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En helt ny typ av mikrosko-
piplattform ska 6ka tydlig-
heten vid diagnostisering av
cancertumorer. Metoden
genererar stora mangder in-
formation att tolka, vilket sker
med hjdlp av artificiell intelli-
gens. Tekniken innebér ocksa
nya mojligheter for hjarn-
forskningen. Har beskriver
Nils Norlin, forskare vid
Lunds universitet, den senas-
te utvecklingen inom omradet.

Ny mikro
ge battre ¢
av canc

agens cancerdiagnostik och pato-
D logi ir resultatet av otaliga fram-

gangar genom édren och som i de
allra flesta fall nitt till en niva dir under-
sokningar av vivnadssnitt oftast kan ge
svar pa ja/nej-frigan om det dr cancer el-
ler inte. Stratifiering och subklassifice-
ringar av vissa cancerformer kan visserli-
gen fortfarande vara utmanande men i
stort har vi redan nu nate vildigt langt.
Vad finns det kvar att gora? Och vilka
tekniska hjalpmedel kan i framtiden an-
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Rensning

Avbildning

Inméarkning

Figur 1. lllustration av ett sa kallat iterativt avbildningsflode som exempelvis startar med att ett
vavnadsnitt inmarks med markarer, sésom antikroppar, foljt av avbildning i mikroskop och dar-
efter rensning av inmadrkta markorer. Darefter kan ndsta iteration startas med en ny inmérkning.
En undersokning av ett vavnadssnitt kan inkludera 10-tals iterationer tills alla markdrer har

detekterats.

vindas for att yteerligare forbittra diag-
nostik och kanske i synnerhet hjilpa
prognostisera utfallet av enskilda patien-
ters behandlingar med dnnu storre fram-
gdng?

Nedan diskuteras nya landvinningar
inom mikroskopi under samlingsnam-
net spaticll (rumslig) molekylir profile-
ring som borjar fira framgingar vad gil-
ler identifieringen av nya biomarkérer
for forbittrad precisionsmedicin.

I'vanliga fall nir ett vavnadssnitt eller
tumormicroarray (TMA) undersoks
gors en H&E-infirgning for att fortyd-
liga morfologi och dartill detekeeras tro-
ligen nagra vil valda biomarkérer, ett
protein av intresse eller mRNA beroen-
de pa typ av cancer. Dessa biomarkorer
kan detckteras genom antikroppsin-
mirkningar om biomarkoren ir ett pro-
tein, eller fluorescerande in situ-hybridi-
sering (FISH) for mRNA-biomarkérer.
Oftast sker undersokning av varje ny
(bio)markér pa ett separat vivnadssnite,
nigot som ar tidskrivande om de inte ut-
fors parallelle. Jaimforelser av (sam)loka-
lisation gentemot andra biomarkorer
kan inte heller goras exake om inte flera
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biomarkérer detekteras pd samma viv-
nadssnitt.

Sekvensering anvinds med okande
frekvens inom cancerdiagnostik. Det ir
ett kraftfullt komplement till mikrosko-
pi och ger information om eventuella
genfusioner, mutationer eller férindrade
transkriptomuttryck. I och med att viv-
naden dissocieras, loses upp, for att ex-
trahera DNA eller mRNA (giller dven
for encellssekvensering) forlorar vi dock
information om cellernas rumsliga kon-
text och dirmed iven information om
relationerna celler emellan.

De senaste dren har flera olika tekni-
ker utvecklats for att dvervinna ovan
nimnda begriansningar med bibehallen
information om cellernas relativa posi-
tioner for att kunna undersoka manga
olika biomarkérer (protein, mRNA,
etc.) i ett och samma vivnadssnitt ge-
nom en iterativ inmb’.rkningsstrategi.

AUTOMATISERAD INMARKNING

Generellt sett utfors detta mikroskopi-
baserade forfarande i tre steg (Figur 1).
Forst sker en inmirkning som ofta ut-
gors av fluorescensinmirkea antikroppar

och prob-DNA som binder till motsva-
rande mRNA eller DNA-sekvenser (sker
oftaiett steg men kan ocksa vara uppde-
latien forstainmérkning och en sekundir
reporterinmirkning). Inmirkningen
sker idealt sett automatiserat med ett
fluidiksystem kopplat till mikroskopet.
I och med att inmédrkningarna iven
innchéller firgimnen, sa kallade fluoro-
forer, kan man med laserljus excitera
dessa s& att fluorescensljus skickas ut
(med en lingre viglingd 4n excitations-
ljuset) vilket litt kan detekteras av en
mikroskopkamera. Avbildning med
mikroskopi gors dven det automatiserat
da manga smi synfiltsomraden maste
fotograferas och sammanfogas till en
stor bild for att ticka hela vivnadssnit-
tet. Direfter sker en rensning av inmirk-
ningen vilket gor att all fluorescens for-
svinner. Detta kan ske pa olika sitt men
ofta tillsitts kemikalier genom fluidik-
systemet'. For att detta iterativa arbets-
satt skall kunna fungera krivs alltsd en
kombination av mikroskopi och ett flui-
diksystem som hanterar vitsketranspor-
ten (av analysprober, till exempel anti-
kroppar och rensningsvitskor) vilket
ocksd innebir nya tekniska utmaningar.

Férutom detektion av protein med
antikroppar ir mRNA en viktig biomar-
kor. For diagnostik av vivnadssnitt de-
tekteras mRNA nistan uteslutande ge-
nom FISH dir fluorescensinmirkta
prob-DNA tillsitts med komplementir
sekvens till det mRNA man vill detek-
tera och avldsningen av fluorescenssigna-
len sker i mikroskop. Denna metod lik-
som inmirkning med antikropper ger
subcellulir lokalisering och dessa meto-
der har funnits i decennier och ir vil
etablerade?. Nyligen har metoder for s&
kallad iterativ FISH dykt upp som moj-
liggor detektion av manga fler mRNA-
molekyler samtidigt®* Metoderna for
iterativ FISH ir i princip snarlika de
FISH-protokoll som redan ir etablerade
i klinik och har lite olika uppliagg, men
grundprincipen ir att forst tillsitta en
stor mingd olika DNA-prober som har
en komplementir sekvens till det
mRNA man vill detektera med flera oli-
ka sekvenser per mRNA. Direfter tillsites
fluorescensinmirkta avldsningsprober som
efter avbildning kan rensas bort infér
nista omging (iteration). For varje itera-
tion gors avlisningen med kamera i ett
hégupplosande mikroskop dir intensi-



tetsprickar anger lokalisering av en mR-

NA-molekyl (Figur 2b).

SKAPAR EN PSEUDOFARG

Genom antingen en specifik firgkombi-
nation eller binir kombination (signal el-
ler ingen signal) skapas en kod som repre-
senterar en viss typ av mRNA-molekyl.
Med hjilp av en “kodbok” kan vilken
mRNA som motsvaras av vilken farg-
kombination, eller s& kallad pseudofirg,
utlisas efter att alla iterationer utforts. I
dagslaget ar mycket av detta arbete fort-
farande pa forskningsstadiet och det ter-
star en del arbete med att etablera dessa
metoder i klinisk kontext men med detta
tillvigagangssitt kan principiellt tusen-
tals koder avlisas vilket betyder att lika
manga olika mRNA-molekyler kan de-
tekterats i ett vivnadssnitt®®. En tidigare
begrinsande faktor har varit atct de DNA-
prob-bibliotek som behévs varit dyra och
komplicerade att tillverka di de innehél-
ler tiotusentals eller hundratusentals oli-
ka sckvenser for att ticka hela transkrip-
tomet. Men sisom kostnaden for sekven-
sering har sjunkit brant de senaste aren
har dven priserna sjunkit for ate generera
DNA-prober.

De senaste drygt tio aren har det
skett en mindre revolution inom prepa-
rering av vidvnadsprover dir storre
vivnadsbiopsier kan goras nistintill
transparenta frimst genom kemikaliska
behandlingar i olika steg’. Direfter av-
bildas provet med mikroskopi i en vitska
som har ett passande brytningsindex
vilket minimerar ljusspridningen. Det
gor att cancerbiopsier kan undersokas i
sin helhet utan att forst behova gora
nigra vavnadssnitt. Mycket av det vi kan
studera i 3D kan givetvis ocksa ofta stu-
deras i 2D med ett antal vivnadssnitt,
men det finns ett antal lovande aspekter
som littare kan kvantifieras och under-
sokas i 3D. Ett sidant exempel dr studier
av intratumor heterogenitet i solida tu-
morer samt biomarkérer baserade pa till
exempel olika (ofta statistiska) analyser
av blodkirl i och utanfér tumérvivnad.
Biopsianalyser i 3D kan ses som ett kom-
plement och méjliggor jamforelser med
mer standardiserade undersokningar i
och med att formalinfixerad och paraf-
fininbiddad vivnad kan dven aterparaf-
fineras efter mikroskopianalys. Fér 3D-
mikroskopering av tumérbiopsier har
det visat sig att en metod kallad ljus-

skikesmikroskopi ar sirskilt [impad pd
grund dess kapacitet f6r hog spatiotem-
poral upplosning®. Forsok gors dven att
kombinera ljusskiktsmikroskopi med
spatiell molekylir profilering for annu
snabbare analyser. Framtiden kommer
att utvisa om denna fordel ar tillrackligt
stor for att automatiseras och implemen-
teras i framtida kliniska undersékning-
ar.

AKTIVT FORSKNINGSOMRADE
Exakt hur den rika information som kan
fis fran dessa tekniker bist ska tolkas
och kunna korreleras till diagnos och
prognos ir fortfarande ett Sppet forsk-
ningsfilt, likasa saknas standarder for
passande metadata och filformat.
Ovan har protein- och mRNA-de-
tektion diskuterats, men liknande tillvi-
gagingsitt kan ocksd mojliggora detek-
tion av andra biomarkérer som sillan
studerats i rumslig kontext sdsom exem-
pelvis DNA-metylering och kromatin-
accessiblitet. Kombinerat kan alla dessa
olika biomarkorer utgéra ett starkt kom-
plement till morfologiska vivnadstudier
(digital patologi) och kommer att med-
fora forbittrade Al-algoritmer for diag-
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Figur 2. lllustration av ett iterativt detektionsforfarande av olika mRNA i vdvnad, exempelvis fran en tumdrbiopsi, med fluorescerande in situ-hybri-
disering (FISH). (@) Forst tillsatts primara DNA-prober till vavnaden for att identifiera olika mRNA-molekyler och sekundara prober anvands for att
iterativt bestdamma vilka mRNA-molekyler som detekteras med mikroskopi. (b) lllustration av mRNA-detektion genom iterativ FISH med subcellular
lokalisering (mRNA1-lokalisering till cytoplasman, mRNA2-lokalisering till cellkdrnan). Viss variation finns mellan olika metoder, men grundprincipen
ar att efter att alla iterationer utforts kan man med hjalp av en "kodbok” utldsa vilken typ av mRNA-molekyl som motsvaras av en specifik fargkom-
bination (pseudofarg) eller bindr kombination (signal eller ingen signal). | princip kan tusentals koder avldsas pa detta satt vilket betyder att lika
manga olika mRNA-molekyler kan detekterats i ett cell- eller vdvnadsprov*®.

onkologi i sverige nr 5 -22 41




eee diagnostik

nostik/prognostik. Al/djupinlirning
har aven visat goda resultat vad giller att
sarskilja (segmentera) ut enskilda celler
i vivnad, ndgot som ir vikeige for att
kunna korrelera vissa uttryck till en spe-
cifik cell, men dessa metoder maste ock-
sd verifieras yteerligare for kliniskt bruk.
Aven utveckling av programvara for vi-
sualisering av stora och multidimensio-
nella dataset och uppskalning av data-
analys till datakluster ar ytterligare nag-
ra av de utmaningar som vantar. I dags-
laget har mikroskopidata av forklarliga
skil inte samma krav vad giller patient-
sikerhet som sekvensering av patient-
prover, sisom anvindning av sikra be-
rikningskluster for analys av sekvense-
ringsdata. Men i takt med att spatiell
molekylir profilering utvecklas och
kommer att generera dnnu mer “sekven-
seringslik” data (till exempel med in si-
tu-sckvensering’) kommer dven nya etis-
ka frigestillningar att dyka upp for nig-
ra av dessa metoder, ndgot som givetvis
alltid 4r vikeigt att ta hinsyn till for atc
garantera patientsikerheten.

Arbetet med att overbrygga ovan
nimnda utmaningar sker pd minga stil-
len i virlden i detta aktiva forsknings-
omréde. Forskning bedrivs inte bara ut-
omlands utan numera ocksa pd Lunds
universitet, Karolinska Institutet och
Scilifelab. Med sikerhet kommer inte
alla av de kombinationer av biomarkérer
(till exempel tusentals olika mRNA)
som vi kan mita vara relevanta. Sikert
ir ocksd att i takt med att nya och mycket
dyra behandlingar liggs till arsenalen
okar behovet ytterligare av att veta att vi
ger ritt behandling till ritt patient.
Aven om bara ett litet fatal visar sigbira
virdefull information i sin rumsliga lo-
kalisering kommer vi att ha manga nya
mojligheter att stilla diagnos och prog-
nos med hdgre precision och bittre kun-
navilja behandlingsstrategier, till gladje
for otaliga cancerpatienter virlden over.

REFERENSER:

1. Codeluppi, S., Borm, L.E., Zeisel, A., La
Manno G., van Lunteren J., Svensson C.
& Linnarsson S. Spatial organization of
the somatosensory cortex revealed by
osmFISH. Nat Methods. (2018).

2.Femino A.M., Fay F.S., Fogarty K. & Singer

R.H. Visualization of single RNA transcripts
in situ. Science. (1998).

42 onkologi i sverige nr 5 — 22

3. Chen K.H., Boettiger A.N., Moffitt J.R.,
Wang S. & Zhuang X. RNA imaging. Spatially
resolved, highly multiplexed RNA profiling
in single cells. Science. (2015)

4.Eng C.L., Lawson M., Zhu Q., Dries R., Kou-
lena N., Takei Y., Yun J., Cronin C., Karp C.,
Yuan G.C. & Cai L. Transcriptome-scale su-
per-resolved imaging in tissues by RNA seq-
FISH. Nature. (2019).

5.Xia C,, Fan J,, Emanuel G., Hao J. & Zhuang
X. Spatial transcriptome profiling by MER-
FISH reveals subcellular RNA compartmen-
talization and cell cycle-dependent gene
expression. PNAS. (2019)

6. Ueda, H.R., Ertiirk A., Chung K. Gradinaru
V., Chédotal A., Tomancak P. & Keller P.J. Tis-
sue clearing and its applications in neurosci-
ence. Nat Rev Neurosci. (2020).

7.Tanaka N., Kanatani S., Tomer R., Sahl-
gren C., Kronqvist P, Kaczynska D., Lou-
hivuori L., Kis L., Lindh C., Mitura P., Ste-
pulak A., Corvigno S., Hartman J., Micke P.,
Mezheyeuski A., Strell C., Carlson J.W., Fer-
nandez Moro C., Dahlstrand H., Ostman A.,
Matsumoto K., Wiklund P., Oya M., Miyaka-
wa A., Deisseroth K. & Uhlén P. Whole-tissue
biopsy phenotyping of three-dimensional
tumours reveals patterns of cancer hetero-
geneity. Nat Biomed Eng. (2017)

NILS NORLIN, BITRADANDE FORSKA! 7
MOLEKYLAR NEUROMODULERI

8. Glaser A.K., Bishop K.W., Barner L.A., Su-
saki E.A., Kubota S.I., Gao G., Serafin R.B.,
Balaram P, Turschak E., Nicovich P.R., Lai H.,
Lucas L.A.G., Yi Y., Nichols E.K., Huang H., Re-
der N.P., Wilson J.J., Sivakumar R., Shamsk-
hou E., Stoltzfus C.R., Wei X., Hempton A K.,
Pende M., Murawala P., Dodt H.U., Imaizumi
T., Shendure J., Beliveau B.J., Gerner M.Y., Xin
L., Zhao H., True L.D., Reid R.C., Chandras-
hekar J., Ueda H.R., Svoboda K. & Liu JT.C. A
hybrid open-top light-sheet microscope for
versatile multi-scale imaging of cleared tis-
sues. Nat Methods. (2022)

9. Ke R., Mignardi M., Pacureanu A., Sved-
lund J., Botling J., Wahlby C. & Nilsson M. In
situ sequencing for RNA analysis in preser-
ved tissue and cells. Nat Methods. (2013)

LUNDS UNIVERSI
NILS.NORLIN@MED.L




