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Streszczenie: Transkryptomika przestrzenna (ang. spatial transcriptomics, ST) stanowi nowoczesne
podejscie metodologiczne umozliwiajace analizg ekspresji genow z jednoczesnym zachowaniem in-
formacji o ich lokalizacji przestrzennej. W ostatniej dekadzie obserwowany jest dynamiczny rozwoj
technologii ST, obejmujacy zarowno metody oparte na obrazowaniu (MERFISH, seqFISH, Xenium),
jak 1 na sekwencjonowaniu nowej generacji (Visium, Visium HD, Stereo-seq).

Niniejsza praca przegladowa przedstawia systematyczne omowienie dostepnych platform technolog-
icznych, narzedzi bioinformatycznych wykorzystywanych do analizy danych oraz kluczowych zas-
tosowan transkryptomiki przestrzennej w neurobiologii, badaniach onkologicznych oraz biologii ro-
zwoju. Szczegodlng uwage poswigcono roéwniez wyzwaniom metodologicznym, w tym zagadnieniom
dekonwolucji sygnatu oraz integracji danych ST z danymi sekwencjonowania pojedynczych komorek.
Transkryptomika przestrzenna otwiera nowe mozliwosci w badaniach podstawowych i translacy-
jnych, oferujac poglebiony wglad w architektur¢ molekularng narzadéw oraz materiatu tkankowego.

Stowa kluczowe: transkryptomika przestrzenna, Visium, MERFISH, sekwencjonowanie RNA,
mikrosrodowisko nowotworowe, neurobiologia, dekonwolucja

Summary : Spatial transcriptomics (ST) represents a revolutionary methodological approach ena-
bling gene expression analysis while preserving spatial context within tissues. The past decade has
witnessed rapid development of ST technologies, encompassing both imaging-based methods (MER-
FISH, seqFISH, Xenium) and sequencing-based approaches (Visium, Visium HD, Stereo-seq). This
review provides a systematic overview of available technological platforms, bioinformatics tools for
data analysis, and key applications of spatial transcriptomics in neurobiology, cancer research, and
developmental biology. Methodological challenges, including signal deconvolution and integration
of ST data with single-cell sequencing data, are also discussed. Spatial transcriptomics opens new
possibilities in basic and translational research, offering unprecedented insights into the molecular
architecture of tissues.

Keywords: spatial transcriptomics, Visium, MERFISH, RNA sequencing, tumor microenvironment,
neurobiology, deconvolution

WPROWADZENIE

Zrozumienie ztozonos$ci biologicznej narzagdoéw oraz materiatu tkankowego
wymaga nie tylko identyfikacji typow komorek iich profili transkrypcyjnych,
lecz takze poznania ich wzajemnego rozmieszczenia przestrzennego oraz interak-
cji miedzykomodrkowych. Tradycyjne metody sekwencjonowania RNA, zar6wno
z homogenatu materiatu tkankowego (ang. bulk RNA-seq), jak i na poziomie poje-
dynczych komorek (ang. scRNA-seq), cho¢ dostarczajg cennych informacji o eks-
presji genow, prowadza do utraty kontekstu przestrzennego w wyniku mechanicz-
nej lub enzymatycznej dysocjacji komorek [1,2]. Ograniczenie to jest szczegdlnie
istotne w badaniach struktur o ztozonej architekturze, takich jak poszczegdlne
narzady czy mikro$rodowisko nowotworowe.

Transkryptomika przestrzenna (ang. spatial transcriptomics, ST) stanowi no-
woczesng technologie umozliwiajagca mapowanie ekspresji genéw bezposrednio
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w skrawkach histologicznych, przy jednoczesnym zachowaniu informacji o loka-
lizacji transkryptoéw [3,4]. Rozwoj tej dziedziny zapoczatkowany zostat w latach
70. XX wieku wraz z opracowaniem techniki hybrydyzacji in situ (ISH), jednak
istotny postep nastapil w ostatniej dekadzie dzigki integracji zaawansowanych
metod obrazowania z technikami sekwencjonowania nowej generacji [5].

W 2024 roku transkryptomika przestrzenna zostata uznana przez czasopismo
Nature Methods za ,,Metod¢ Roku” [6], co podkreslito jej znaczenie i potencjat
w naukach przyrodniczych. Od tego czasu obserwowany jest dynamiczny roz-
woj zarowno platform eksperymentalnych, jak i narzedzi analitycznych, umozli-
wiajacych coraz doktadniejsze badanie molekularnej organizacji narzadéw oraz
materiatu tkankowego. Celem niniejszej pracy przegladowej jest przedstawienie
aktualnego stanu wiedzy dotyczacego metodologii transkryptomiki przestrzenne;j,
dostepnych platform technologicznych, podej$¢ bioinformatycznych oraz kluczo-
wych zastosowan tej technologii w badaniach biomedycznych.

KLASYFIKACJA METOD
TRANSKRYPTOMIKI PRZESTRZENNEJ

Technologie transkryptomiki przestrzennej mozna klasyfikowa¢ wedtug roz-
nych kryteriéw, jednak najbardziej uzyteczny jest podzial ze wzgledu na strategie
detekcji transkryptow. Wyroznia si¢ dwie glowne kategorie metod: oparte na ob-
razowaniu (ang. imaging-based) oraz oparte na sekwencjonowaniu (ang. sequen-
cing-based) [7,8].

METODY OPARTE NA OBRAZOWANIU

Metody obrazowania in situ obejmuja techniki hybrydyzacji in situ (ISH) oraz
sekwencjonowania in situ (ISS). Podejscia te charakteryzuja si¢ wysoka rozdziel-
czoscig przestrzenna, umozliwiajaca analize na poziomie subkomdrkowym, oraz
zdolnos$ciag do multipleksowej detekcji setek do tysiecy transkryptow w pojedyn-
czym eksperymencie [9].

SINGLE-MOLECULE FISH I METODY POCHODNE
Technika smFISH (ang. single-molecule fluorescence in situ hybridization)
stanowi fundament dla wielu zaawansowanych metod obrazowania. Wykorzystu-
je ona sondy oligonukleotydowe znakowane fluorescencyjnie, ktore hybrydyzuja
do komplementarnych sekwencji RNA w utrwalonych komérkach lub materiale
tkankowym [10]. Metoda ta umozliwia detekcje pojedynczych czasteczek RNA
z doktadno$cia przestrzenng rzedu nanometrow.
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Technologia MERFISH (ang. Multiplexed Error-Robust Fluorescence In Situ
Hybridization), opracowana przez zespot Xiaowei Zhuang, opiera si¢ na przy-
pisywaniu transkryptom unikalnych kodéw binarnych odczytywanych w kolej-
nych rundach hybrydyzacji, z zastosowaniem schematéw kodowania odpornych
na btedy. Umozliwia to jednoczesna, wysoce swoistg detekcje 1 lokalizacje tysie-
cy transkryptdw mRNA na poziomie pojedynczych czgsteczek in situ. [11,12].
Komercyjng implementacja tej technologii jest platforma MERSCOPE (Vizgen),
ktora umozliwia przestrzenne profilowanie ekspresji genow przy uzyciu predefi-
niowanych paneli obejmujacych zazwyczaj 500-1000 gendéw na probke.

Alternatywnym podejsciem jest seqFISH (ang. sequential FISH), ktore opie-
ra si¢ na iteracyjnych cyklach hybrydyzacji i obrazowania, umozliwiajacych se-
kwencyjny odczyt sygnatow fluorescencyjnych [13]. Rozwini¢ta wersja tej meto-
dy, seqFISH+, pozwala na detekcj¢ ponad 10 000 genéw w obrgbie pojedynczych
komorek in situ, osiggajac rzeczywista skalg transkryptomowa [14]. Metoda ta
wykorzystuje strategi¢ barcodingu oparta na 60 pseudokolorach odczytywanych
w czterech rundach kodowania, co prowadzi do okolo o§miokrotnego skrécenia
czasu obrazowania w poréwnaniu z oryginalng wersja seqFISH.

KOMERCYJNE PLATFORMY OBRAZOWANIA

Xenium In Situ (10x Genomics) stanowi jedna z zaawansowanych platform
obrazowania transkryptomiki przestrzennej, oferujaca rozdzielczo$¢ subkomor-
kowa oraz predefiniowane panele obejmujace obecnie do okoto 5000 genow
[15]. System wykorzystuje technologi¢ hybrydyzacji in situ z fluorescencyjnym
odczytem sygnatu, umozliwiajagc precyzyjng lokalizacj¢ transkryptow mRNA
w kontekscie architektury i morfologii tkanki. Badania poréwnawcze wykaza-
ly, ze platforma Xenium charakteryzuje si¢ wysoka swoistoscig oraz duza liczba
wykrywanych transkryptow na gen, przewyzszajac pod tym wzgledem niektore
alternatywne technologie obrazowania przestrzennego [16].

Platforma CosMx SMI (NanoString/Bruker) charakteryzuje si¢ bardzo wyso-
ka przepustowoscig wsrod systemow obrazowania transkryptomiki przestrzennej,
umozliwiajac analize nawet kilku tysiecy mm? materialu tkankowego tygodnio-
wo, przy wykorzystaniu paneli obejmujacych do okoto 6000 genéw [17]. Istotng
cechg tego systemu jest rowniez mozliwos¢ jednoczesnej detekcji transkryptow
RNA oraz biatek, co umozliwia integracj¢ danych transkryptomicznych i proteo-
micznych w ujeciu przestrzennym.

Technologia Molecular Cartography (Resolve Biosciences) koncentruje sig¢
na osigganiu bardzo wysokiej rozdzielczosci przestrzennej oraz wysokiej spe-
cyficznosci hybrydyzacji, umozliwiajacej rozrdznianie sekwencji réoznigcych sig
pojedynczymi nukleotydami. Dzigki temu znajduje ona szczegodlne zastosowanie
w badaniach wariantow splicingowych oraz polimorfizméw pojedynczego nukle-
otydu (SNP) in situ w materiale tkankowym [18].



TRANSKRYPTOMIKA PRZESTRZENNA: OD PODSTAW METODOLOGICZNYCH DO... 263

METODY OPARTE NA SEKWENCJONOWANIU

Druga kategoria technologii transkryptomiki przestrzennej wykorzystuje se-
kwencjonowanie nowej generacji (NGS) do odczytu transkryptéw wychwyco-
nych z okreslonych lokalizacji przestrzennych w materiale tkankowym. Metody
te umozliwiajg analiz¢ calego transkryptomu bez konieczno$ci predefiniowania
panelu genéw docelowych, co stanowi ich gldéwna przewage nad technikami opar-
tymi na obrazowaniu in situ [19].

PLATFORMA VISIUM I VISIUM HD

Visium Spatial Gene Expression (10x Genomics) jest obecnie jedng z naj-
powszechniej stosowanych platform transkryptomiki przestrzennej opartych na
sekwencjonowaniu [20]. System wykorzystuje szkietka pokryte regularng siatka
okoto 5000 spotow o $rednicy 55 pum, z ktérych kazdy zawiera unikalne kody
przestrzenne (ang. barcodes). Material tkankowy jest nanoszony na szkietko,
nastepnie permeabilizowany, a uwolnione czgsteczki mRNA hybrydyzuja do
oligonukleotydéw wychwytujacych, co umozliwia przypisanie transkryptéw do
okreslonych lokalizacji przestrzennych.

W marcu 2024 roku firma 10x Genomics wprowadzita na rynek platforme¢
Visium HD, stanowigcg istotny postep technologiczny w tej kategorii metod [21].
Nowa architektura szkietka opiera si¢ na cigglej siatce kwadratowych elementow
o0 wymiarach 2 x 2 um, pozbawionej przerw pomigdzy sasiednimi jednostkami, co
umozliwia analiz¢ ponad 11 milionéw cech przestrzennych w poréwnaniu z okoto
5000 spotow w standardowym Visium. Osiggana rozdzielczo$¢ zbliza si¢ do po-
ziomu pojedynczej komorki (okreslanego jako single cell-scale), co pozwala na
znacznie doktadniejsza charakterystyke heterogennosci komorkowej oraz organi-
zacji struktur anatomicznych w materiale tkankowym [22]. Visium HD jest row-
niez kompatybilny z materialami utrwalonymi w formalinie i zatopionymi w pa-
rafinie (FFPE), co otwiera mozliwo$¢ analizy archiwalnych probek klinicznych.

STEREO-SEQ (STOMICS)

Stereo-seq (Spatio-Temporal Enhanced REsolution Omics-sequencing), opra-
cowana przez BGI/Complete Genomics, stanowi zaawansowang technologi¢ tran-
skryptomiki przestrzennej taczaca bardzo wysoka rozdzielczos¢ przestrzenng rzedu
500 nm z wyjatkowo duzym polem widzenia, siggajagcym do 13 x 13 cm [23,24].
Platforma ta wykorzystuje matryce z uporzadkowanym wzorem nanosfer DNA
(ang. DNA nanoballs), o efektywnej Srednicy elementéw pomiarowych wynoszacej
okoto 220 nm, co umozliwia analiz¢ ekspresji genéw na poziomie subkomorkowym.

Do unikalnych cech technologii Stereo-seq nalezy mozliwo$¢ profilowania
bardzo duzych obszaréw materialu biologicznego, w tym catych narzadéw lub
zarodkoéw ssakow, na pojedynczym chipie, a takze kompatybilnos¢ z szerokim
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spektrum gatunkéw, wynikajgca z braku konieczno$ci stosowania sond specy-
ficznych dla danego organizmu. Dodatkowym atutem jest mozliwo$¢ integracji
danych transkryptomicznych z barwieniem histologicznym H&E wykonywanym
na tym samym skrawku histologicznym [25].

Od 2022 roku technologia Stereo-seq znalazta zastosowanie w ponad 120
publikacjach naukowych, w tym w czotowych czasopismach takich jak Scien-
ce, Nature oraz Cell, szczeg6lnie w badaniach poswieconych tworzeniu czaso-
-przestrzennych atlaséw organogenezy.

INNE PLATFORMY OPARTE NA SEKWENCJONOWANIU

Slide-seq oraz jego udoskonalona wersja Slide-seq V2 wykorzystujg mikro-
kuleczki pokryte oligonukleotydami zawierajagcymi sekwencje kodow przestrzen-
nych, ktore sg osadzane w matrycy na powierzchni szkietka, umozliwiajac przypi-
sanie sygnatow transkrypcyjnych do okreslonych lokalizacji przestrzennych [26].
Technologia Slide-tags umozliwia jednoczesne profilowanie przestrzenne oraz
jednojadrzaste barcodowanie, taczac zalety sekwencjonowania pojedynczych ko-
morek (scRNA-seq) z zachowaniem kontekstu przestrzennego [27].

GeoMx Digital Spatial Profiler (NanoString) reprezentuje podejsécie hybrydo-
we, pozwalajace na selektywne profilowanie wybranych regionéw zainteresowa-
nia (regions of interest, ROI) w materiale tkankowym [28]. Platforma ta znajduje
szczegblne zastosowanie w badaniach translacyjnych, w ktorych istotna jest ukie-
runkowana analiza $cisle zdefiniowanych struktur histopatologicznych.

POROWNANIE PARAMETROW TECHNICZNYCH PLATFORM

Wybér odpowiedniej platformy transkryptomiki przestrzennej zalezy od spe-
cyficznych wymagan danego projektu badawczego. Metody oparte na obrazowa-
niu oferujg wyzsza rozdzielczo$¢ przestrzenng, czgsto na poziomie subkomorko-
wym, oraz precyzyjna lokalizacj¢ transkryptow, jednak wymagaja zastosowania
predefiniowanych paneli genéw. Z kolei metody oparte na sekwencjonowaniu
umozliwiaja analize catego transkryptomu, lecz zazwyczaj charakteryzuja si¢ niz-
sz rozdzielczoscia przestrzenng [29,30].

Do kluczowych parametrow, ktore nalezy uwzgledni¢ przy wyborze odpo-
wiedniej technologii, naleza: osiagana rozdzielczo$¢ przestrzenna, zakres pokry-
cia transkryptomu, przepustowos¢ probek, kompatybilnos¢ z rodzajem materiatu
biologicznego (§wiezo mrozony vs FFPE) oraz koszty eksperymentu.
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ANALIZA BIOINFORMATYCZNA DANYCH
TRANSKRYPTOMIKI PRZESTRZENNEJ

Analiza danych transkryptomiki przestrzennej wymaga zastosowania specjali-
stycznych narzedzi bioinformatycznych, ktére integruja informacje dotyczace eks-
presji gendw z danymi przestrzennymi. W ostatnich latach opracowano liczne pakie-
ty w jezykach R oraz Python, umozliwiajace efektywne przetwarzanie, wizualizacje
1 interpretacj¢ danych transkryptomicznych o charakterze przestrzennym [31].

GLOWNE PAKIETY ANALITYCZNE

Squidpy jest jednym z najczesciej wykorzystywanych frameworkoéw w jezy-
ku Python do analizy danych transkryptomiki przestrzennej [32]. Zbudowany na
bazie bibliotek Scanpy oraz AnnData, oferuje funkcje umozliwiajace konstrukcje
grafow sasiedztwa przestrzennego, identyfikacje gendw wykazujacych zmiennosé
przestrzenng (ang. spatially variable genes, SVGs), analiz¢ interakcji ligand—re-
ceptor oraz segmentacje obrazéow histologicznych. Squidpy obstuguje dane po-
chodzace z réznych platform technologicznych, w tym Visium, MERFISH oraz
Slide-seq, zapewniajac ujednolicony interfejs analityczny.

Seurat (R) oraz Scanpy (Python) naleza do najpowszechniej stosowanych
pakietow do analizy danych sekwencjonowania pojedynczych komorek, ktore
w ostatnich latach zostaly rozszerzone o moduty dedykowane analizie danych
przestrzennych [33,34]. Seurat oferuje funkcjonalnosci obejmujace kontrole jako-
$ci, normalizacje danych (w tym metode SCTransform), klastrowanie przestrzen-
ne oraz wizualizacj¢ wynikow. Pakiet Giotto (R) zapewnia z kolei kompleksowy
zestaw narzedzi zaprojektowanych specjalnie do analizy danych transkryptomiki
przestrzennej, obejmujacy m.in. identyfikacje genow zmiennych przestrzennie,
dekonwolucje sygnatu oraz analizg¢ interakcji migdzykomorkowych [35]. Spa-
tialExperiment (Bioconductor) udostepnia standaryzowany kontener danych dla
zbiorow transkryptomicznych o charakterze przestrzennym, utatwiajac tworzenie
reprodukowalnych i interoperacyjnych schematow analizy danych [36].

DEKONWOLUCJA PROPORCJI TYPOW KOMOREK

Jednym z kluczowych wyzwan w analizie danych transkryptomiki przestrzen-
nej opartych na sekwencjonowaniu jest fakt, ze pojedynczy spot czesto obejmuje
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wiele komorek nalezacych do roznych typdéw komoérkowych. Dekonwolucja pole-
ga na estymacji proporcji poszczegolnych typdéw komoérkowych w kazdym spocie
na podstawie referencyjnych profili ekspresji pochodzacych z danych sekwencjo-
nowania pojedynczych komoérek (scRNA-seq) [37].

Systematyczne analizy poréwnawcze wykazaly, ze metody cell2location,
RCTD oraz CARD nalezg do najdoktadniejszych podej$¢ dekonwolucyjnych do-
stepnych obecnie dla danych ST [38,39]. Cell2location wykorzystuje bayesowskie
modelowanie probabilistyczne do estymacji absolutnej liczby komorek kazdego
typu komoérkowego w spocie, uwzgledniajac zmiennos$¢ ekspresji gendow pomie-
dzy komoérkami. Metoda RCTD (ang. Robust Cell Type Decomposition) oferuje
relatywnie szybkie obliczenia z mozliwos$cia rownoleglego przetwarzania na pro-
cesorach CPU, co czyni jg uzytecznym punktem wyjscia dla wielu analiz. Z kolei
Tangram wykorzystuje podejscie oparte na uczeniu gtebokim do mapowania pro-
fili ekspresji z danych scRNA-seq na dane przestrzenne [40].

Wybér odpowiedniej metody dekonwolucji powinien uwzglednia¢ charak-
terystyke analizowanych danych, w tym glebokos¢ sekwencjonowania, rozmiar
spotoéw oraz jakos$¢ i reprezentatywnos¢ danych referencyjnych scRNA-seq. Za-
leca si¢ porownanie wynikow uzyskanych za pomoca kilku metod, w szczegol-
nosci cell2location i RCTD, w celu zwigkszenia wiarygodnosci estymacji sktadu
komorkowego [41].

IDENTYFIKACJA GENOW ZMIENNYCH PRZESTRZENNIE

Geny zmienne przestrzennie (ang. spatially variable genes, SVGs) to geny,
ktorych ekspresja wykazuje nielosowy wzorzec dystrybucji w przestrzeni mate-
riatu tkankowego. Identyfikacja genéw zmiennych przestrzennie stanowi kluczo-
wy etap w charakterystyce regionalnej specjalizacji funkcjonalnej analizowanego
materiatu biologicznego [42]. Dostepne metody obejmuja podejscia oparte na
analizie autokorelacji przestrzennej (indeks Morana I, indeks Geary’ego C), mo-
delowaniu procesow gaussowskich (SpatialDE, SPARK) oraz metody wykorzy-
stujace techniki gtebokiego uczenia [43,44].

ZASTOSOWANIA TRANSKRYPTOMIKI PRZESTRZENNEJ
NEUROBIOLOGIA I BADANIA MOZGU
Mozg stanowi jeden z najbardziej ztozonych i silnie zorganizowanych narza-

déw, co czyni go szczegolnie odpowiednim obiektem badan z wykorzystaniem
transkryptomiki przestrzennej [45]. Technologie ST umozliwily tworzenie szcze-
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gotowych atlaséw molekularnych mézgu, pozwalajacych na definiowanie typow
komorkowych w kontekscie ich precyzyjnej lokalizacji anatomicznej. Allen Brain
Atlas stanowi kluczowy zasdb referencyjny, wykorzystywany do walidacji oraz
integracji danych pochodzacych z badan transkryptomiki przestrzennej [46].

Projekt Brain Initiative Cell Census Network (BICCN) wykorzystuje techno-
logie ST do mapowania réznorodnosci komorkowej mézgu myszy i cztowieka
[47]. Badania prowadzone z uzyciem metod MERFISH oraz STARmap PLUS
dostarczyly szczegotowych danych dotyczacych przestrzennej organizacji typow
neuronalnych w korze moézgowej, hipokampie oraz innych strukturach osrodko-
wego uktadu nerwowego [48]. Analiza przestrzenna umozliwia identyfikacje gra-
dientow ekspresji genow powigzanych ze specjalizacja funkcjonalng poszczegol-
nych warstw kory mdzgowej.

W kontekscie patologii transkryptomika przestrzenna dostarczyla istot-
nych informacji dotyczacych heterogennosci glejakow wielopostaciowych (ang.
glioblastoma multiforme, GBM). Badania z wykorzystaniem platformy Visium
wykazaty istnienie kilku przestrzennie odr¢bnych programoéow transkrypcyjnych
w obrebie GBM, obejmujacych m.in. fenotypy gleju promienistego, reaktywne;j
odpowiedzi immunologicznej oraz reaktywnej hipoksji [49]. Szczegdlnie intere-
sujace jest powigzanie obszarow charakteryzujacych si¢ sygnaturg reaktywnej hi-
poksji z obecnoscia aberracji chromosomowych, co sugeruje zalezno$¢ pomigdzy
zaburzeniami metabolicznymi a niestabilnoscig genomowa.

BADANIA ONKOLOGICZNE
I MIKROSRODOWISKO NOWOTWOROWE

Transkryptomika przestrzenna istotnie poszerza mozliwosci badania bio-
logii nowotworéw, umozliwiajac analize mikrosrodowiska nowotworowego
(ang. tumor microenvironment, TME) z zachowaniem kontekstu przestrzennego
[50,51]. Nowotwory charakteryzuja si¢ znaczng heterogennoscia wewnatrznowo-
tworowa, obejmujaca zroznicowane populacje komoérek nowotworowych, fibro-
blastow zwigzanych z nowotworem (ang. cancer-associated fibroblasts, CAF),
komorek srodbtonka oraz komoérek uktadu immunologicznego.

Badania raka piersi z wykorzystaniem technologii ST dostarczytly szczego-
lowej charakterystyki krajobrazu komdrkowego nowotworow estrogenozaleznych,
potrdjnie ujemnych oraz HER2-dodatnich [52,53]. Analiza przestrzenna wykazata
istnienie charakterystycznych wzorcow rozmieszczenia subpopulacji komorek im-
munologicznych, zaleznych od podtypu molekularnego nowotworu. W raku jelita
grubego zastosowanie platformy Visium HD umozliwito mapowanie kluczowych
interakcji pomigdzy komorkami immunologicznymi w obrebie mikrosrodowiska
nowotworowego, z rozdzielczoscia zblizong do poziomu pojedynczej komorki [54].
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Szczegodlnie obiecujace wydaja si¢ zastosowania transkryptomiki przestrzen-
nej w badaniach odpowiedzi na immunoterapi¢. Analiza przestrzenna umozli-
wia identyfikacj¢ tzw. ,,goracych” oraz ,,zimnych” regionow immunologicznych
w obrebie guza, ktore wykazuja korelacje z odpowiedzig na leczenie inhibitorami
punktow kontrolnych uktadu immunologicznego [55]. Badania wskazuja, Ze prze-
strzenna organizacja komorek T wzgledem komoérek nowotworowych ma istotne
znaczenie prognostyczne i moze potencjalnie petni¢ role biomarkera odpowiedzi
na terapie.

BIOLOGIA ROZWOJOWA I ORGANOGENEZA

Transkryptomika przestrzenna stanowi istotne narzedzie w badaniach pro-
cesOw rozwojowych, w ktorych przestrzenna organizacja komorek determinuje
ich losy oraz przebieg morfogenezy [56]. Zastosowanie technologii Stereo-seq
umozliwito opracowanie czasoprzestrzennego atlasu transkryptomu organogene-
zy myszy, obejmujacego stadia rozwojowe od E9.5 do E16.5, z rozdzielczoscia
siegajaca poziomu subkomodrkowego [57].

Badania rozwoju ludzkiego prowadzone z wykorzystaniem transkryptomi-
ki przestrzennej dostarczyly nowych informacji na temat molekularnych me-
chanizmow formowania narzadow, w tym mozgu, serca, pluc oraz nerek [58].
Szczegodlnie istotne okazaty si¢ obserwacje dotyczace przestrzennych gradientow
czynnikdéw sygnalizacyjnych oraz ich roli w regionalnej specyfikacji struktur roz-
wijajacych sie. Integracja danych ST z danymi sekwencjonowania pojedynczych
komorek (scRNA-seq) umozliwia dodatkowo $ledzenie trajektorii r6znicowania
komorkowego w konteks$cie przestrzennym.

INNE OBSZARY ZASTOSOWAN

Transkryptomika przestrzenna znajduje coraz szersze zastosowanie w roz-
nych dziedzinach biomedycyny. W immunologii umozliwia charakterystyke prze-
strzennej organizacji struktur limfatycznych oraz analize interakcji pomi¢dzy roz-
nymi populacjami komorek uktadu immunologicznego [59]. W badaniach chorob
zakaznych technologie ST pozwalajg na badanie interakcji patogen—gospodarz
z zachowaniem kontekstu przestrzennego materiatu biologicznego [60].

W nefrologii transkryptomika przestrzenna jest wykorzystywana do analizy
ztozonej architektury nerki oraz identyfikacji nowych typéw komoérkowych za-
rowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych [61]. Zastosowanie tej
technologii w badaniach endokrynologicznych umozliwito natomiast szczegoto-
wa charakterystyke molekularnego profilu nadnerczy myszy, prowadzac do iden-
tyfikacji nowych markeré6w poszczegoélnych elementéw kory i rdzienia gruczotlu
[62]. Integracja danych transkryptomicznych z danymi proteomicznymi w ra-
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mach podej$¢ okreslanych jako przestrzenna multiomika (ang. spatial multi-omics)
otwiera nowe perspektywy dla kompleksowej charakterystyki molekularnej mate-
rialu biologicznego na wielu poziomach organizacji biologicznej [63].

WYZWANIA METODOLOGICZNE I PERSPEKTYWY
ROZWOJU

Pomimo znaczacego postepu technologicznego transkryptomika przestrzenna
nadal wiaze si¢ z szeregiem wyzwan o charakterze technicznym i analitycznym.
Do kluczowych ograniczen naleza kompromis pomiedzy rozdzielczo$cig prze-
strzenng a zakresem pokrycia transkryptomu, wysokie koszty odczynnikow oraz
infrastruktury eksperymentalnej, a takze ztozonos$¢ analizy bioinformatycznej du-
zych i wielowymiarowych zbioréw danych [64].

Istotnym wyzwaniem pozostaje segmentacja komorkowa, szczegdlnie
w przypadku metod opartych na sekwencjonowaniu, w ktérych pojedyncze spoty
czesto obejmuja sygnaly pochodzace z fragmentéw wielu komorek [65]. Rozwoj
algorytméw segmentacji wykorzystujacych metody uczenia glgbokiego oraz ich
integracja z obrazami histologicznymi pozwalaja na cze$ciowe przezwycigze-
nie tego ograniczenia. Kolejnym istotnym problemem jest brak peinej standa-
ryzacji protokolow eksperymentalnych i schematoéw analizy danych, co utrud-
nia poréwnywanie wynikoéw pomigdzy réznymi laboratoriami oraz platformami
technologicznymi.

Perspektywy dalszego rozwoju transkryptomiki przestrzennej obejmuja przede
wszystkim dalsze zwigkszanie rozdzielczo$ci przestrzennej przy jednoczesnym
zachowaniu mozliwos$ci analizy catego transkryptomu, rozwoj technologii trojwy-
miarowej transkryptomiki przestrzennej (3D ST) umozliwiajgcych rekonstrukcje
architektury przestrzennej w trzech wymiarach, takich jak rozwigzania oparte na
sekwencyjnej analizie sekcji o grubosci do 200 pm (np. StellarOmics). Istotnym
kierunkiem rozwoju pozostaje rowniez integracja danych w ramach przestrzenne;j
multiomiki, obejmujacej transkryptom, proteom oraz epigenom, a takze stopniowe
wdrazanie technologii ST do zastosowan diagnostycznych i klinicznych [66,67].

PODSUMOWANIE

Transkryptomika przestrzenna stanowi nowoczesna technologie, ktora w istot-
ny sposob zmienia podejscie do badania organizacji molekularnej narzadoéw oraz
materialu biologicznego. Dzigki zachowaniu kontekstu przestrzennego ekspresji
genow mozliwe jest uzyskanie poglebionego wgladu w architekture molekularng
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narzadow, interakcje miedzykomorkowe oraz mechanizmy lezace u podstaw pro-
cesow fizjologicznych i patologicznych. Dynamiczny rozwo6j platform technolo-
gicznych — od metod obrazowania o rozdzielczo$ci subkomorkowej (MERFISH,
Xenium) po systemy sekwencjonowania umozliwiajgce analize catego transkryp-
tomu (Visium HD, Stereo-seq) — dostarcza badaczom szerokiego wachlarza na-
rzgdzi dostosowanych do réznorodnych pytan badawczych.

Roéwnolegle z rozwojem technologii eksperymentalnych obserwowany jest
intensywny postep w zakresie narzgdzi bioinformatycznych, ktére umozliwia-
ja efektywna analize oraz interpretacj¢ ztozonych danych transkryptomicznych
o charakterze przestrzennym. Metody dekonwolucji sktadu komorkowego, iden-
tyfikacji genow zmiennych przestrzennie oraz analizy interakcji migdzykomor-
kowych stanowig obecnie kluczowe elementy schematéw analizy danych w tran-
skryptomice przestrzennej.

Zastosowania transkryptomiki przestrzennej w neurobiologii, onkologii oraz
biologii rozwoju dostarczyty juz istotnych nowych informacji, przyczyniajac si¢
do lepszego zrozumienia organizacji struktur biologicznych oraz mechanizmoéow
chorobowych. W nadchodzacych latach mozna spodziewac si¢ dalszej integracji
transkryptomiki przestrzennej z innymi technikami omicznymi, rozwoju zastoso-
wan klinicznych oraz tworzenia kompleksowych atlaséw czaso-przestrzennych
dla r6znych narzadow i gatunkow. Wszystkie te kierunki wskazuja, ze transkryp-
tomika przestrzenna stanowi jedno z kluczowych narzedzi wspotczesnej biologii
molekularnej i biomedycyny.
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