all’incorporazione dei
codici a barre e vengono mappate su un punto specifico del vetrino. I dati di
espressione genica sono quindi sovrapposti all'immagine ad alta risoluzione della
sezione di tessuto ottenuta al microscopio, consentendo la visualizzazione dell’e-
spressione di uno o pit mRNA all’interno della morfologia del campione. Quindi,
il workflow per I’analisi con 10x Visium ha step analoghi al bulkRNAseq (Figu-
ra 2.3): preparazione del campione, costruzione delle librerie, sequenziamento e
analisi dati, con la differenza che in questo caso gli oligonucleotidi sono marcati

con barcode spaziali e il sequenziamento avviene direttamente sul vetrino [37].

Staining & imaging Permeabilization cDNA synthesis

Staining & Probe hybridization RNase treatment

imaging & ligation & permeabilization Probe extension

Figura 2.7: Schema della costruzione di librerie con 10x Visium per tessuti congelati (A) e FFPE (B)
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2.4 Pipeline di analisi dei dati di TS

I dati di trascrittomica spaziale generati con la piattaforma 10x Visium pos-
sono essere analizzati nell’ambiente Rstudio utilizzando diversi pacchetti di Bio-
conductor, una piattaforma open source per le analisi dei dati biologici, svilup-
pata per il linguaggio di programmazione R. Attualmente non e stata ancora
definita una pipeline standard per le analisi di TS; tuttavia, trattandosi di dati
di RNAseq, ¢ possibile seguire gli stessi passaggi previsti per il scRNAseq [38],

assumendo che gli spot possano essere trattati come equivalenti alle cellule.

2.4.1 La classe SpatialExperiment

SpatialExperiment [39] ¢ la principale struttura per la memorizzazione e la
manipolazione dei dati di TS, che si basa sulla classe pitu generale SingleCellExperiment
[38] per i dati di scRNAseq, con integrazioni per la memorizzazione di informa-
zioni spaziali, come le coordinate spaziali e i file di immagine. La struttura di
un oggetto SpatialExpreriment, illustrata in Figura 2.8, ¢ la seguente:

« assays, slot contenente i conteggi di espressione. Per i dati di T'S basati su
spot come 10x Visium Genomics, viene utilizzato un singolo saggio denomina-
to counts. Per i dati basati sulle molecole come seqFISH, vengono utilizzati

due saggi, counts e molecules;

» rowData, contiene informazioni sulle features, cioe sui geni;

e colData, include informazioni sugli spot o sulle cellule, compresi i metadati
non spaziali e spaziali;

e spatialCoords, slot per le coordinate spaziali;

« imgData, per i dati delle immagini.

2.4.2 Step di pre-elaborazione

Per preparare i dati grezzi di 10x Visium e caricarli in R, sono necessarie
alcune fasi di pre-elaborazione che richiedono 1'uso di strumenti esterni a R e
Bioconductor: VitoSeg, Space Ranger e Loupe Browser, due software per il
pre-processamento forniti da 10x Genomics.
 VitoSeg [40] ¢ uno strumento utilizzato per 1’elaborazione, I'analisi e la visua-

lizzazione interattiva di immagini istologiche ad alta risoluzione in MATLAB.
Tra i suoi output, VitoSeg fornisce una stima del numero di cellule per spot,

che puo essere utilizzata come input nelle analisi successive;
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Figura 2.8: Panoramica della struttura della classe SpatialExperiment [39]

o Loupe Browser e un’applicazione desktop di 10x Genomics che consente di

visualizzare i dati di espressione genica senza dover scrivere codice;

e Space Ranger € un insieme di pipeline di analisi per ’elaborazione dei da-
ti di sequenza 10x Visium Genomics con immagini al microscopio ad alta
risoluzione dei tessuti.

Space Ranger consente di mappare le letture del trascrittoma con l'immagi-

ne al microscopio del tessuto da cui sono state ottenute. Include cinque pi-

peline: mkfastq, count, aggr, targeted-compare e targeted-depth. Per le analisi
dei dati di 10x Visium si utilizza la pipeline spaceranger count. Questa ri-
chiede diversi input: l'immagine al microscopio, i file FASTQ!, il numero se-
riale del vetrino e il trascrittoma di riferimento del campione in esame. Spa-
ce Ranger esegue l'allineamento delle sequenze, il rilevamento e 1’allineamento
dei tessuti utilizzando la fiducial frame e il conteggio dei codici a barre. La

pipeline spaceranger count produce numerosi output, riportati in Figura 2.9.

Tra questi, i piu importanti sono la matrice geni-spot, i cui dati si trovano

nella cartella raw _feature bc matriz, e la cartella spatial, che contiene i fi-

le spaziali. Questi vengono combinati con i dati generati da VistoSeg in un
oggetto R SpatialExperiment per le analisi a valle, utilizzando la funzione

SpatialExperiment: :read10xVisium(). Inoltre, Space Ranger restituisce an-

che la matrice gene-spot filtrata (filtered feature bc matrix) ossia priva dei dati

Lformato basato su testo per memorizzare sia una sequenza biologica che i relativi punteggi di qualita.
Per brevita, sia la lettera della sequenza che il punteggio di qualita sono codificati con un singolo
carattere ASCII.
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relativi agli spot non coperti da tessuto.

outs
|— analysis
| [— clustering
| | diffexp
| | pea
| I— tsne
| L umap
I— cloupe.cloupe
|— filtered feature bc matrix
| |— barcodes.tsv.gz
| |— features.tsv.gz
| L matrix.mtx.gz
|— filtered_ feature_bc_matrix.h5
|— metrics summary.csv
I— molecule_info.h5
I— possorted genome bam.bam
I— possorted genome bam.bam.bai
I— possorted genome bam.bam.csi
I— probe_set.csv [For FFPE samples or CytAssist processed Fresh Frozen samples]
raw_feature_bc_matrix
| barcodes.tsv.gz
|— features.tsv.gz
L matrix.mtx.gz
raw_feature bc matrix.h5
spatial
|— aligned fiducials.jpg
I— aligned tissue image.jpg [CytAssist workflow only]
|— barcode_fluorescence intensity.csv [For --darkimage fluorescence image input only]
I— cytassist _image.tiff [CytAssist workflow only]
|— detected tissue image.jpg
I— scalefactors json.json
I— spatial enrichment.csv
I— tissue hires image.png
I— tissue lowres image.png
L tissue positions.csv
L web_summary. html

Figura 2.9: Gerarchia degli output ottenuti dalla pipeline spaceranger count

2.4.3 Quality Control e normalizzazione

Le procedure di controllo di qualita (QC) a livello di spot sono fondamen-
tali per garantire 'affidabilita e I'accuratezza dei dati ottenuti dalle analisi di
sequenziamento, al fine di evitare problemi durante le analisi a valle. Gli spot
di bassa qualita possono verificarsi a causa di problemi durante la preparazione
della libreria o di altre procedure sperimentali, come ad esempio la presenza di
grandi percentuali di cellule morte o la bassa efficienza di cattura del’'mRNA e
cio puo influire negativamente sulla qualita dei dati di sequenziamento, portan-
do a risultati errati o non riproducibili. Ad esempio, gli spot problematici che
non vengono rimossi potrebbero apparire come cluster separati, che potrebbero
essere identificati erroneamente come tipi di cellule distinte. Per questi motivi, e

importante che vengano rimossi prima di ulteriori analisi. Ci sono diverse carat-
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teristiche che possono essere utilizzate per identificare gli spot di bassa qualita,
tra cui:
 dimensione della libreria (cioe conteggi totali di UMI per spot), valori bassi

possono indicare uno scarso tasso di cattura degli mRNA;

o numero di features espresse (cioé numero di geni con conteggi UMI non nulli
per spot), anche in questo caso valori bassi possono indicare scarsa efficienza
nella cattura degli mRNA;

« percentuale di geni mitocondriali, se alta ¢ indice di danno cellulare;

o numero di cellule per spot, se elevato puo indicare problemi durante la seg-
mentazione cellulare.
Per la normalizzazione si applicano metodi sviluppati per i dati scRNA-seq, im-
plementati nei pacchetti scater [41] e scran [42] , partendo dal presupposto
che questi metodi possono essere applicati ai dati SRT trattando gli spot come
equivalenti alle cellule. Il metodo piu semplice e indicato per valutare la qualita
dei dati € quello basato sulla library size, poiché puo essere facilmente applica-
to ai dati TS. Altri metodi popolari per i dati scRNAseq, sono piu difficili da
giustificare nel contesto dei dati T'S basati su spot poiché (i) gli spot possono
contenere piu tipi di cellule e (ii) i dataset possono contenere pit campioni. In
alcuni dataset, puo essere necessario applicare procedure di controllo della qua-
lita o di filtraggio a livello dei geni, oltre che degli spot: alcuni geni, come quelli
mitocondriali, possono essere biologicamente irrilevanti per le analisi successive

e quindi devono essere rimossi.

2.4.4 Batch correction

Per aumentare 'affidabilita dei dati, gli esperimenti condotti su un campio-
ne vengono replicati piu volte nelle stesse condizioni sperimentali, generando le
cosiddette repliche tecniche. Inoltre, se I'esperimento viene eseguito su campioni
biologici diversi, si parla di repliche biologiche. Nonostante queste repliche sia-
no realizzate nelle stesse condizioni sperimentali, presentano un certo grado di
variabilita che puo essere eliminato tramite 1’'uso di metodi statistici. L’applica-
zione di tecniche di normalizzazione e pre-elaborazione dei dati tende a ridurre
la variabilita tecnica, ma spesso rimangono livelli elevati di eterogeneita siste-
mica che potrebbe oscurare i fenomeni biologici in studio [43]. Gran parte di
questa variabilita sottostante e associata all’elaborazione dei campioni in grup-
pi (repliche) e pertanto viene comunemente definita effetto batch, letteralmente

“effetto dei lotti”. Esistono due classi generali di metodi di correzione batch:
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quelli che utilizzano la modellistica lineare quando i batch sono noti o presunti
(ad es. ComBat [44]) e quelli che cercano di identificare e controllare i potenziali
effetti batch (ad es. analisi di variabili surrogate SVA [45]). Poiché il suo impatto
puo essere significativo, ¢ importante comprendere tale eterogeneita come parte

integrante del processo di elaborazione ed esplorazione dei dati genomici.

2.4.5 Riduzione della dimensionalita

La riduzione della dimensionalita e la trasformazione dei dati da uno spazio
ad alta dimensionalita in uno spazio a bassa dimensionalita in modo che la
rappresentazione a bassa dimensionalita conservi alcune proprieta significative
dei dati originali, idealmente vicine alla loro dimensione intrinseca. Lavorare in
spazi ad alta dimensionalita puo essere scomodo poiché i dati grezzi spesso sono
sparsi e ’analisi dei dati € computazionalmente difficile da gestire. I metodi sono
comunemente divisi in approcci lineari e non lineari, ma possono anche essere
divisi in selezione ed estrazione di features. La riduzione della dimensionalita
puo essere utilizzata per la riduzione del rumore, la visualizzazione dei dati,
I'analisi dei cluster, o come passaggio intermedio per facilitare altre analisi [46].
I principali metodi sono:

1. Principal component analysis (PCA), tecnica che esegue una mappatura li-
neare dei dati in modo tale che la varianza dei dati nella rappresentazione a
bassa dimensionalita sia massimizzata;

2. T-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE), approccio non lineare
utile per la visualizzazione di insiemi di dati ad alta dimensionalita. Non
¢ raccomandata per I'uso in analisi come il clustering o la rilevazione degli
outlier in quanto non preserva necessariamente bene le densita o le distanze;

3. Uniform manifold approzimation and projection (UMAP), tecnica non lineare
visualmente simile a t-SNE, ma assume che i dati siano distribuiti uniforme-
mente su uno spazio di Riemann localmente connesso e che la metrica di
Riemann sia localmente costante. UMAP & utile per la visualizzazione dei
dati in due o tre dimensioni, ma puo anche essere utilizzato per la riduzione

della dimensionalita a fini analitici come il clustering o 'analisi di cluster [47].

2.4.6 Espressione genica differenziale

Un’applicazione tipica del’RNAseq e l'analisi dell’espressione differenziale
(DE), in cui diverse condizioni biologiche vengono confrontate tra loro con l'o-

biettivo di identificare ’espressione dipendente dalla condizione. Un esempio ¢
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I’analisi di cellule trattate rispetto a cellule non trattate. Un gene viene conside-
rato differenzialmente espresso quando la differenza o il cambiamento osservato
nelle letture o nei livelli di espressione tra due condizioni sperimentali & statisti-
camente significativo. La distribuzione di Poisson e la distribuzione binomiale
negativa sono due modelli statistici comunemente utilizzati per ’analisi di DE.
La distribuzione di Poisson e caratterizzata dalla sua semplicita e dalla presenza
di un solo parametro, ma ha il vincolo della varianza uguale alla media, il che
puo portare a falsi positivi soprattutto in presenza di repliche biologiche. D’altra
parte, la distribuzione binomiale negativa ha due parametri, media e dispersio-
ne, il che consente di modellare in modo piu accurato la relazione tra media e
varianza. Questo modello e spesso utilizzato per gestire la variabilita biologica
dei dati [48].

2.4.7 Spatially Variable Genes

L’analisi dei dati ST esplora tipicamente le differenze interne tra le regioni
spaziali di un tessuto. Ad esempio, & possibile cercare i geni che presentano
modelli di espressione spaziale, chiamati Spatially Variable Genes (SVG). Gli
approcci esistenti per identificare i geni altamente variabili (HVG), utilizzati
per i dati di scRNAseq convenzionali, ignorano le informazioni spaziali e quindi
non misurano la variabilita spaziale, infatti gli HVG sono definiti esclusivamente
sulla base di caratteristiche molecolari. Gli SVG sono definiti come geni con un
modello di espressione altamente correlato a livello spaziale, che varia in base
alla distribuzione spaziale di una struttura tissutale di interesse. Per classificare
i geni in base all’autocorrelazione spaziale osservata si possono utilizzare misure
statistiche standard come la I di Moran o la C di Geary. Nello studio sulla
corteccia prefrontale di Maynard et al. & stata eseguita 'analisi della varianza
(ANOVA) per testare 'espressione differenziale tra gruppi di cellule, utilizzan-
do annotazioni cellulari predefinite o basandosi sul clustering dei campioni con
alcuni metodi che incorporano informazioni spaziali. Tali metodi possono solo
rilevare le variazioni dovute alle differenze tra gruppi discreti. SpatialDE [16]
¢ un metodo per identificare gli SVG che si basa sulla regressione tramite pro-
cesso gaussiano, una classe di modelli utilizzati in geostatistica. In breve, per
ogni gene, SpatialDE decompone la variabilita dell’espressione in componenti
spaziali e non spaziali, utilizzando due termini di effetto casuale: un termine di
varianza spaziale che parametrizza la covarianza dell’espressione dei geni in base

alle distanze tra i campioni e un termine di rumore che modella la variabilita
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non spaziale. Il rapporto tra la varianza esplicata da queste componenti quanti-
fica la frazione di varianza spaziale (FSV). Gli SVG significativi possono essere
identificati confrontando questo modello completo con un modello privo del ter-
mine di varianza spaziale. Inoltre, Spatial DE fornisce un metodo di clustering
spaziale che identifica insiemi di geni che segnalano distinti pattern di espressio-
ne spaziale. Questo consente di effettuare un’analisi automatica dell’espressione
istologica (AEH), che collega la struttura del tessuto e la composizione del tipo

di cellula utilizzando i pattern di espressione dei geni marker.
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Figura 2.10: Panoramica di SpatialDE per l'identificazione dei geni variabili nello spazio [16]. A) I livelli di

espressione sono misurati come funzione delle coordinate spaziali delle cellule o dei campioni. B) Il modello

statistico SpatialDE suddivide la variazione dell’espressione in una componente spaziale, caratterizzata dalla
covarianza spaziale, e il rumore di osservazione indipendente.

2.5 L’uso della trascrittomica nell’ambito della

Drug Discovery

L’uso dei dati di RNAseq nella ricerca di nuovi farmaci ¢ sempre piu diffuso.
Grazie a queste tecnologie ad high-throughput, € possibile analizzare ’espressio-
ne genica di migliaia di geni contemporaneamente, identificare nuovi marcatori
biologici e identificare vie metaboliche coinvolte in patologie specifiche. Inoltre,
il scRNAseq consente di analizzare il trascrittoma a livello di singola cellula, for-
nendo informazioni dettagliate sullo sviluppo e sulla differenziazione cellulare,
nonché sulla risposta alle terapie. La trascrittomica ¢ un’importante risorsa nella
scoperta e sviluppo dei farmaci, poiché consente di identificare, gia nelle prime

fasi dello sviluppo, gli effetti collaterali dei composti candidati, prevenendo co-
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stosi fallimenti in fase avanzata. Inoltre, I'utilizzo di signature® di espressione
di pochi geni puo sostituire un costoso test tardivo per la genotossicita, consen-
tendo di risparmiare tempo e risorse. L’analisi dell’espressione genica puo anche
rivelare ’eccessiva eterogeneita dei composti candidati cioe la capacita di legarsi
a molteplici bersagli molecolari, che puo causare effetti collaterali indesiderati
[50]. Lo screening computazionale dei farmaci e stato facilitato dalla comparsa
di metodi che permettono di mappare e identificare le relazioni tra piu sistemi,
in particolare la Connectivity Map (CMap) e la Library of Integrated Network-
based Cellular Signatures (LINCS) [51, 52]. CMap e LINCS sono database di
perturbazioni farmacologiche completi e su larga scala, contenenti profili tra-
scrittomici di numerose linee cellulari trattate con migliaia di composti chimici
[53]. 11 concetto di base di CMap consiste nell’utilizzare un database contenente
profili di espressione genica specifici per un particolare farmaco e confrontarlo
con una signature genica specifica della malattia. Per utilizzare CMap, e suffi-
ciente presentare una lista di geni ritenuti rilevanti per la malattia in questione
e si ricevera in output un elenco di farmaci che hanno presunta efficacia per la
malattia o interi meccanismi d’azione noti. Questo strumento consente di iden-
tificare le connessioni tra farmaci, geni e malattie, con l'obiettivo generale di
predire potenziali candidati terapeutici. LINCS e un database che comprende
circa 5000 perturbatori genetici (come silenziamenti o sovraespressioni di singoli
geni) e circa 15000 perturbatori indotti da composti chimici. Grazie alla tecno-
logia L1000, sviluppata dal team di CMap presso il Broad Institute [52], sono
stati profilati e raccolti oltre un milione di profili di espressione genica in modo
rapido, flessibile e ad alta efficienza a costi inferiori. La tecnologia L1000 misura
solo 'espressione dei cosiddetti geni landmark®, che sono 978 in totale, mentre
i valori di espressione per tutti i restanti vengono stimati da un modello com-
putazionale che utilizza dati aggiuntivi da Gene Expression Omnibus (GEO).
La principale sfida nel tracciare l'interazione dei farmaci in vivo attraverso i
compartimenti tessutali e i tipi di cellule ¢ la mancanza di strumenti per visua-

lizzare le molecole di farmaco in situ. L’analisi tradizionale bulk del tessuto non

2Gruppo singolo o combinato di geni in una cellula con un modello di espressione genica univocamente
caratteristico che si verifica come risultato di un processo biologico alterato o non alterato o di una
condizione medica patogena.

3Gene la cui espressione ¢ considerata informativa per caratterizzare il trascrittoma e che viene mi-
surato direttamente nel saggio L1000. I geni landmark sono stati selezionati in quanto ampiamente
espressi in tutto il sistema e dotati di un buon potere predittivo per ricavare l’espressione di altri
geni che non sono direttamente misurati nel saggio.
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fornisce informazioni spaziali e cellulari dettagliate. Tuttavia, il rapido svilup-
po delle tecniche di TS sta aprendo nuove possibilita nella farmacologia risolta
spazialmente, consentendo una valutazione piu completa e obiettiva dell’effica-
cia e della tossicita dei farmaci in vivo. Ad esempio, Clearing Assisted Tissue
click CHemistry (CATCH) ¢ una tecnica che permette di visualizzare il legame
covalente dei farmaci a risoluzione subcellulare [54]. Cio consente di identificare
dove e quali tipi di cellule all’interno di un organo sono legate quantitativamente
da un determinato farmaco, rivelando un coinvolgimento eterogeneo del farmaco
all’interno dell’organo.

La trascrittomica rappresenta, dunque, un’importante risorsa nella scoperta,
sviluppo e valutazione dei farmaci. In particolare, attraverso le nuove tecnologie
di profilazione spaziale e possibile valutare I'impatto dei farmaci su un tessuto a
livello cellulare in modo molto preciso. Questo consente di comprendere in mo-
do dettagliato fino a che punto i trattamenti farmacologici agiscono sul tessuto,
identificando le aree in cui i farmaci si concentrano e gli effetti che questi pro-
ducono sulle singole cellule. Cio apre nuove possibilita nello sviluppo di terapie
mirate, che hanno un effetto specifico su determinate cellule o tessuti, miglio-
rando l'efficacia e la sicurezza dei trattamenti e offrendo nuove opportunita per

la cura delle patologie.
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Capitolo 3

RGDIST: un nuovo metodo per il drug

discovery con la trascrittomica spaziale

La trascrittomica spaziale ¢ un metodo innovativo di profilazione molecolare
che consente di misurare tutta 'attivita genica in un campione di tessuto e di
mappare le zone in cui si verificano fenomeni di interesse. Ai dati di spRNA-
seq e possibile integrare informazioni spaziali rilevanti, che altre tecnologie non
supportano, ed effettuare analisi che sfruttano queste informazioni per carat-
terizzare meglio 'espressione genica in un contesto morfologico. Ad esempio,
in un esperimento in cui i campioni sono trattati con farmaci o molecole con
attivita biologica, puo essere utile sfruttare le coordinate di un sito di iniezio-
ne per valutare gli effetti del trattamento in funzione della distanza. Sebbene
siano stati proposti diversi metodi per identificare i geni spazialmente variabili,
essi non tengono conto della posizione del sito di iniezione. In questo capitolo
viene presentato un metodo per valutare gli effetti trascrizionali di un tratta-
mento molecolare basandosi sull’ipotesi che la distanza delle cellule dal sito di
iniezione attraverso il tessuto influisca sulla corrispondente risposta trascrizio-
nale. L’obiettivo principale di questa tesi ¢ lo sviluppo di un metodo in grado
di identificare i geni responsivi ad un trattamento farmacologico, ovvero quei
geni che mostrano una risposta all’azione del farmaco. Questo metodo si basa
sull’assunzione che questi geni debbano mostrare gli effetti del trattamento in
modo piu marcato nelle cellule piu vicine al sito di iniezione del farmaco. A
tal fine, & stato sviluppato RGDIST (Responsive Genes based on Distance from
Injection SiTe), un metodo che sfrutta le coordinate del sito di iniezione per

identificare tali geni.

3.1 Dataset

I dati di TS utilizzati per ’analisi sono pubblicamente disponibili sul sito
web Gene Expression Omnibus (numero di accesso GSE182127). 11 dataset &
stato ottenuto dopo iniezioni stereotassiche di eme ed emopessina nel cervello

di topo. Il presupposto dell’esperimento ¢ che molte patologie cerebrali come

30



Iictus, l'ipertensione cronica, ’angiopatia amiloide, le malformazioni vascolari
e 1 tumori cerebrali possono causare emorragie intracraniche [18], in seguito alle
quali I’eme viene rilasciato dall’emoglobina liberata dalle cellule e puo causare
lesioni cerebrali secondarie nell’area dell’emorragia. Lo studio di Buzzi et al. mi-
rava ad analizzare spazialmente i cambiamenti di espressione genica nel cervello
di topo simulando un’emorragia cerebrale intraparenchimale tipica, attraverso
I'iniezione di eme nel nucleo striato, per valutare ’entita e il tipo di lesioni secon-
darie provocate. Inoltre, sono stati valutati gli effetti della proteina emopessina
come potenziale candidato per revertire gli effetti tossici dell’eme. Il dataset
comprende sette campioni di sezioni coronali:

e due controlli, uno non trattato e uno trattato con soluzione salina

 quattro trattati con concentrazioni crescenti di eme (add conc.)

e uno trattato con eme-emopessina.

Per le successive analisi, e stato selezionato il campione trattato con 10 nmol di
eme (GSM5519059) poiché si ritiene che possa mostrare gli effetti trascrizionali
piu pronunciati. Oltre agli output della pipeline spaceranger count, il dataset
comprende le coordinate del sito di iniezione e i cluster anatomici assegnati ma-
nualmente. Dalla successiva analisi sono stati esclusi: (i) i punti non assegnati
ad alcun cluster anatomico, poiché questa informazione e necessaria nelle fasi
successive dell’analisi; (ii) i geni rilevati in meno di tre punti, poiché sono neces-
sarie almeno tre osservazioni per calcolare le correlazioni. Inoltre, nello studio
di Buzzi et al. sono stati identificati gli insiemi di geni significativamente up- e
down-regolati in risposta al trattamento con eme, mettendo insieme i risultati di
due approcci diversi, che comprendevano I'analisi differenziale spaziale e ’analisi
differenziale tra trattato e controllo, insieme all’identificazione del tipo di cellula
basata sull’anatomia e sul clustering. L’insieme finale comprende un totale di 62
geni up-regolati e 6 geni down-regolati, che sono stati usati come ground truth
per le successive analisi di confronto tra metodi. Il dataset e stato caricato con
il pacchetto SpatialExperiment v1.8.1 nell’ambiente R e sottoposto alle fasi di

quality control e normalizzazione descritte in precedenza.

3.2 RGDIST

E stata quindi calcolata la distanza euclidea di ogni spot dal sito di iniezione
e, poiché e fornito come area, si e scelto il suo punto centrale per il calcolo; una

visualizzazione di questa area e riportata in Figura 3.1.
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Figura 3.1: A) Area di iniezione. B) Rappresentazione degli spot e del pattern di espressione ricercato da
RGDIST.

Il campione in analisi & una sezione coronale del cervello di topo, composta
da diverse regioni anatomiche che presentano un certo grado di eterogeneita
anche a livello trascrizionale. Per rimuovere questi effetti trascrizionali guidati
dal tessuto che non dipendono dal trattamento, ¢ stata eseguita una correzione
batch (BC) dei dati di espressione utilizzando I'approccio ComBat_seq (pacchetto
R sva v3.35.2 [44]) in cui i cluster anatomici sono stati considerati come effetti
batch da correggere. La funzione ComBat_seq prende in input la matrice dei
conteggi e restituisce una matrice simile, ma con i valori corretti per l'effetto
batch richiesto. I conteggi corretti sono stati normalizzati con lo stesso metodo
utilizzato per i counts cioe per il numero totale di trascritti all’interno di ogni
spot. Per valutare qualitativamente l'effetto della correzione sui dati, sono state
generate delle UMAP prima e dopo la BC, riporate in Figura 3.2. Infine, per
ogni gene ¢ stato calcolato il coefficiente di correlazione di Spearman tra la sua
espressione all’interno del tessuto e la distanza degli spot dal sito di ineizione.

Le analisi sono state effettuate con il software R v4.2.2, seguendo le pipeline

descritte nel capitolo 2.

3.3 Confronto tra metodi

Per dimostrare la validita di RGDIST, e stata eseguita un’analisi dei rank
classificando i geni in base ai p-value della correlazione di Spearman e tale clas-
sifica e stata poi confrontata con quelle ottenute con altri due metodi. In primo
luogo, e stato ideato un metodo baseline basato esclusivamente sull’espressione
genica, senza informazioni di controllo né spaziali. In questo caso, ¢ stata sem-

plicemente utilizzata 1’espressione media di ciascun gene in tutto il campione di
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Figura 3.2: UMAP prima e dopo la Batch Correction. I colori rappresentano i cluster anatomici e si nota che
dopo la correzione questa informazione ¢ in parte persa; ¢ ancora evidente il cluster del globus pallidus, che
corrisponde alla zona di iniezione, in cui gli effetti sono pitt marcati.

tessuto, normalizzata per I'espressione media di tutti i geni. Come secondo me-
todo e stato utilizzato uno state of art per I'identificazione degli SVG, spatial DE
[16], che fa uso solo delle informazioni spaziali del campione trattato. L’anali-
si SpatialDE & stata applicata seguendo la sua pipeline standard (pacchetto R
spatial DE v1.4.3) e successivamente i geni sono stati classificati in base ai loro
valori di Log Likelihood Ratio (LLR) in ordine decrescente. Per valutare i tre
metodi ¢ stato eseguito un confronto utilizzando come ground truth i geni iden-
tificati da Buzzi et al. e poi valutato il significato delle discrepanze risultanti. Il
boxplot di confronto in Figura 3.3 mostra che sia RGDIST che spatialDE sono
accurati nell’identificare geni significativi in risposta all’eme senza ['utilizzo di
un campione di controllo. SpatialDE tende a classificare in alto i geni ground
truth (mediana: 537,5) in base ai pattern spaziali nella loro espressione. D’altra
parte, RGDIST li classifica ancora piu in alto (mediana: 391), anche se diversi
geni sono classificati significativamente piu in basso in quanto non mostrano una
tendenza nell’espressione in salita o in discesa. L’approccio che utilizza RGDIST
e ComBat ¢ risultato essere il piu efficace nel trovare i geni che mostrano una ri-
sposta al trattamento. Questo perché, sebbene anche ’approccio SpatialDE sia
accurato, tende a individuare pattern spaziali in modo generale, compresi quelli
che dipendono dal tipo di tessuto, piuttosto che dalla presenza del trattamento.
Pertanto, 1'utilizzo combinato di RGDIST e ComBat consente di individuare in
modo preciso e specifico i geni che mostrano una risposta al trattamento. La
Figura 3.3 mostra i grafici di due geni significativi per il metodo spatial DE che

presentano un pattern spaziale evidente (Myl4, posizione: 45; Tacl, posizione:
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85). Considerando i modelli di espressione su tutto il campione di tessuto e la
mancanza di una tendenza rispetto al sito di iniezione, I'ipotesi € che 'espres-
sione di tali geni, ritenuti rilevanti da altri metodi, possa essere influenzata da

effetti residui, dipendenti dal tipo cellulare e non dal trattamento con eme.
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Figura 3.3: A) Prestazioni dei diversi metodi con e senza ComBat nel classificare i geni ground-truth. I metodi
piu performanti sono ingranditi sulla destra; ’approccio RGDIST+ComBat ¢ il piu efficace nel trovare i geni che
mostrano una risposta al trattamento. B) Geni significativi per spatialDE, con un marcato pattern spaziale
legato al tessuto e probabilmente non al trattamento (confrontare con Figura 3.6 in cui sono riportati i pattern
dipendenti dal trattamento).

Il metodo spatialDE ha rilevato 4280 geni che presentano un pattern spaziale,
inclusi tutti i geni significativi per RGDIST, sebbene fossero classificati in basso
in confronto. Da questi 4 280 e dai risultati del metodo baseline sono stati estratti
i sottoinsiemi dei primi 56 geni e dei primi 37 geni per confrontarli con i geni
significativi per RGDIST, rispettivamente prima e dopo la BC. Nella Figura 3.4
(C) sono riporati i relativi diagrammi di Venn. Tra i geni che sono risultati

significativi, due di essi, ovvero Hmox1 e Timpl, sono stati individuati sia da
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RGDIST che da spatial DE e fanno entrambi parte dell’insieme ground truth,
riportati in Figura 3.4D. I restanti sono individuati esclusivamente da RGDIST
e sono discussi in nella sezione successiva. I geni in comune fra i tre metodi
sono pochi, questo suggerisce che 1'utilizzo di piu metodi contemporaneamente
puo essere utile per estrarre un insieme di geni con differenti caratteristiche

nell’espressione, ma significativi.
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Figura 3.4: A) geni significativi prima e dopo la BC, con la correzione i geni significativi aumentano. B) Geni
significativi per RGDIST e l'insieme ground truth, 12 dei geni anticorrelati sono in comune. C) Geni significativi
per i tre metodi, prima e dopo la BC. D) Geni significativi in comune tra RGDIST e spatialDE.

3.4 Analisi dei risultati

3.4.1 Geni significativi

Per identificare i geni influenzati dal trattamento, e stato calcolato il coeffi-
ciente di correlazione per i rank di Spearman tra ’espressione di ciascun gene in

tutti i punti e la distanza corrispondente dal sito di iniezione a ciascun punto,
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escludendo i conteggi nulli. Le stesse analisi sono state eseguite sia sui dati di
espressione non corretti che su quelli corretti per valutare gli effetti della fase di
correzione. Per estrarre un insieme di geni che rispondono al trattamento, ¢ sta-
ta utilizzata una soglia sul p-value di 0.01 e una soglia sulla correlazione di £0.5
per i dati prima della correzione. Lo stesso approccio di selezione e stato appli-
cato ai dati dopo la BC, ma la soglia sulla correlazione e stata fissata a +0.35.
Tali soglie sono state scelte sulla base di un’analisi simile a un volcano plot' in
cui l'espressione differenziale e stata sostituita dalla correlazione tra espressione
e distanze; il plot relativo ai dati corretti e riportato in Figura 3.5. L’analisi ha
rivelato due gruppi di geni significativi: correlati (9 prima della BC; 14 dopo la
BC), che mostrano una tendenza crescente nella loro espressione all’aumentare
della distanza dal sito di iniezione; e anticorrelati (28 prima della BC; 42 dopo
la BC), che mostrano una tendenza decrescente. I 56 geni significativi risultanti
dopo la batch correction sono riportati in Tabella 3.1. Tra questi geni sigifica-
tivi sono presenti anche alcuni geni ground truth, in particolare 12 dei 42 geni

anticorrelati, Figura 3.4, consultabili in Tabella 3.1
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Figura 3.5: La selezione dei geni significativi e stata effettuata impostando una soglia di 0,01 sui valori di p e una
soglia di 0,35 sui valori di correlazione. I geni correlati sono mostrati in verde (a destra), mentre i geni
anticorrelati sono mostrati in rosa (a sinistra).

Tra i geni significativi ce ne sono alcuni di particolare interesse, i cui modelli

!Grafico a dispersione, o scatter plot, che mostra la significativita statistica (p-value) rispetto all’entita
del cambiamento nell’espressione (fold change), rispettivamente sugli assi y e x. Consente una rapida
identificazione visiva dei geni con grandi fold change che sono anche statisticamente significativi.
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di espressione sul tessuto e i grafici di espressione in funzione della distanza dal
sito di iniezione sono visualizzati in Figura 3.6 (le visualizzazioni dei pattern di
espressione spaziale sono state ottenute con il pacchetto R spatial LIBD v1.10.1

[55]). Tali geni sono dettagliati di seguito.

1133

In riferimento a tali geni, 1133 codifica per IL-33, una citochina nucleare de-
rivata dal tessuto appartenente alla famiglia delle IL-1. E espressa da cellule
epiteliali, endoteliali e fibroblasti sia durante ’omeostasi che durante l'infiam-
mazione e agisce come segnale d’allarme per le cellule immunitarie rilasciato
in seguito a danni cellulari o tissutali. Oltre all'infiammazione, IL.-33 e stret-
tamente correlata allo stress ossidativo. Ricerche condotte su animali hanno
dimostrato che I'IL-33 puo esercitare un effetto neuroprotettivo in caso di emor-
ragia cerebrale. Tale effetto sembra essere legato all’attivazione selettiva della
microglia di tipo M2, che a sua volta puo ridurre 'inflammagzione, I'apoptosi e
l'autofagia [56]. Nel topo, dopo un danno cerebrale, gli oligodendrociti post-
mitotici OLIG2+ rilasciano rapidamente 11.-33 per promuovere il recupero [57].
Lo studio di Miao et al. suggerisce che alti livelli di IL-33 possono ridurre il

danno cerebrale dopo un’ICH.

Gjbl

Gjb1 codifica per la proteina della giunzione gap -1, nota anche come Con-
nessina 32 (Cx32), espressa dalle cellule di Schwann e dagli oligodendrociti, le
cellule mielinizzanti del sistema nervoso periferico e del sistema nervoso centra-
le, rispettivamente [58]. In seguito ad un ictus, i principali eventi trascrizionali
comprendono anche I'attivazione di geni correlati alla sopravvivenza di neuroni
e oligodendrociti, al danno neuronale, alla mielinizzazione assonale e alla neuro-
genesi. I cambiamenti correlati alla mielinizzazione includono la proteina Cx32,
che e coinvolta nella formazione di canali di membrana della giunzione gap e nel
processo di mielinizzazione assonale [59]. Inoltre, studi hanno evidenziato che i
canali della connessina sono coinvolti nei processi di infiammagzione, stress ossi-
dativo, rottura della barriera emato-encefalica (BEE) e morte cellulare nell’'TCH
[60].

Cdknla
Il gene Cdknla codifica per I'Inibitore della chinasi ciclina dipendente 1A.
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Uno studio condotto da Fan et al. ha identificato sei geni differenzialmente
espressi legati alla ferroptosi (CDKNI1A, CXCL2, DDIT4, JUN, SLC7A5 e
ZFP36). La ferroptosi & un tipo di morte cellulare regolata dovuta all’accu-
mulo intracellulare di ferro, mediato dalla perossidazione lipidica. In campo
neurologico, ¢ stato dimostrato che la ferroptosi si verifica nell’ictus ischemico,
nell’emorragia intracerebrale e nell’emorragia subaracnoidea. I risultati dello
studio di Fan et al. hanno evidenziato che la coppia CDKN1A/JUN & un bio-
marcatore diagnostico robusto e promettente per identificare i pazienti colpiti
da ictus. Inoltre, questi due geni sembrano regolare la ferroptosi durante la

progressione dell’ictus [61].

1111

IL-11, codificata dal gene 1111, &€ un membro della famiglia di citochine IL-6
che ha vari effetti immunologici su processi immunitari sia innati che adatti-
vi. Studi in vitro hanno dimostrato che IL-11 funziona come citochina anti-
infiammatoria modificando la funzione effettrice dei macrofagi; inoltre & coin-
volta nella riparazione della barriera epiteliale, che di per sé puo modulare le

risposte inflammatorie [62].

Fosl1

Fosll codifica per 'antigene fos-like 1 ed ¢ un membro della famiglia di geni
Fos. Questi geni codificano per proteine con struttura a leucine zipper, che
possono dimerizzare con le proteine della famiglia JUN, formando il complesso
di fattori di trascrizione noto come complesso della proteina attivatrice 1 (AP-
1) [63]. 1l complesso AP-1 ¢ responsabile dell’attivazione dell’inflammazione
e i risultati dello studio di Rehnstrom et al. hanno confermato un’aumentata
espressione di geni nei vasi che contribuiscono all’inflammazione, alla disfunzione
endoteliale e alla rottura della BEE. Tra questi ci sono Fosll e JunB, che fanno
parte del complesso AP-1, e sono coinvolti nella trascrizione e nella risposta alle
citochine [64]. Fosll ¢ uno dei geni significativi in comune con quelli ground
truth.

Gdfl15

Gdf15 codifica per il fattore di crescita e differenziazione 15 (GDF15), un
membro della superfamiglia delle proteine del fattore di crescita trasformante-

(TGF-B). GDF15 funziona come marcatore inflammatorio e svolge un ruolo
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critico nella regolazione degli adattamenti endoteliali dopo il danno vascolare. I
dati supportano I'uso potenziale di GDF15 come biomarcatore nei pazienti con
ictus [65].

Procr

Il gene Procr codifica per il recettore endoteliale della proteina C (PROCR). E
stato dimostrato che PROCR attiva vie di segnalazione intracellulari, portando
ad una serie di effetti citoprotettivi. Quando la Proteina C Attivata (APC) si
lega alle cellule che esprimono PROCR, scatena molteplici attivita citoprotettive

benefiche che sopprimono ’apoptosi, I'infiammazione e la rottura della barriera
endoteliale [66].

Aldh3b2

I1 gene Aldh3b2 codifica per un membro della famiglia delle Aldeide Deidro-
genasi 3, ALDH3B2. Questo enzima ¢ coinvolto nel metabolismo dei prodotti
aldeidici generati dalle ROS e mostra una vasta preferenza di substrato, che
va dalle aldeidi a catena media a quelle a catena lunga. E stato osservato che
ALDH3B2 ¢ localizzato nei droplet lipidici [67]. I neuroni hanno livelli rela-
tivamente bassi di trigliceridi, tuttavia, i droplet lipidici sono frequentemente
osservati nei neuroni coltivati e il loro numero aumenta in risposta allo stress

cellulare, come I'eccitotossicitd? o in seguito a un ictus [68].

Gm9732

Particolarmente interessante ¢ il trascritto Gm9732. Il prefisso "Gm-" ¢ un’anno-
tazione tipica del Mouse Genome Informatics (MGI), uno dei principali database
per il topo da laboratorio, che fornisce dati genetici, genomici e biologici integra-
ti per facilitare lo studio della salute e delle malattie umane [69]; i trascritti che
iniziano per "Gm-" sono geni annotati che non hanno ancora un nome canonico
e dei quali si sa ben poco. In base alla classificazione dei BioTypes di Ensembl,
database che fornisce informazioni aggiornate sui principali genomi eucariotici
[70], questi geni includono RNA codificanti proteine, lunghi RNA non codifican-

ti, trascritti antisenso e pseudogeni. Bisogna prestare attenzione all’abbondanza

2fenomeno di tossicitd neuronale conseguente all’esposizione a concentrazioni relativamente alte di
acido glutammico, il principale neurotrasmettitore eccitatorio a livello del sistema nervoso centrale.
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di questi trascritti, poiché potrebbero essere il risultato di letture mappate in
modo errato. Il gene Gm9732 risulta significativo per RGDIST e la sua espres-
sione spaziale sembra essere effettivamente legata all’iniezione di eme; infatti,
come si puo vedere in Figura 3.7, ¢ espresso nella zona prossima al sito di inie-
zione e la sua espressione diminuisce in funzione della distanza. Del trascritto
Gm9732 non si conoscono ancora le funzioni e 'MGI riporta un BioType con-
flict, infatti ¢ annotato sia come gene codificante sia come non-coding RNA [71].
Questo risultato € molto interessante poiché sembra che il prodotto di Gm9732

sia coinvolto nella risposta al trattamento.

3.4.2 Analisi di arricchimento delle pathway

L’analisi di arricchimento genico verifica se un insieme di geni di interesse
- ad esempio differenzialmente espressi in un esperimento - abbia un’intersezio-
ne statisticamente significativa con insiemi di geni noti biologicamente rilevanti,
ad esempio quelli coinvolti nella stessa pathway molecolare. Per investigare i
meccanismi cellulari che coinvolgono i geni identificati da RGDIST, e stata con-
dotta un’analisi di arricchimento utilizzando la piattaforma online DAVID [72].
I set di geni arricchiti ottenuti riguardavano una varieta di meccanismi rilevan-
ti, tra cui risposte a stimoli zenobiotici (p ~ 2.9 x 107%), attivita citochinica
(p ~ 1.3 x 1073), morte cellulare (p ~ 2.5 x 1073), attivita di fattori di crescita
(p ~ 3.6 x 1073), regolazione positiva del processo di morte cellulare program-
mata (p ~ 2.1 x 1072), regolazione positiva del metabolismo delle specie reattive
dell’ossigeno (p ~ 6.1 x 1072), risposta a lesioni assonali (p ~ 7.3 x 1072).
Questi risultati sono coerenti con gli effetti causati dalla presenza di emoglobina
libera nei tessuti descritti nel Capitolo 1. Analoghe vie metaboliche emergono

dall’analisi dei geni ground truth e dei geni significativi identificati da spatial DE.
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Figura 3.7: A- Visualizzazione del sito di iniezione. B- Grafico distanza-espressione e visualizzazione spaziale
dell’espressione del gene Gm9732.
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Tabella 3.1: geni significativi per RGDIST classificati in base al p-value della correlazione

Gene Cor Pvalue Rank Commento del prodotto genico

Geni Anticorrelati
1133 -0.37  9,7-107% 1 Citochina anti-inflammatoria
Timpl* -0.36 8,2-107%3 2 Inibitore della metallopeptidasi-1, ruolo nel volume dell’ematoma[73]
Hmox1* -0.39 4,2-107%2 3 Risposta a stress ossidativo, emorragia e traumi [74]
Gjbl -0.36  3,4-107% 4 Proteina del canale di membrana della giunzione gap (-1
Cdknla -0.42 5,2-1072° 5 Implicato nella ferroptosi
Nes* -0.36  1,1-107* 6 Proteina dei filamenti intermedi espressa nei neuroni e nella glia [75]
Lgals3*  -0.36 1,7-107* 7 Coinvolto nelle risposte infiammatorie cerebrali acute [76]
Btbd16* -0.49 1,4-10"" 8 Contiene dominio di interazione proteina-proteina BTB [77]
111 -0.65 2,6-107* 9 Citochina anti-infiammatoria
Duspl0 -0.50 1,1-1071° 10 Fosfatasi a doppia specificita, indotta da reazioni infiammatorie[78]
Tgfbi* -0.36  1,7-107'° 11 Coinvolto nella patogenesi e nell’infiammazione [79]
K1k9* -0.55 1,4-107% 12 Regola pressione sanguigna, permeabilitd vasi e plasticitd neurale[80]
Slc10a4  -0.52 8,_8-107° 13 Trasportatore di soluti [81]
Slc18a3  -0.55 1,5-1077 14 Trasportatore di soluti [81]
Clef1* -0.39  1,7-107°7 15 Citochina della famiglia IL-6, meccanismi di riparazione neurale[82]
Ucn2 -0.50 2,1-107°7 16 Proprieta antinfiammatorie che riducono la neurotossicita [83]
Fosl1™ -0.36  1,8-107° 17 Fattore trascrizionale con dominio leucine zipper
Empl” -0.37  4,0-107° 18 Proteina delle giunzioni occludenti della BEE [84]
Tnc* -0.36  4,2-107° 19 Dopo SAH provoca edema cerebrale e rottura della BEE [85]
Thbs1 -0.48 4,7 1076 20 Attivazione piastrinica, angiogenesi e infiammazione [86]
Gdfl15 -0.42 9,7 1076 21 Marker di infiammazione
Maff -042 14- 10~° 22 Fattore trascrizionale leucine zipper, stress ossidativo [87]
Clec4d -0.56  5,9-107° 23 Regola la vascolarizzazione cerebrale [88]
Argl* -042 7,6-107° 24 Causa disfunzioni cerebrali e promuove la risposta inflammatoria[89]
KIk8 -0.36 1,9 10~* 25 Regola pressione sanguigna, permeabilita vasi e plasticita neurale[80]
SlebaT -0.46 2,2-107* 26 Trasportatore di soluti [81]
Emilin2 -0.40 24- 107* 27 Glicoproteina extracellulare associata a sviluppo vascolare [90]
Procr -0.44 3,3 10~* 28 Attiva pathway citoprotettive
Plchl -0.37 49- 10~* 29 Coinvolto nella trasduzione del segnale intracellulare [91]
Aldh3b2 -0.37 5,9- 10~* 30 Metabolismo aldeidi derivanti da ROS
Lhx8 -049 7,3-107* 31 Fattore trascrizionale, formazione di neuroni colinergici [92]
Fzd8 -0.36 1,3-1073 32 Recettore della via Wnt implicato nello sviluppo cerebrale [93]
Cdcl4a -0.38 1,5-1073 33 Agisce nella regolazione del danno infiammatorio [94]
Btc -061 1,6-1072 34 Membro della famiglia dei fattori di crescita epidermici [95]
Nmu -0.82 2,6-1072 35 Neuropeptide coinvolto nelle malattie infiammatorie[96]
Strn3 -0.39 3,6-1073 36 Subunita regolatoria della fosfatasi 2A [97]
Cckar -0.58 3,7-1073 37 Recettore del neuropeptide CCK, sviluppo neocorticale [98]
Folr2 -049 5,1-1073 38 Recettore dei folati, espresso nel cervello fetale [99]
Angpt2 -0.48 6,1-1073 39 Anti-angiogenesi; causa espansione dell’ictus e rottura BEE[100]
Myll -0.55 7,6-1073 40 Catena leggera alcalina della miosina [101]
Ntrk1l -0.53 8,3-1073 41 Recettore tirosina chinasi neurotrofica-1, ruolo neuroprotettivo [102]
Gm9732 -0.50 9,6-1073 42 Funzione non definita

Geni Correlati
Vcan 044 1,6-107* 1 Ruolo neuroprotettivo da infiammazione o rottura BEE[103]
Dazl 0.46  4,4-107* 2 Proteina che lega RNA espressa in cellule germinali [104]
Myoc 0.38  4,9-107* 3 Proteina secreta e glicosilata coinvolta nella crescita dei neuriti[105]
Strab 0.36 5,1-107% 4 Recettore e trasportatore del retinolo espresso sulla BEE [106]
Slc26a2 0.48 6,0-107* 5 Trasportatore di soluti [81]
Mrap 0.64 1,1-1073 6 Proteina accessoria dei recettori accoppiati a proteine G [107]
Freml 0.72 1,2-1072 7 Proteina della membrana basale, mediatore adesione epiteliale[108]
Prg4 039 1,5-107° 8 Ruolo nella regolazione dell’infiammazione [109]
Gkn3 0.37  2,6-107° 9 Proteina secreta co-espressa con il fattore trefoil-2 nello stomaco[110]
Foxd1 0.50 2,9-1073 10 Fattore di trascrizione espresso nelle cellule neuroepiteliali [111]
Rnasel 0.58 43.1073 11 Stabilizza la BEE, attiva leucociti e microglia dopo danni[112]
Kctd14 0.55 5,6-1073 12 Coinvolto in disturbi del neurosviluppo e neuropsichiatrici [113]
Tfcp2l1 0.54 5,7-107° 13 Fattore di trascrizione coinvolto in funzioni cerebrali [114]
Dnah6 054 7,1-107° 14 Costituente delle proteine motrici associate ai microtubuli [115]

*Geni in comune con l'insieme ground truth.
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Conclusioni

La ricerca di geni che mostrano una tendenza nell’espressione rispetto alla
distanza dal sito di iniezione puo essere considerata uno strumento efficace nel-
I’analisi dei dati di trascrittomica spaziale. Il confronto tra metodi ha dimostrato
che sia spatial DE che RGDIST sono accurati nell’identificare geni in risposta al
trattamento, senza l'utilizzo di un campione controllo. In particolare, RGDIST
unito a Combat e risultato essere I'approccio piu efficace nel trovare tali geni,
mentre SpatialDE tende a individuare pattern spaziali in modo generale, com-
presi quelli che dipendono dal tipo di tessuto, piuttosto che dalla presenza del
trattamento.

L’analisi con RGDIST ha rivelato 56 geni significativi, dei quali solo 2 sono
stati trovati anche da spatial DE. Questi geni sono biologicamente rilevanti e coe-
renti con gli effetti attesi dalla presenza di emoglobina ed eme liberi, tra cui il
mantenimento della barriera emato-encefalica, attivita pro- e anti-infiammatorie,
morte cellulare, metabolismo di specie reattive dell’ossigeno e ferroptosi. Que-
sti risultati suggeriscono che 'approccio utilizzato in questo studio puo essere
utile per identificare i geni che rispondono a un trattamento, anche in assenza
di un campione di controllo, basandosi sull’ipotesi che la distanza delle cellule
dal sito di iniezione attraverso il tessuto influisca sulla corrispondente risposta
trascrizionale.

Pur essendo un metodo accurato nella ricerca di geni responsivi ad un trat-
tamento, RGDIST presenta alcune limitazioni. Infatti, il metodo utilizza una
misura lineare e cid potrebbe non catturare completamente la complessita dei
pattern di espressione genica. Inoltre, ’elevata variabilita biologica che carat-
terizza alcuni tessuti non e del tutto rimossa dalla correzione batch; infatti, e
possibile che alcuni geni effettivamente responsivi al trattamento, vengano persi
in questa fase e migliorare tale aspetto aiuterebbe ad aumentare ’accuratezza
del metodo. Tuttavia, nonostante queste limitazioni, RGDIST rappresenta co-
munque un metodo di analisi promettente per l'identificazione di geni responsivi
ad un trattamento e potrebbe essere integrato con altri approcci di analisi per
confermare e ampliare i risultati ottenuti.

La trascrittomica spaziale ¢ un campo in costante evoluzione, con molte nuo-
ve tecniche che vengono sviluppate e migliorate continuamente. Tuttavia, no-

nostante i progressi significativi, ci sono ancora molte opportunita per affinare
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le tecniche di raccolta dati, integrare i dati in database completi, esplorare altre
specie oltre all'uomo e al topo e creare un flusso di lavoro open-source faci-
le da usare e accessibile a tutti. Cio permettera di diffondere le conoscenze e
le tecniche a un pubblico piu ampio, accelerando cosi i progressi nella ricerca.
Attualmente, la maggior parte delle tecniche di trascrittomica spaziale richiede
la preparazione di sezioni di tessuto per l’analisi dell’espressione genica. Per
comprendere pienamente ’architettura spaziale dei tessuti biologici e la loro di-
namica spazio-temporale, sara necessario sviluppare strumenti computazionali
in grado di allineare e analizzare dati provenienti da piu sezioni, sia da indivi-
dui diversi che da stadi di sviluppo differenti. In questo modo sara possibile
estendere le attuali tecniche di analisi spaziale alle dimensioni temporale e 3D,
ottenendo una comprensione piu completa delle interazioni tra le cellule e del-
le loro funzioni all’interno del tessuto [13]. Inoltre, I'analisi spazio-temporale
potrebbe essere utile per monitorare i cambiamenti nella distribuzione genica
durante lo sviluppo, in risposta a stimoli esterni o nel microambiente tumorale,
aiutando a identificare nuovi target terapeutici e biomarcatori per la diagnosi
precoce delle malattie.

Di recente, 10x Genomics ha rilasciato Xenium In Situ, un nuovo strumento
per I’analisi spaziale con una risoluzione subcellulare che permette la profilazione
di 100 o 1.000 target di RNA insieme a proteine multiplexate. L’analisi in situ
ad alta risoluzione di tessuti complessi rivoluzionera il modo di comprendere
la biologia, fornendo informazioni non ottenibili con altre tecnologie. Inoltre la
combinazione di tecnologie complementari consentira di ottenere una risoluzione
piu elevata e informazioni biologiche piu ricche e dettagliate [116].

In conclusione, metodi simili a RGDIST potrebbero diventare fondamentali in
futuro per migliorare la comprensione della risposta genica a diverse condizioni
fisiologiche e patologiche. Ad esempio, 'identificazione di geni responsivi ad un
trattamento potrebbe essere utile per sviluppare nuovi farmaci o terapie perso-
nalizzate. Inoltre, la combinazione di diversi approcci di analisi dei dati, tra cui
RGDIST, potrebbe fornire una visione piu completa e dettagliata della risposta
genica, consentendo di individuare nuovi target terapeutici o biomarcatori di

malattia.
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