Revolutionerande metod bdddar for
mer specificerade val av behandling

SPATIAL TRANSKRIPTOMIK
— gifter ihop histologi med kvantitativ
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analys av de aktiva generna

Mojligheten att studera och analysera férekomsten av
mRNA-molekyler i vavnader har tagit ett kvantsprang det senaste decenniet.
Utvecklingen har majliggjorts genom nya metodologiska landvinningar
inom DNA-sekvensering. Detta beskrivs ofta med termen Next Generation
Sequencing och férekommer i spekulationer om kommande Nobelpris.
Den nya kunskapen kan pa sikt bidra till forbattrad diagnostik och mojliggora
att val av behandling kan goras utifran en vavnads genuttrycksmonster.
Det skriver professor Joakim Lundeberg vid Science for
Life Laboratory i en dversikt av det spannande faltet.

4r kunskap om hur kroppens
VVéivnader utvecklas och fun-

gerar har till stor del grund-
lagts under de senaste hundra 4ren.
En stor del av denna kunskapsbas har
erhillits genom att studera en viv-
nads detaljerade morfologi med mik-
roskopi. Numera gir det dven att vi-
sualisera nirvaro av specifika enstaka
molekyler (till exempel mRNA eller
protein) pa subcellulir niv, vilket dr
oerhért virdefullt f6r ménga typer av
analyser. Men begrinsningen ir just
att det ir enstaka biomarkérer som
studeras i ett experiment dven om

man i viss utstrickning kan multi-
plexera, det vill siga kombinera ett
mindre antal prober eller antikroppar
i samma analys av ett vivnadssnitt.
Signalen frin en hybridisering med
prober eller antikropps-antigen-bind-
ning till en biomarkér i ett vivnads-
snitt brukar inte heller betraktas som
en strikt kvantitativ analysmetod.
Uppsittningen av uttryckta gener/
proteiner i olika vivnader forindras
pé karakeiristiska sitt vid olika tu-
mérsjukdomar. Detta studeras rutin-
missigt i vivnadsprover for att kunna
stilla rict diagnos och dirigenom

kunna erbjuda patienter optimal och
korrekt behandling. Faktum ir att
mer 4n hilften av de idag FDA-god-
kinda companion diagnostics-kiten
ir baserade pd mikroskopi i nigon
form dir man anvinder prober eller
antikroppar for att detektera en sjuk-
domsmarkor.

NYA METODOLOGISKA FRAMSTEG

Majligheten att studera och analysera
forekomsten av mRNA-molekyler,
det vill siga de aktiva generna, i viv-
nader har tagit ett kvantspring det
senaste decenniet genom nya metodo-
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Figur 1. Arbetsflode — normalt forfarande for RNA-sekvensering av biopsi (bulkanalys till vanster) samt spatial RNA-sekvensering in situ (spatial

transcriptomics till hoger).

logiska landvinningar inom DNA-sek-
vensering. Detta beskrivs ofta med ter-
men Next Generation Sequencing.
Detta teknikspring férekommer ofta i
forhandstipsen till Nobelpriset. Istillet
for att studera enstaka biomolekyler i
en vivnad kan man nu ta fram den
fullstindiga katalogen av alla gener
som ir aktiva i en vivnad. Vidare ir
denna teknik helt kvantitativ vilket gor
att analyserna blir betydligt mer pre-
cisa och robusta. Férutom att leta efter
sina markdrgener kan man vinna ny
kunskap genom analys av en grupp av
gener relevanta for sjukdomen vilket i
forlingningen mojliggdr bittre be-
handlingar. Exempel pd analys av en
panel av gener kan himtas frin brost-
cancerdiagnostiken (Mammaprint,
PAMS50, Oncotype) dir dven vissa av
dessa kit 4r FDA-godkinda. Hitintills
4r dessa kit baserade pd nigon typ av
mikroarray.

Kostnaden att analysera ett prov med
DNA-sekvensering (RNA sequencing)
har reducerats signifikant under de se-
naste dren och ir idag ett reellt alterna-
tiv till mikroarraybaserade analyser (cill
exempel Affymetrix). Ett tillkortakom-
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"Istallet for att studera enstaka biomolekyler
i en vavnad kan man nu ta fram den fullstan-
diga katalogen av alla gener som ar aktiva i

en vavnad.”

mande med bdde mikroarray och
DNA-sekvensering ir att de, till skill-
nad frin mikroskopering, inte erbjuder
spatial information. Genom att vivna-
den mals ned fore den genetiska analy-
sen kan man bara se férekomsten av
vissa mRNA-molekyler, men inte preci-
sera det spatiella ursprunget i vivnads-
provet (s4 kallad bulkanalys, se figur 1).
Och det finns en dverhingande risk att
mRNA-signalen frin ett fital tumér-
celler forsvinner i signaler frin omgi-
vande celler nir man mal ned provet.

REVOLUTIONERANDE METOD

I ett samarbete mellan KTH och Ka-
rolinska Institutet p& Science for Life
Laboratory har vi utvecklat en ny revo-
lutionerande metod, spatial transkrip-
tomik, som l6ser detta dilemma och

gifter ihop histologi med kvantitativ
analys av de aktiva generna. Vi fingar
samtliga mRNA-molekyler i en vivnad
utan att kompromissa bort den spatiala
informationen frin mikroskopbilden
(Stahl, Salmen et al., Science, 2016).
Eftersom morfologi kan linkas med
genuttryck dr anvindningsomridet
mycket brett och har extra stor poten-
tial inom tumérbiologi och diagnostik
(Figur 1) och vi kan belysa heterogeni-
tet, men dven samverkan mellan stroma
och tumér pd en helt ny niva.
Metoden ir mycket enkel och base-
rar sig pd spatiellt unika adresslappar
(unika DNA-prober pa cirka 18 nukle-
otider) som ligger utspridda i ett jimnt
ménster pa objekeglaset. Det idr i grun-
den samma objektglas som anvinds vid
standard-histologi men glasytan ir for-



preparerad med éver 1 000 olika spa-
tiella prober for att finga mRNA-mo-
lekyler. Rent praktiskt tar man férst en
bild av vivnadssnittet nir det ligger pd
glasytan, sedan permeabiliserar man
vivnaden s& att mRNA-molekyler kan
migrera ned till glasytan dir de binder
in till ytproberna. Sedan gér man en
standardiserad provpreparering av ma-
terialet pd ytan och genomfor Next Ge-
neration Sequencing. Resultatet bestdr
av > 100 miljoner korta DNA-lisningar
(cirka 75 baspar). Denna lingd ir till-
ricklig for att bestimma vilken gen
och frin vilken position pd glasytan
den hirstammar, med andra ord ir
kopplingen mellan histologi och genut-
tryck uppnddd.

TACKER IN ALLA GENERS UTTRYCK

Med mer 4n 100 miljoner av dessa l4s-
ningar kan man ticka in alla geners ut-
tryck i vivnadssnittet och dven deras po-
sition. Man skapar pa detta sitt forut-
sittningar for en kraftfull analys. Man
kan till exempel stilla frigan var och
hur mycket uttrycks erbb2 (HER?2) i en
brésttumdr eller var och hur mycket ut-
trycks en panel av gener (till exempel
Mammaprint). Man kan ocks3 utgd
frin morfologin och bekrifta att det 4r
tumérceller utifrdn genuterycksdata. For
att gora det s enkelt som méjligt att tol-
ka ett experiment har vi tagit fram en
egenutvecklad och frite tillginglig

mjukvara (www.spatialtranscriptomics-
research.org) dir man kan &verlagra in-
formationen frin DNA-sekvenseringen,
med andra ord vilka gener som ir ut-
tryckta och i vilken niv, med den his-
tologiska bilden.

En mycket spinnande utveckling ir
act utnyttja all data (alla geners spatiala
uttryck) frin ett experiment och lita
data presentera vilka ménster som finns
utan nigot stéd fran histologin. Kan
genuttrycket rekapitulera morfologin
utifrdn signaturer i genuttrycket och/
eller finna ytterligare strukturer dir
mikroskopin inte har tillricklig "upp-
16sning”? Vi har bland annat kunnat
konfirmera med avancerade algoritmer
(s& kallad maskininlirning) den histo-
logiska strukturen i en brosttumér (in-
flammation, fett, cancer, stroma), men
framforalle identifierat sub-kloner av
cancerceller dir morfologin inte sir-
skiljer olika omraden i ett vivnadssnitt.

Den utvecklade spatiala tekniken an-
vinds idag i flera samarbeten inom
bréstcanceromridet (Ake Borg), mela-
nom (Johan Hansson), hjirncancer hos
barn (Monica Nistér) och prostatacan-
cer (Thomas Helleday) med stdd frin
Stiftelsen for Strategisk forskning, Barn-
cancerfonden, Cancerfonden, Astra
Zeneca, Knut och Alice Wallenberg
stiftelse och Stockholms lins landsting.
Nyligen har vi dven utvecklat metoder
att preservera blodprov och sortera ut
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enskilda celler pd dessa ytor (Vickovic
et al, 2015,Vickovic et al 2016) vilket
4ven har dppnat mojligheter att studera
leukemier med en visentligt hogre upp-
l6sning (Richard Rosenquist Brandell).
Sammantaget har vi demonstrerat att
metoden fr spatial analys kraftigt 6kar
forstielsen av olika tumérformer och
kommer sannolikt att bidra till forbitt-
rad diagnostik och terapival utifrin en
vivnads genuttrycksmdonster.

REFERENSER

Stahl PL, Salmén F, Vickovic S, Lundmark A,
Fernandez Navarro J, Magnusson J, Giaco-
mello S, Asp M, Westholm JO, Huss M, Moll-
brink A, Linnarsson S, Codeluppi S, Borg A,
Pontén F, Pl Costea, Sahlén P, Mulder J, Berg-
mann O, Lundeberg J, Frisén J. Visualization
and analysis of gene expression in tissue
sections by spatial transcriptomics. Science.
2016 Jun 353;6294:78-82.

Vickovic S, Stahl PL, Salmén F, Giatrellis S, Or-
zechowski Westholm J, Fernandez Navarro
J, Custodio J, Bienko M, Sutton LA, Rosen-
quist R., Frisén J, Lundeberg J,. Massive and
parallel expression profiling using microar-
rayed single-cell sequencing (MASC-seq)
Nature Communications. 2016, October 14.

Vickovic S, Ahmadian A, Lewensohn R, Lun-
deberg J. Toward Rare Blood Cell Preserva-
tion for RNA Sequencing. J Mol Diagn. 2015
Jul;17(4):352-9.

JOAKIM.LUNDEBERG@SCILIFELAB.SE

Figur 2. Information fran den spatiala analysen av en brosttumar innefattar HE-infargning (vanster), global genaktivitet (mitten), och slutligen tolk-
ning av genuttryckanalys med hjélp av maskininlarning (hoger). De olika fargerna representerar olika genuttrycks signaturer som erhallits fran ma-
skininldrningen som visar sig dverlappa med histologisk annotering.
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