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Abstract 

Long non-coding RNAs (lncRNAs), which constitute the majority of the human transcriptome, 

play pivotal roles in gene regulation and disease mechanisms, particularly in cancer. Despite 

their biological importance, the understanding of their cell-type and tissue-specific functions 

remains limited, largely because most available data are from bulk RNA sequencing. Given 

that lncRNAs are often lowly expressed and highly cell-type specific, their characterisation at 

single-cell (SC) resolution remains underexplored. This PhD project aims to identify and 

analyse lncRNAs within a spatial and cell-type context, resulting in the creation of a novel and 

comprehensive lncRNA pan-cancer atlas. We hypothesised that by integrating high-throughput 

single-cell RNA sequencing (scRNA-seq) and spatial transcriptomics (ST) data, we could not 

only detect the majority of known lncRNAs but also uncover novel ones and predict their 

functions in specific cells and tissues. The overall objective is to build a pan-cancer, single-cell 

and spatial lncRNA resource that can help uncover the roles of lncRNAs in diagnosis, 

prognosis, and therapeutic response in cancer. 

This thesis comprises three aims: (1) Implementing a bioinformatic pipeline to detect lncRNAs 

from single-cell and spatial transcriptomics data using 10x Genomics’ capture protocols and 

assessing how off-target measurements of lncRNA can affect gene expression interpretation in 

probe-based capture methods; (2) Computational and experimental validation of unannotated 

lncRNAs and new approaches to perform cell-type and location-specific analyses of their 

potential functions, making this pan-cancer resource of lncRNAs available in the form of an 

AWS cloud server based website; and (3) Integrating ST with genetic data to comprehensively 

study lncRNA roles at RNA and DNA level. This aim includes CNV inference to identify 

malignant regions within tumours, investigating whether novel lncRNAs improve predictive 

accuracy for malignancy. Additionally, by leveraging genome-wide association studies 

(GWAS), this aim shows our pioneering research on mapping lncRNAs associated with cancer-

relevant traits on specific spatial domains and cell types within a tumour. 

During the first year, I applied the TAR-scRNA-seq bioinformatics pipeline to both scRNA-

seq and ST datasets to detect lncRNAs in fresh frozen and FFPE cancer tissues (Aim 1). 

Unexpectedly, we observed that a few novel lncRNAs were detected in 10x Visium datasets 

using probe-based capture. This led to further analysis of these off-target signals and their 

impact on interpretation of coding gene expression. The results highlight the importance of 
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designing ST probes based not only on coding genes but also the entire transcriptome, including 

lncRNAs, to avoid confounding effects. 

In the second year (Aim 2), I applied the same pipeline to fresh frozen tissues from 13 cancer 

types. A combination of bioinformatics tools was used to assess coding potential, sequence 

conservation, and overlap with public lncRNA databases like FANTOM-CAT, LncBook, 

NONCODE and TCGA. I developed new methods to infer potential lncRNA function using 

spatial autocorrelation, co-expression module networks, eQTL/GWAS SNP enrichment, 

survival analysis using TCGA bulk data, and differential expression analyses for cell-type and 

tumour-region specificity, including pre/post-treatment comparisons. For experimental 

validation, we used qPCR and long-read sequencing technologies like PacBio Iso-Seq and 

Oxford Nanopore (ONT) to capture longer transcripts from Visium libraries. Since Visium data 

lacks single-cell resolution, we further analysed datasets from Curio Seeker, a newer spatial 

method that captures polyadenylated transcripts at single-cell resolution. Using breast cancer 

and melanoma datasets, we confirmed co-expression of novel lncRNAs with known coding 

genes in specific cell types and regions. These analyses led to the identification of top candidate 

functional lncRNAs, which were validated using a custom panel including 76 lncRNAs on the 

Xenium platform, confirming tissue-specific and cancer-specific expression patterns. For 

broader usability of our findings, we developed an interactive AWS-hosted database, available 

at https://spanclnc.click/. This is the largest single-cell and spatial lncRNA resource across 

multiple cancers, providing annotations, visualisation, and querying tools. 

The final aim in this thesis is to further explore the roles of DNA variants in the context of 

lncRNA expression in cancer, as most of the significant trait-associated genomic variants lie 

outside the coding regions. This work involved the integration of genetic level information like 

CNVs and GWAS summary statistics with SC and ST to identify malignant cells/spots and 

mapped genetic association signals to cells/spots/lncRNAs. First, I evaluated different tools for 

CNV inference from scRNA-seq/ST data and selected the best one to predict malignancy. Next, 

I incorporated our unannotated lncRNAs to evaluate if they improve the malignancy prediction 

and identified those that contribute to malignancy. Finally, I applied an emerging method to 

map genetic association signals to cells/spots/lncRNAs. This approach leverages GWAS 

summary statistics to uncover functional insights into lncRNAs by linking them to nearby trait-

associated SNPs, enhancing our understanding of their roles. 

https://spanclnc.click/
https://spanclnc.click/
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In summary, this PhD work establishes a robust, scalable framework to detect, validate, and 

functionally characterise lncRNAs in cancer using single-cell and spatial transcriptomics. The 

resulting resource and methods significantly advance our ability to study lncRNAs at high 

resolution and provide a new perspective on cancer biology. 
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संक्षेप (Abstract in Hindi) 

यह पीएचडी शोध कायर् लॉन्ग नॉन-कोिडंग आरएनए (lncRNAs) पर कें िद्रत ह,ै जो मानव ट्रांसिक्रप्टोम का एक 

बड़ा िहस्सा बनात ेहैं और जीन िविनयमन तथा रोग तंत्रों, िवशेष रूप स ेकैं सर, में महत्वपूणर् भूिमका िनभात ेहैं। 

जैिवक रूप स ेमहत्वपूणर् होन ेके बावजूद, lncRNAs की कोिशका-प्रकार और ऊतक-िविशष्ट भूिमकाओ ंकी 

समझ अब भी सीिमत ह,ै क्योंिक अिधकांश उपलब्ध डेटा बल्क RNA सीक्वेंिसंग पर आधािरत हैं। चूंिक 

lncRNAs सामान्यतः कम मात्रा में अिभव्यक्त होत ेहैं और अत्यिधक कोिशका-िविशष्ट होत ेहैं, इसिलए उनका 

एकल-कोिशका (single-cell) स्तर पर िवश्लेषण अब भी कम शोिधत ह।ै 

इस पीएचडी पिरयोजना का उदे्दश्य lncRNAs की पहचान करना और उनका िवश्लेषण स्थािनक (spatial) और 

कोिशका-प्रकार के संदभर् में करना ह,ै िजसस ेएक नया और व्यापक पैन-कैं सर lncRNA एटलस िवकिसत िकया 

जा सके। हमारा अनुमान था िक उच्च-गुणवत्ता वाल ेएकल-कोिशका RNA अनुक्रमण (scRNA-seq) और 

स्थािनक ट्रांसिक्रप्टोिमक्स (spatial transcriptomics - ST) डेटा को एकीकृत करके, न केवल अिधकांश ज्ञात 

lncRNAs को पहचाना जा सकता ह,ै बिल्क नए lncRNAs की खोज और िविशष्ट कोिशकाओ/ंऊतकों में उनके 

संभािवत कायोर्ं का भी अनुमान लगाया जा सकता ह।ै इस शोध का मुख्य उदे्दश्य एक ऐसा पैन-कैं सर lncRNA 

संसाधन बनाना ह ैजो िनदान, रोग-पूवार्नुमान और उपचार प्रितिक्रया में lncRNAs की भूिमका को समझन ेमें 

सहायता कर सके। 

यह शोध तीन मुख्य उदे्दश्यों में िवभािजत ह:ै (1) एक बायोइन्फॉमेर्िटक पाइपलाइन को लाग ूकरना जो single-

cell और spatial transcriptomics डेटा से 10x Genomics के कैप्चर प्रोटोकॉल का उपयोग कर lncRNAs 

का पता लगाए, और यह िवश्लेषण करना िक प्रोब-आधािरत तरीकों में lncRNA की off-target माप जीन 

अिभव्यिक्त की व्याख्या को कैस ेप्रभािवत कर सकती ह;ै (2) अप्रकािशत lncRNAs का कम्प्यूटेशनल और 

प्रयोगात्मक सत्यापन करना, और उनके संभािवत कायोर्ं का कोिशका-प्रकार और स्थािनक स्तर पर िवश्लेषण 

करन ेके िलए नई िविधया ँ िवकिसत करना; साथ ही इन िलंकरों पर आधािरत पैन-कैं सर डेटाबेस को AWS 

क्लाउड पर होस्ट की गई वेबसाइट के रूप में उपलब्ध कराना; और (3) ST को आनुवंिशक डेटा के साथ एकीकृत 

करना, िजसस ेRNA और DNA स्तर पर lncRNAs की भूिमकाओ ंका व्यापक अध्ययन िकया जा सके। इस 

उदे्दश्य में CNV िवश्लेषण शािमल ह ैतािक ट्यूमर के कैं सरयुक्त क्षेत्रों की पहचान की जा सके और यह जांचा 

जा सके िक क्या नए lncRNAs कैं सर की भिवष्यवाणी की सटीकता को बेहतर बनात ेहैं। इसके अितिरक्त, 
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GWAS डेटा का उपयोग करत ेहुए यह अध्ययन यह िदखाता ह ैिक कैस ेिविशष्ट स्थािनक डोमेन और कोिशका-

प्रकारों में कैं सर-संबंधी गुणों स ेजुड़े lncRNAs की मैिपंग की जा सकती ह।ै 

प्रथम वषर् में (उदे्दश्य1), मैंन ेTAR-scRNA-seq पाइपलाइन को कई scRNA-seq और ST डेटासेट्स पर लाग ू

िकया तािक ताज ेफ्रोजन और FFPE कैं सर ऊतकों में lncRNAs की पहचान की जा सके। आश्चयर्जनक रूप 

स,े हमन ेदेखा िक प्रोब-आधािरत कैप्चर द्वारा 10x Visium डेटा में कुछ नए lncRNAs भी पहचान ेगए। इसके 

पिरणामस्वरूप इन off-target संकेतों और उनके कोिडंग जीन अिभव्यिक्त पर प्रभाव का गहन िवश्लेषण िकया 

गया। यह स्पष्ट हुआ िक ST प्रोब्स को केवल कोिडंग जीन पर आधािरत न रखकर पूर ेट्रांसिक्रप्टोम, िवशेषकर 

lncRNAs, को ध्यान में रखकर िडज़ाइन िकया जाना चािहए तािक ग़लत व्याख्या स ेबचा जा सके। 

दूसर ेवषर् (उदे्दश्य 2) में, मैंन ेइसी पाइपलाइन को 13 अलग-अलग कैं सर प्रकारों के ताज ेफ्रोजन ऊतकों पर लाग ू

िकया। कोिडंग क्षमता, अनुक्रम संरक्षण, और FANTOM-CAT, LncBook, NONCODE, TCGA जैस े

सावर्जिनक lncRNA डेटाबेस के साथ ओवरलैप का मूल्यांकन करन ेके िलए िविभन्न बायोइन्फॉमेर्िटक टूल्स का 

उपयोग िकया गया। संभािवत कायोर्ं की भिवष्यवाणी के िलए स्थािनक स्व-सहसंबंध (spatial 

autocorrelation), सह-अिभव्यिक्त (co-expression) नेटवकर् , eQTL/GWAS SNP enrichment, TCGA 

डेटा का उपयोग करके सवार्इवल िवश्लेषण, और कोिशका-प्रकार व ट्यूमर-क्षेत्र िविशष्ट िवभेदक अिभव्यिक्त 

िवश्लेषण िकए गए — िजनमें उपचार स े पहल े और बाद की तुलना भी शािमल थी। 

प्रयोगात्मक सत्यापन के िलए, हमन ेqPCR और PacBio Iso-Seq तथा Oxford Nanopore (ONT) जैसी 

लंबी-पढ़ाई तकनीकों का उपयोग िकया तािक Visium लाइब्रेरी से पूणर् लंबाई वाल ेट्रांसिक्रप्ट प्राप्त िकए जा 

सकें । चूंिक Visium डेटा में single-cell िरज़ॉल्यूशन नहीं होता, इसिलए हमन ेCurio Seeker जैसी नई spatial 

तकनीकों स ेप्राप्त डेटा का िवश्लेषण िकया, जो polyadenylated ट्रांसिक्रप्ट को single-cell स्तर पर पकड़ 

सकती ह।ै स्तन कैं सर और मेलेनोमा डेटासेट्स का उपयोग करके, हमन ेिविशष्ट कोिशकाओ ंऔर क्षेत्रों में नए 

lncRNAs की ज्ञात कोिडंग जीनों के साथ सह-अिभव्यिक्त की पुिष्ट की। इन िवश्लेषणों स ेशीषर् कायार्त्मक 

lncRNAs की पहचान हुई, िजन्हें Xenium प्लेटफॉमर् पर 76 lncRNAs वाल ेकस्टम पैनल के ज़िरए सत्यािपत 

िकया गया। इसस े उनके ऊतक-िविशष्ट और कैं सर-िविशष्ट अिभव्यिक्त पैटनर् की पुिष्ट हुई। 

हमार े िनष्कषोर्ं की व्यापक उपयोिगता सुिनिश्चत करन ेके िलए, हमन ेएक इंटरिेक्टव AWS-होसे्टड डेटाबेस 
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िवकिसत िकया, जो https://spanclnc.click/ पर उपलब्ध ह।ै यह अब तक का सबस ेबड़ा एकल-कोिशका और 

स्थािनक lncRNA संसाधन ह,ै जो एनोटेशन, िवज़ुअलाइज़ेशन और क्वेरी टूल्स प्रदान करता ह।ै 

थीिसस का अंितम उदे्दश्य कैं सर में lncRNA अिभव्यिक्त के संदभर् में DNA वेिरएंट्स की भूिमका का अन्वेषण 

करना ह,ै क्योंिक अिधकांश रोग-संबंधी एकल न्यूिक्लयोटाइड बहुरूपताओ ं(SNPs) कोिडंग क्षेत्रों के बाहर िस्थत 

होत ेहैं। इस अध्ययन में एकल-कोिशका और स्थािनक ट्रांसिक्रप्टोिमक्स डेटा को प्रितिलिप संख्या में पिरवतर्न 

(CNVs) और GWAS सारांश आँकड़ों के साथ एकीकृत िकया गया तािक कैं सरयुक्त कोिशकाओ/ंस्पॉट्स की 

पहचान की जा सके और आनुवंिशक संकेतों को lncRNAs और स्थािनक स्तर पर मैप िकया जा सके। सबस े

पहल,े मैंन ेCNV अनुमान लगान ेके िलए िविभन्न टूल्स का मूल्यांकन िकया और ट्यूमर की पहचान में सवोर्त्तम 

प्रदशर्न वाल े टूल का चयन िकया। इसके बाद, मैंन ेनए lncRNAs को जोड़ा और यह देखा िक व ेकैं सर की 

भिवष्यवाणी में सुधार कर सकत ेहैं या नहीं। अंत में, मैंन ेGWAS आँकड़ों को कोिशकाओ/ंस्पॉट्स/lncRNAs 

स ेजोड़न ेके िलए एक नई िविध अपनाई, िजसस ेSNPs के पास िस्थत lncRNAs की कायार्त्मक भूिमका के 

बार ेमें जानकारी प्राप्त हुई। 

सारांशतः, यह पीएचडी कायर् एक मजबूत और से्कलेबल ढांचा प्रस्तुत करता ह ैजो एकल-कोिशका और स्थािनक 

ट्रांसिक्रप्टोिमक्स के माध्यम स ेlncRNAs की पहचान, सत्यापन और कायार्त्मक िवशेषताओ ंका अध्ययन करन े

की सुिवधा देता ह।ै इस शोध में िवकिसत संसाधन और पद्धितया ँlncRNAs के अध्ययन को उच्च िरज़ॉल्यूशन 

पर ल ेजाती हैं और कैं सर जीविवज्ञान को समझन ेका एक नया दृिष्टकोण प्रदान करती हैं। 
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