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DESCRIPCION

Método para el marcaje espacial mediado portransposasa y el analisis de ADN genémico en una muestra biolégica
Campo de la invencién

La presente descripcién se refiere a los métodos para determinar espacialmente la accesibilidad al ADN en una
muestra biolégica.

Antecedentes

Las células dentro de un tejido tienen diferencias en la morfologia y/o funcién celular debido a niveles variados
de analitos (por ejemplo, expresiéon génica y/o proteica) dentro de las diferentes células. La posicién especifica de
una célula dentro de un tejido (por ejemplo, la posicién de la célula con relacién a las células vecinas o la posicién
de la célula con relacion al microentorno del tejido) puede afectar, por ejemplo, la morfologia, diferenciacién, destino,
viabilidad, proliferacién, comportamiento, sefializacidén y diafonia de la célula con otras células en el tejido.

La heterogeneidad espacial se ha estudiado previamente mediante el uso de técnicas que tipicamente
proporcionan datos para unos pocos analitos en el contexto de tejido intacto o una porcién de un tejido (por ejemplo,
una seccion de tejido), o proporcionan datos significativos de analitos de células aisladas, individuales, pero no
proporcionan informacién con respecto a la posicién de las células aisladas de la muestra biolégica de origen (por
ejemplo, un tejido).

La estructura de la cromatina puede ser diferente entre las células en una muestra biolégica o entre las
muestras biolégicas del mismo tejido. Las diferencias en los ensayo de la cromatina accesible pueden ser
indicativas de secuencias transcripcionalmente activas, por ejemplo, genes, en una célula particular. Comprender
mejor las regiones transcripcionalmente activas dentro de la cromatina permitira la identificacion de cuéles genes
contribuyen a la funcién y/o fenotipo de una célula.

Resumen
La invencion se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

La presente descripcidbn generalmente describe métodos para analizar espacialmente el ADN gendmico
presente en una muestra biolégica.

Se han desarrollado métodos para estudiar epigenomas, por ejemplo, ensayos de accesibilidad a la cromatina
(ATAC-seq) o identificar proteinas asociadas con la cromatina, por ejemplo, (ChiP-seq). Estos ensayos ayudan a
identificar reguladores (por ejemplo, los reguladores cis y/o reguladores trans) que contribuyen a fenotipos
celulares dinamicos. Aunque ATAC-seq y ChlIP-seq han sido invaluables para definir la variabilidad epigenética
dentro de una poblacién celular, las aplicaciones convencionales de estos métodos se limitan en su capacidad de
resolver espacialmente los genes asociados que promueven la variacién celular. Los métodos espaciales ya se
conocen, sin embargo, todavia se necesitan métodos adicionales y/o alternativos.

Por lo tanto, la presente descripciéon se refiere generalmente al marcaje y anélisis espacial de los acidos
nucleicos. En algunas modalidades, se proporcionan en la presente descripcibn métodos que utilizan un
transposoma para fragmentar el ADN gendmico (por ejemplo, la cromatina abierta, cromatina accesible) y para
capturar el ADN fragmentado en una matriz espacial, de esta manera se revelan conocimientos epigenémicos con
respecto a las caracteristicas estructurales que contribuyen a la regulacién celular dentro del contexto espacial de
una muestra biol6gica.

En la presente descripcién se proporcionan métodos para determinar la accesibilidad al ADN genémico, el
método incluye: (a) una muestra biolégica en una matriz que incluye una pluralidad de sondas de captura, donde
una sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura incluye: (i) un codigo de barras espacial y (ii) un
dominio de captura; (b) poner en contacto una pluralidad de oligonucleétidos de férula con la muestra biolégica,
donde un oligonucledtido de férula se hibrida con el dominio de captura; (c) poner en contacto un transposoma con
la muestra bioldgica para insertar las secuencias de extremos del transposén en el ADN genémico accesible, de
esta manera se genera ADN gendmico fragmentado; (d) hibridar el ADN gendmico fragmentado al oligonucleétido
de férula y ligar el ADN gendmico fragmentado a la sonda de captura; (e) liberar una o mas secuencias de extremos
del transposén no ligadas del ADN genémico fragmentado ligado; y (f) determinar (i) una secuencia del cédigo de
barras espacial o un complemento de la misma, y (ii) la totalidad o una porcién de una secuencia del ADN genémico
fragmentado, o un complemento de la misma, y usar las secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la
accesibilidad al ADN gendmico en la muestra biolégica.

En algunas modalidades, la matriz incluye uno o més elementos. En algunas modalidades, uno o mas
elementos incluyen una perla.

En algunas modalidades, la sonda de captura incluye ademas un dominio de escisién, uno 0 mas dominios
funcionales, un identificador molecular Gnico o sus combinaciones.
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En algunas modalidades, el método incluye una etapa de migracién activa donde el ADN gendmico fragmentado
migra a la matriz por la aplicacién de un campo eléctrico.

En algunas modalidades, la hibridacion en la etapa (b) incluye hibridar el oligonucleétido de férula, o una porcién
del mismo, al dominio de captura, o una porcién del mismo, de la sonda de captura. En algunas modalidades, la
hibridacién en la etapa (d) incluye hibridar el oligonucleétido de férula, o una porcién de este, con una secuencia
de extremo del transposén o una porcién de este, de un ADN gendmico fragmentado.

En algunas modalidades, la ligazdn se realiza mediante el uso de una ADN ligasa.

En algunas modalidades, el método incluye extender un extremo 3’ de la sonda de captura mediante el uso del
ADN gendmico fragmentado como una plantilla. En algunas modalidades, la etapa de extensién se realiza
mediante el uso de una ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de la hebra.

En algunas modalidades, el método incluye realizar el relleno de espacios entre el oligonucleétido de férula y
el ADN gendmico fragmentado.

En algunas modalidades, el transposoma incluye una enzima transposasa, y donde la enzima transposasa es
una enzima transposasa TnS, una enzima transposasa Mu, una enzima transposasa Tn7, una transposasa de
especies de Vibrio, o sus derivados funcionales. En algunas modalidades, la enzima transposasa Tn5 incluye una
secuencia que es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

En algunas modalidades, la determinacién en la etapa (f) incluye la secuenciacién (i) del cédigo de barras
espacial o un complemento del mismo, y (ii) la totalidad o una porcién de la secuencia del ADN gendmico
fragmentado o un complemento de la misma y determinar ademas la ubicacién del ADN genémico accesible en la
muestra biolégica.

En algunas modalidades, el método incluye obtener imagenes de la muestra biolégica antes o después de
ponerla en contacto con la matriz.

En algunas modalidades, la liberacién en la etapa (d) incluye calentar la muestra bioldgica. En algunas
modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 65 °C a 85 °C. En algunas
modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 65 °C a aproximadamente
80 °C. En algunas modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 75 °C.

En algunas modalidades, el método incluye tefiir la muestra biolégica. En algunas modalidades, la tincién
incluye tefiir con hematoxilina y eosina.

En algunas modalidades, poner en contacto el transposoma con la muestra bioldgica se realiza bajo una
condicidén de permeabilizaciéon quimica, bajo una condicién de permeabilizacién enzimatica, o ambas. En algunas
modalidades, la condicién de permeabilizacién quimica incluye un detergente. En algunas modalidades, el
detergente es uno o mas de NP-40, Tween-20, Triton X-100 y Digitonina. En algunas modalidades, el detergente
esta a una concentracién de aproximadamente 0,001 % (v/v) a aproximadamente 1,0 % (v/v).

En algunas modalidades, poner en contacto el transposoma con la muestra bioldgica se realiza después de
una condicién de prepermeabilizacién enzimatica. En algunas modalidades, la condicién de prepermeabilizacién
enzimatica incluye una proteasa. En algunas modalidades, la proteasa es una pepsina, una colagenasa, una
proteinasa Ky sus combinaciones. En algunas modalidades, la proteasa es una colagenasa.

También se proporcionan en la presente descripcidn métodos para determinar la accesibilidad al ADN
gendmico, el método incluye: (a) una muestra biolégica en una matriz que incluye una pluralidad de sondas de
captura, donde una sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura incluye: (i) un cédigo de barras espacial
y (i) un dominio de captura; (b) poner en contacto un transposoma con la muestra biolégica para insertar
secuencias de extremos del transposédn en el ADN gendmico accesible, de esta manera se genera ADN genémico
fragmentado; (c) hibridar una secuencia de extremo del transposén del ADN genémico fragmentado al dominio de
captura de la sonda de captura; (d) liberar secuencias de extremos del transposén no ligadas al dominio de captura;
y (e) determinar (i) una secuencia del cédigo de barras espacial 0 un complemento de la misma, y (ii) la totalidad
0 una porcidn de una secuencia del ADN genémico fragmentado, o un complemento de la misma, y usar las
secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la accesibilidad al ADN genémico en la muestra biolégica.

En algunas modalidades, la matriz incluye uno o més elementos. En algunas modalidades, uno o mas
elementos incluyen una perla.

En algunas modalidades, la sonda de captura incluye ademas un dominio de escisién, uno 0 mas dominios
funcionales, un identificador molecular Gnico o sus combinaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993724 T3

En algunas modalidades, el método incluye ademas una etapa de migracién activa donde el ADN gendmico
fragmentado migra a la matriz por la aplicacién de un campo eléctrico.

En algunas modalidades, la hibridacién en la etapa (c) incluye hibridar la secuencia de extremo del transposén,
0 una porcion de esta, al dominio de captura, o una porcién de esta, de la sonda de captura.

En algunas modalidades, el método incluye extender un extremo 3’ de la sonda de captura mediante el uso del
ADN gendmico fragmentado como una plantilla. En algunas modalidades, la etapa de extensién se realiza
mediante el uso de una ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de la hebra.

En algunas modalidades, el método incluye realizar el relleno de espacios entre la secuencia de extremo del
transposén y el ADN gendmico fragmentado.

En algunas modalidades, el transposoma incluye una enzima transposasa, y donde la enzima transposasa es
una enzima transposasa TnS, una enzima transposasa Mu, una enzima transposasa Tn7, una transposasa de
especies de Vibrio, o sus derivados funcionales. En algunas modalidades, la enzima transposasa Tn5 incluye una
secuencia que es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

En algunas modalidades, la determinacién en la etapa (e) incluye la secuenciacion (i) de la secuencia del cédigo
de barras espacial 0 un complemento de la misma, y (ii) la totalidad o una porcién de la secuencia del ADN
gendmico fragmentado o un complemento de la misma y determinar ademas la ubicacién del ADN gendmico
accesible en la muestra biolégica.

En algunas modalidades, el método incluye obtener imagenes de la muestra biolégica antes o después de
ponerla en contacto con la matriz.

En algunas modalidades, la liberacién en la etapa (d) incluye calentar la muestra bioldgica. En algunas
modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 65 °C a 85 °C. En algunas
modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 65 °C a aproximadamente
80 °C. En algunas modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 75 °C.

En algunas modalidades, el método incluye tefiir la muestra biolégica. En algunas modalidades, la tincién
incluye tefiir con hematoxilina y eosina.

En algunas modalidades, poner en contacto el transposoma con la muestra bioldgica se realiza después de
una condicién de permeabilizacién quimica, bajo una condicién de permeabilizacién enzimatica, o ambas. En
algunas modalidades, la condicién de permeabilizacién quimica incluye un detergente. En algunas modalidades,
el detergente es uno o mas de NP-40, Tween-20, Triton X-100 y Digitonina. En algunas modalidades, el detergente
esta a una concentracién de aproximadamente 0,001 % (v/v) a aproximadamente 0,1 % (v/v). En algunas
modalidades, el contacto del transposoma con la muestra biolégica se realiza después de una condicién de
prepermeabilizacién enzimatica. En algunas modalidades, la condicién de prepermeabilizacién enzimatica incluye
una proteasa. En algunas modalidades, la proteasa es una pepsina, una colagenasa, una proteinasa K y sus
combinaciones. En algunas modalidades, la proteasa es una colagenasa.

También se proporcionan en la presente descripcién métodos para determinar la ubicacién del ADN en una
muestra bioldgica, el método incluye: (a) una muestra bioldgica en una matriz que incluye una pluralidad de sondas
de captura, donde una sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura incluye: (i) un cédigo de barras
espacial y (ii) un dominio de captura; (b) poner en contacto la muestra biolégica con una proteasa, donde la
proteasa es capaz de degradar una o més proteinas histonas, de esta manera libera el ADN; (c) poner en contacto
un transposoma con la muestra biolégica para insertar secuencias de extremos del transposén en el ADN genémico
liberado, de esta manera se genera ADN gendémico fragmentado; (d) hibridar una secuencia de extremo del
transposén del ADN fragmentado al dominio de captura; (e) liberar secuencias de extremos del transposén no
ligadas al dominio de captura; y (f) determinar (i) una secuencia del c6digo de barras espacial o un complemento
de la misma, y (ii) la totalidad o una porcién de una secuencia del ADN, o un complemento del mismo, y usar las
secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la ubicacién del ADN en la muestra biolégica.

En algunas modalidades, la proteasa es capaz de degradar al menos una proteina histona enlazadora y al
menos una proteina histona del nlcleo de histonas en la muestra biolégica. En algunas modalidades, la proteasa
es capaz de degradar al menos una histona de cada familia de histonas del nucleo de histonas en la muestra
biolégica. En algunas modalidades, la proteasa es una serina proteasa, una aspartil proteasa, una enzima C1 de
la familia de peptidasas, una proteasa que es inhibida por el inhibidor de diazometano Z-Phe-Phe-CHN(2) o el
inhibidor de epéxido E-64, una proteasa lisosomal, una colagenasa o una enzima azurofilica. En algunas
modalidades, la proteasa es una colagenasa.

En algunas modalidades, el dominio de captura incluye una secuencia homopolimérica. En algunas
modalidades, el dominio de captura incluye una secuencia Unica.
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En algunas modalidades, la sonda de captura incluye ademas un dominio de escisién, uno 0 mas dominios
funcionales, un identificador molecular Gnico o sus combinaciones.

En algunas modalidades, el método incluye una etapa de migracién activa donde el ADN gendmico
fragmentado migra a la matriz por la aplicacién de un campo eléctrico.

En algunas modalidades, la hibridacién en la etapa (d) incluye hibridar la secuencia de extremo del transposén,
0 una porcion de esta, al dominio de captura, o una porcién de esta, de la sonda de captura.

En algunas modalidades, el método incluye extender un extremo 3’ de la sonda de captura mediante el uso del
ADN gendmico fragmentado como una plantilla. En algunas modalidades, la etapa de extensién se realiza
mediante el uso de una ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de la hebra.

En algunas modalidades, el método incluye el relleno de espacios entre la secuencia de extremo del transposén
y el ADN genémico fragmentado.

En algunas modalidades, el transposoma incluye una enzima transposasa, y donde la enzima transposasa es
una enzima transposasa TnS, una enzima transposasa Mu, una enzima transposasa Tn7, una transposasa de
especies de Vibrio, o sus derivados funcionales. En algunas modalidades, la enzima transposasa Tn5 comprende
una secuencia que es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 1.

En algunas modalidades, la determinacién en la etapa (f) incluye la secuenciacién (i) del cédigo de barras
espacial o un complemento del mismo, y (ii) la totalidad o una porcién de la secuencia del ADN gendmico
fragmentado o un complemento de la misma.

En algunas modalidades, el método incluye ademas, obtener imagenes y/o tefiir la muestra biolégica. En
algunas modalidades, la tincién incluye la tincion con hematoxilina y eosina.

En algunas modalidades, la proteasa se pone en contacto con la muestra biolégica de aproximadamente 5
minutos a aproximadamente 15 minutos. En algunas modalidades, la proteasa se pone en contacto con la muestra
biolégica durante aproximadamente 10 minutos. En algunas modalidades, la proteasa se pone en contacto con la
muestra biolégica a una temperatura de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 45 °C. En algunas
modalidades, la proteasa se pone en contacto con la muestra biolégica a una temperatura de aproximadamente
37 °C.

En algunas modalidades, la liberacién en la etapa (d) incluye calentar la muestra bioldgica. En algunas
modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 65 °C a 85 °C.

En algunas modalidades, determinar la ubicacién del ADN en una muestra biolégica incluye ademas analizar
espacialmente todo el genoma de la muestra biol6gica.

En algunas modalidades, la muestra biolégica es una seccién de tejido. En algunas modalidades, la seccién
de tejido es una seccién de tejido fresco o congelado. En algunas modalidades, la seccién de tejido es una seccién
de tejido fija. En algunas modalidades, la seccién de tejido fijo es una seccidn de tejido fijo que se fija con formalina
embebido en parafina, una seccién de tejido fijo con acetona, una seccién de tejido fijo con paraformaldehido o
una seccién de tejido fijo con metanol.

Cuando los valores se describen en términos de intervalos, debe entenderse que la descripcién incluye la
descripcién de todos los posibles subintervalos dentro de tales intervalos, asi como también valores numéricos
especificos que caen dentro de tales intervalos independientemente de si se indica expresamente un valor
numérico especifico o un subintervalo especifico.

El término “cada uno’, cuando se usa en referencia a una recopilaciéon de articulos, pretende identificar un
articulo individual en la recopilacién, pero no necesariamente se refiere a cada articulo en la recopilacién, a menos
que se indique expresamente de cualquier otra manera, 0 a menos que el contexto del uso indique claramente de
cualquier otra manera.

Descripcion de los dibujos
Las siguientes figuras ilustran ciertas modalidades de las caracteristicas y ventajas de esta descripcién. Estas
modalidades no pretenden limitar el alcance de las reivindicaciones adjuntas de ninguna manera. Los simbolos de

referencia en los dibujos acompafiantes, los cuales ilustran una o méas modalidades ilustrativas indican elementos
similares.

La Figura 1 muestra una sonda de captura ilustrativa.
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La Figura 2 muestra un ensayo espacial ilustrativo del flujo de trabajo de la cromatina accesible a la
transposasa (spATAC).

Las Figuras 3A-B muestran A) la tincién con hematoxilina y eosina (HyE) y B) los patrones de expresién
génica de un cerebro de ratén con una seccién de tejido de xenoinjerto de glioma humano.

Las Figuras 4A-B muestran A) la tincién con HyE y B) los patrones de expresién génica de diferentes
especies en una seccién de tejido cerebral de ratén para probar la resolucién espacial del flujo de trabajo descrito
en la Figura 2.

Las Figuras 5A-B son graficos de experimentos replicados que muestran el nimero de puntos (eje y) por el
nimero de identificadores de molécula Unicos (eje x) que se identifican en cada punto. Las imagenes
correspondientes a los gréficos se muestran encima de cada grafico.

Las Figuras 6A-B son gréficos ilustrativos que indican la recuperacion de la periodicidad del nucleosoma al
practicar los métodos descritos en la presente descripcién; pb=pares de bases, FU=unidades fluorescentes.

Las Figuras 7A-H muestra dos secciones consecutivas de tejido de ratéon inmunotefiidas con un anticuerpo
SOX9 antes del flujo de trabajo de ATAC-seq espacial (Figuras 7Ay 7E). Las Figuras 7B y 7F muestran el nimero
total de fragmentos de ADN marcados que se capturan por punto. Las Figuras 7C y 7G son gréaficos que muestran
el enriquecimiento del sitio de inicio transcripcional (TSS) y la periodicidad del nucleosoma correspondiente al
practicar los métodos descritos en la presente descripcién (Figuras 7D y 7H).

La Figura 8 muestra el diagrama gendmico de las densidades de lectura de ATAC-seq en un conjunto de
datos de referencia de ratén (e13,5 parte superior) y un conjunto de datos de ATAC-seq espacial (13,5, medio)
de los embriones de ratén mostrados en las Figuras 7A 'y 7E. El enriquecimiento de la sefial de ATAC-seq espacial
y la designacién de picos (parte inferior) muestran las posiciones coincidentes para el enriquecimiento de
fragmentos.

Las Figuras 9A-B muestran un conglomerado no sesgado basado en los graficos (Figura 9A) y la asignacidn
de los conglomerados de cada punto en la seccién de tejido (Figura 9B).

Las Figuras 10A-D muestra graficos de UMAP (Figura 10A y 10C) que se colorean por la accesibilidad
relativa de dos regiones génicas encontradas que son diferencialmente accesibles entre las regiones de la seccidén
de tejido (Figura 10B y 10D).

Las Figuras 11A-F muestra el primer conglomerado de las regiones del panel basado en la expresién génica
(Figura 11A). Los conglomerados espaciales se indican con numeros. Las Figuras 11B-11F muestran la
accesibilidad de los genes marcadores para cada conglomerado en una seccién adyacente.

La Figura 12 muestra el diagrama gendémico del enriquecimiento de la sefial de ATAC-seq espacial que muestran
la accesibilidad de una de las regiones encontradas que son mas accesibles en el conglomerado del tejido 7.

Descripcidn detallada

Las metodologias y composiciones de andlisis espacial descritas en la presente descripcién pueden
proporcionar una gran cantidad de analito y/o datos de expresiéon para una variedad de analitos dentro de una
muestra biolégica con alta resolucién espacial, lo que mantiene al mismo tiempo el contexto espacial nativo. Los
métodos y composiciones de anélisis espacial pueden incluir, por ejemplo, el uso de una sonda de captura que
incluye un cédigo de barras espacial (por ejemplo, una secuencia de &cido nucleico que proporciona informacién
sobre la ubicacidn o posicién de un analito dentro de una célula o una muestra de tejido (por ejemplo, una célula
de mamifero o una muestra de tejido de mamifero) y un dominio de captura que es capaz de unirse a un analito
(por ejemplo, una proteina y/o un acido nucleico) producido por y/o presente en una célula. Los métodos y
composiciones de anélisis espacial también pueden incluir el uso de una sonda de captura que tiene un dominio
de captura que captura un agente intermedio para la deteccién indirecta de un analito. Por ejemplo, el agente
intermedio puede incluir una secuencia de acido nucleico (por ejemplo, un cédigo de barras) asociada con el agente
intermedio. Por lo tanto, la deteccién del agente intermedio es indicativa del analito en la muestra de células o
tejido.

Los aspectos no limitantes de las metodologias y composiciones de analisis espacial se describen en las
patentes de Estados Unidos nams. 10,774,374, 10,724,078, 10,480,022, 10,059,990, 10,041,949, 10,002,316,
9,879,313, 9,783,841, 9,727,810, 9,593,365, 8,951,726, 8,604,182, 7,709,198, en las publicaciones de solicitud de
patente de Estados Unidos nums.. 2020/239946, 2020/080136, 2020/0277663, 2020/024641, 2019/330617,
2019/264268, 2020/256867, 2020/224244, 2019/194709, 2019/161796, 2019/085383, 2019/055594, 2018/216161
2018/051322, 2018/0245142, 2017/241911, 2017/089811, 2017/067096, 2017/029875, 2017/0016053,
2016/108458, 2015/000854, 2013/171621, WO 2018/091676, WO 2020/176788, Rodriques y otros, Science
363(6434):1463-1467, 2019; Lee y otros, Nat Protoc. 10(3):442-458, 2015; Trejo y otros, PLoS ONE
14(2):e0212031, 2019; Chen y otros, Science 348(6233):aaab090, 2015; Gao y otros, BMC Biol. 15:50, 2017; y
Gupta y otros, Nature Biotechnol. 36:1197-1202, 2018; la Guia del usuario de los kits de reactivos de expresion
genética espacial de Visium (por ejemplo, Rev C, con fecha de junio de 2020) y/o la Guia del usuario de los kits de
reactivos de optimizacion de tejidos espaciales de Visium (por ejemplo, Rev C, con fecha de julio de 2020), ambas
disponibles en el sitio web de documentacién de soporte de 10x Genomics y puede usarse en la presente
descripcién en cualquier combinacién. El documento WO 2020/123309 describe un perfil resuelto espacialmente
que se basa en el fragmento marcaje del ADN gendémico accesible donde los extremos del transposén se hibridan
con una férula en sondas de captura con cddigo de barras espacial en una matriz. En la presente descripcién se
describen aspectos adicionales no limitantes de las metodologias y composiciones de analisis espacial.
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Alguna terminologia general que puede usarse en esta descripcion puede encontrarse en la Seccién (I)(b) del
documento WO 2020/176788 y/o en la publicaciéon de solicitud de patente de Estados Unidos num. 2020/0277663.
Tipicamente, un “cddigo de barras” es un marcador o identificador que transmite o es capaz de transmitir
informacién (por ejemplo, informacién sobre un analito en una muestra, una perla y/o una sonda de captura). Un
cédigo de barras puede ser parte de un analito o independiente de un analito. Un cédigo de barras puede unirse a
un analito. Un cédigo de barras particular puede ser Unico con relacion a otros cédigos de barras. A los efectos de
esta descripcién, un “analito” puede incluir cualquier sustancia, estructura, resto o componente biolégico a analizar.
El término “diana” puede referirse de manera similar a un analito de interés.

Los analitos pueden clasificarse en términos generales en uno de dos grupos: analitos de 4cidos nucleicos y
analitos no acidos nucleicos. Los ejemplos de analitos no &cidos nucleicos incluyen, pero sin limitarse a, lipidos,
carbohidratos, péptidos, proteinas, glicoproteinas (unidas a N o unidas a O), lipoproteinas, fosfoproteinas,
variantes especificas de proteinas fosforiladas o acetiladas, variantes de amidacién de proteinas, variantes de
hidroxilacién de proteinas, variantes de metilacién de proteinas, variantes de ubiquitinacién de proteinas, variantes
de sulfatacién de proteinas, proteinas virales (por ejemplo, capside viral, envoltura viral, cubierta viral, accesorio
viral, glicoproteinas virales, pico viral, etc.), proteinas extracelulares e intracelulares, anticuerpos y fragmentos de
unién a antigeno. En algunas modalidades, el(los) analito(s) puede(n) localizarse en ubicacién(ones) subcelular(es),
incluida(s), por ejemplo, organulos, por ejemplo, mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico,
cloroplastos, vesiculas endociticas, vesiculas exociticas, vacuolas, lisosomas, etc. En algunas modalidades, el(los)
analito(s) puede(n) ser péptidos o proteinas, incluidos sin limitacidn, anticuerpos y enzimas. Pueden encontrarse
ejemplos adicionales de analitos en la Seccién (l)(c) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de
solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663. En algunas modalidades, un analito puede detectarse
indirectamente, tal como mediante la deteccién de un agente intermedio, por ejemplo, un producto de ligazén o un
agente de captura del analito (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con oligonucleétido), tales como los descritos
en la presente descripcién.

Una “muestra bioldgica” se obtiene tipicamente del sujeto para su analisis mediante el uso de cualquiera de
una variedad de técnicas que incluyen, pero sin limitarse a, biopsia, cirugia y microscopia de captura laser (LCM),
y generalmente incluye células y/u otro material bioldgico del sujeto. En algunas modalidades, una muestra
biolbgica puede ser una seccidn de tejido. En algunas modalidades, una muestra bioldgica puede ser una muestra
biolégica fijada y/o tefiida (por ejemplo, una seccién de tejido fijada y/o tefiida). Los ejemplos no limitantes de
tinciones incluyen tinciones histolégicas (por ejemplo, hematoxilina y/o eosina) y tinciones inmunolégicas (por
ejemplo, tinciones fluorescentes). En algunas modalidades, pueden obtenerse imagenes de una muestra bioldgica
(por ejemplo, una muestra biolégica fijada y/o tefiida). Las muestras bioldgicas también se describen en la Seccién
(1)(d) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num
2020/0277663.

En algunas modalidades, una muestra biolégica se permeabiliza con uno o mas reactivos de permeabilizacién.
Por ejemplo, la permeabilizacién de una muestra biol6gica puede facilitar la captura del analito. Las condiciones y
agentes de permeabilizacidn ilustrativos se describen en la Seccién (1)(d)(ii)(13) o la Seccién de modalidades
ilustrativas del documento WO 2020/176788 y/o la publicaciéon de solicitud de patente de Estados Unidos nim
2020/0277663.

Los métodos de analisis espacial basados en matrices implican la transferencia de uno o més analitos de una
muestra biolégica a una serie de caracteristicas en un sustrato, donde cada caracteristica esta asociada con una
ubicacién espacial Unica en la matriz. El analisis subsecuente de los analitos transferidos incluye determinar la
identidad de los analitos y la ubicacion espacial de los analitos dentro de la muestra biol6gica. La ubicacién espacial
de un analito dentro de la muestra biolégica se determina basandose en la caracteristica a la que esta unido el
analito (por ejemplo, directa o indirectamente) en la matriz, y la ubicacién espacial relativa de la caracteristica
dentro de la matriz.

Una “sonda de captura” se refiere a cualquier molécula capaz de capturar (directa o indirectamente) y/o marcar
un analito (por ejemplo, un analito de interés) en una muestra biolégica. En algunas modalidades, la sonda de
captura es un acido nucleico o un polipéptido. En algunas modalidades, la sonda de captura incluye un cédigo de
barras (por ejemplo, un cédigo de barras espacial y/o un identificador molecular Unico (UMI)) y un dominio de
captura). En algunas modalidades, una sonda de captura puede incluir un dominio de escisién y/o un dominio
funcional (por ejemplo, un sitio de unién a cebador, tal como para secuenciacién de nueva generacién (NGS)). Ver,
por ejemplo, la Seccién (ll)(b) (por ejemplo, las subsecciones (i)-(vi)) del documento WO 2020/176788 y/o la
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663. La generacidén de sondas de captura
puede lograrse mediante cualquier método apropiado, que incluye los descritos en la Seccién (lI)(d)(ii) del
documento WO 2020/176788 y/o la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663.

En algunas modalidades, puede detectarse mas de un tipo de analito (por ejemplo, &cidos nucleicos y proteinas)
de una muestra biolégica (por ejemplo, simultanea o secuencialmente) mediante el uso de cualquier técnica en
formato multiple apropiada, tales como las descritas en la Seccién (V) del documento WO 2020/176788 y/o
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663.
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En algunas modalidades, la deteccién de uno o0 mas analitos (por ejemplo, analitos proteicos) puede realizarse
mediante el uso de uno o méas agentes de captura del analito. Como se usa en la presente, un “agente de captura
del analito” se refiere a un agente que interactiia con un analito (por ejemplo, un analito en una muestra biolégica)
y con una sonda de captura (por ejemplo, una sonda de captura unida a un sustrato o una caracteristica) para
identificar el analito. En algunas modalidades, el agente de captura del analito incluye: (i) un resto de unién al
analito (por ejemplo, que se une a un analito), por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo; (ii) cédigo de barras del resto de unién al analito; y (iii) una secuencia de captura del analito. Como se usa
en la presente, el término “codigo de barras del resto de unién al analito” se refiere a un cédigo de barras que esta
asociado con, o de cualquier otra manera, identifica el resto de unién al analito. Como se usa en la presente, el
término “secuencia de captura del analito” se refiere a una regién o resto configurado para hibridarse, unirse,
acoplarse o interactuar de cualquier otra manera con un dominio de captura de una sonda de captura. En algunos
casos, un codigo de barras del resto de unién al analito (o una porcién del mismo) puede eliminarse (por ejemplo,
escindirse) del agente de captura del analito. Puede encontrarse una descripcién adicional de los agentes de
captura del analito en la Seccion (Il)(b)(ix) del documento WO 2020/176788 y/o en la Seccidon (l)(b)(viii) de la
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663.

Existen al menos dos métodos para asociar un cédigo de barras espacial con una o més células vecinas, de
manera que el cédigo de barras espacial identifique la una o mas células, y/o el contenido de la una o mas células,
como asociado con una ubicacién espacial particular. Un método es promover analitos o sustitutos de analitos (por
ejemplo, agentes intermedios) fuera de una célula y hacia una matriz con cédigo de barras espacial (por ejemplo,
incluyendo sondas de captura con cédigo de barras espaciales). Otro método consiste en escindir sondas de
captura con cddigos de barras espaciales de una matriz y promover las sondas de captura con cédigos de barras
espaciales hacia y/o dentro o sobre la muestra biolégica.

En algunos casos, las sondas de captura pueden configurarse para cebar, replicar y, en consecuencia, producir
productos de extensién opcionalmente con cddigos de barra a partir de una plantilla (por ejemplo, una plantilla de
ADN o ARN, tal como un analito o un agente intermedio (por ejemplo, un producto de ligazén o un agente de
captura de analito), o una porcién del mismo), o derivados de los mismos (ver, por ejemplo, la Seccidn (I1)(b)(vii)
del documento WO 2020/176788 y/o la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663
con respecto a sondas de captura extendidas). En algunos casos, las sondas de captura pueden configurarse para
formar productos de ligazdn con una plantilla (por ejemplo, una plantilla de ADN o ARN, tal como un analito o un
agente intermedio, o una porcién del mismo), para crear de esta manera productos de ligazén que sirven como
sustitutos de una plantilla.

Como se usa en la presente, una “sonda de captura extendida” se refiere a una sonda de captura que tiene
nucleétidos adicionales afiadidos al extremo (por ejemplo, extremo 3’ 0 5’) de la sonda de captura, para extender
de esta manera la longitud total de la sonda de captura. Por ejemplo, un “extremo 3’ extendido” indica que se
afladieron nucledtidos adicionales al nucleétido méas 3’ de la sonda de captura para extender la longitud de la sonda
de captura, por ejemplo, mediante reacciones de polimerizacién usadas para extender moléculas de acido nucleico,
incluida la polimerizacién con plantilla catalizada por una polimerasa (por ejemplo, una ADN polimerasa o una
transcriptasa inversa). En algunas modalidades, extender la sonda de captura incluye afiadir a un extremo 3’ de
una sonda de captura una secuencia de acido nucleico que es complementaria a una secuencia de acido nucleico
de un analito o agente intermedio unido especificamente al dominio de captura de la sonda de captura. En algunas
modalidades, la sonda de captura se extiende mediante el uso de transcripcién inversa. En algunas modalidades,
la sonda de captura se extiende mediante el uso de una o mas ADN polimerasas. Las sondas de captura extendidas
incluyen la secuencia de la sonda de captura y la secuencia del cddigo de barras espacial de la sonda de captura.

En algunas modalidades, las sondas de captura extendidas se amplifican (por ejemplo, en solucidén a granel o
en la matriz) para producir cantidades que son suficientes para el analisis aguas abajo, por ejemplo, mediante
secuenciacién de ADN. En algunas modalidades, las sondas de captura extendidas (por ejemplo, moléculas de
ADN) actlian como plantillas para una reaccién de amplificacién (por ejemplo, una reaccién en cadena de la
polimerasa).

Variantes adicionales de métodos de anélisis espacial, que incluyen, en algunas modalidades, una etapa de
obtencién de imagenes, se describen en la Seccién (ll)(a) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacion
de solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663. Analisis de analitos capturados (y/o agentes
intermedios o porciones de los mismos), por ejemplo, incluyendo extraccién de muestras, extensiéon de sondas de
captura, secuenciacién (por ejemplo, de una sonda de captura extendida escindida y/o una molécula de ADNc
complementaria a una sonda de captura extendida), la secuenciaciéon en la matriz (por ejemplo, mediante el uso
de, por ejemplo, enfoques de hibridacién in situ o ligazén in situ), analisis temporal y/o captura de proximidad, se
describe en la Seccién (l1)(g) del documento WO 2020/176788 y/o publicacién de solicitud de patente de Estados
Unidos num 2020/0277663. Algunas mediciones de control de calidad se describen en la Seccién (ll)(h) del
documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos niim 2020/0277663.

La informacién espacial puede proporcionar informacién de importancia biolégica y/o médica. Por ejemplo, los
métodos y composiciones descritos en la presente descripcién pueden permitir: la identificacién de uno o mas
biomarcadores (por ejemplo, de diagnéstico, pronéstico y/o para la determinacién de la eficacia de un tratamiento)
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de una enfermedad o trastorno; identificacién de una diana farmacolégica candidato para el tratamiento de una
enfermedad o trastorno; identificacién (por ejemplo, diagnéstico) de un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno;
identificacién de la etapa y/o pronéstico de una enfermedad o trastorno en un sujeto; identificacién de un sujeto
que tiene una mayor posibilidad de desarrollar una enfermedad o trastorno; seguimiento de la progresién de una
enfermedad o trastorno en un sujeto; determinacién de la eficacia de un tratamiento de una enfermedad o trastorno
en un sujeto; identificacion de una subpoblacién de pacientes para la cual un tratamiento es efectivo para una
enfermedad o trastorno; modificaciéon de un tratamiento de un sujeto con una enfermedad o trastorno; seleccién
de un sujeto para la participaciéon en un ensayo clinico; y/o seleccién de un tratamiento para un sujeto con una
enfermedad o trastorno.

La informaciéon espacial puede proporcionar informaciéon de importancia bioldgica. Por ejemplo, los métodos y
composiciones descritos en la presente descripcién pueden permitir: identificacion de perfiles de expresion del
transcriptoma y/o proteoma (por ejemplo, en tejido sano y/o enfermo); identificacién de multiples tipos de analitos
muy cercanos (por ejemplo, andlisis del vecino més cercano); determinacion de genes y/o proteinas regulados
positivamente y/o negativamente en tejido enfermo; caracterizaciéon de microambientes tumorales; caracterizacién
de respuestas inmunitarias tumorales; caracterizacién de tipos celulares y su colocalizacién en tejido; e
identificacién de variantes genéticas dentro de los tejidos (por ejemplo, basadas en los perfiles de expresiéon de
genes y/o proteinas asociados con biomarcadores de enfermedades o trastornos especificos).

Tipicamente, para los métodos basados en matrices espaciales, un sustrato funciona como soporte para la
unién directa o indirecta de sondas de captura a caracteristicas de la matriz. Un “elemento” es una entidad que
actla como soporte o depésito para varias entidades moleculares usadas en el anélisis espacial. En algunas
modalidades, algunas o todas las caracteristicas de una matriz estan funcionalizadas para la captura del analito.
Se describen sustratos ilustrativos en la Seccién (I1)(c) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de
solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663. Pueden encontrarse caracteristicas y atributos
geométricos ilustrativos de una matriz en las Secciones (II)(d)(i), (IN(d)(iii) y (I)(d)(iv) del documento WO
2020/176788 y/ o publicacidén de solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663.

Generalmente, los analitos y/o agentes intermedios (o porciones de los mismos) pueden capturarse cuando se
pone en contacto una muestra bioldgica con un sustrato que incluye sondas de captura (por ejemplo, un sustrato
con sondas de captura incrustadas, manchadas, impresas, fabricadas sobre el sustrato, o un sustrato con
elementos (por ejemplo, perlas, pocillos) que comprende sondas de captura). Como se usa en la presente
descripcién, “contacto”, “contactado” y/o “que entra en contacto”, una muestra biolégica con un sustrato se refiere
a cualquier contacto (por ejemplo, directo o indirecto) de manera que las sondas de captura pueden interactuar
(por ejemplo, unirse covalente o no covalentemente (por ejemplo, hibridar)) con analitos de la muestra biolégica.
La captura puede lograrse activamente (por ejemplo, mediante el uso de electroforesis) o pasivamente (por ejemplo,
mediante el uso de difusion). La captura de analitos se describe con més detalle en la Seccién (l1)(e) del documento
WO 2020/176788 y/o en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663.

En algunos casos, el andlisis espacial puede realizarse mediante la unién y/o introduccién de una molécula
(por ejemplo, un péptido, un lipido 0 una molécula de acido nucleico) que tiene un cédigo de barras (por ejemplo,
un cédigo de barras espacial) a una muestra bioldgica (por ejemplo, a una célula en una muestra biolégica). En
algunas modalidades, una pluralidad de moléculas (por ejemplo, una pluralidad de moléculas de acido nucleico)
que tienen una pluralidad de cédigos de barras (por ejemplo, una pluralidad de c6digos de barras espaciales) se
introducen en una muestra biolégica (por ejemplo, en una pluralidad de células en una muestra bioldgica) para su
uso en analisis espacial. En algunas modalidades, después de unir y/o introducir una molécula que tiene un cédigo
de barras a una muestra biolégica, la muestra biolégica puede separarse fisicamente (por ejemplo, disociarse) en
células individuales o grupos de células para su andlisis. Algunos de estos métodos de analisis espacial se
describen en la Seccién (Ill) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de solicitud de patente de
Estados Unidos num 2020/0277663.

En algunos casos, el anélisis espacial puede realizarse mediante la deteccién de multiples oligonucleétidos que
se hibridan con un analito. En algunos casos, por ejemplo, el analisis espacial puede realizarse mediante el uso
de ligazén con plantilla de ARN (RTL). Los métodos de RTL se han descrito anteriormente. Ver, por ejemplo, Credle
y otros, Nucleic Acids Res. 21 de agosto de 2017;45(14):e128. Tipicamente, RTL incluye la hibridacién de dos
oligonucleétidos con secuencias adyacentes en un analito (por ejemplo, una molécula de ARN, tal como una
molécula de ARNm). En algunos casos, los oligonucleétidos son moléculas de ADN. En algunos casos, uno de los
oligonucleétidos incluye al menos dos bases de &cido ribonucleico en el extremo 3’ y/o el otro oligonucleétido
incluye un nucleétido fosforilado en el extremo 5. En algunos casos, uno de los dos oligonucleétidos incluye un
dominio de captura (por ejemplo, una secuencia poli(A), una secuencia no homopolimérica). Después de la
hibridacién con el analito, una ligasa (por ejemplo, la ligasa SplintR) liga los dos oligonucledtidos juntos, creando
un producto de ligazén. En algunos casos, los dos oligonucleétidos se hibridan con secuencias que no son
adyacentes entre si. Por ejemplo, la hibridacién de los dos oligonucleétidos crea un espacio entre los
oligonucledétidos hibridados. En algunos casos, una polimerasa (por ejemplo, una ADN polimerasa) puede extender
uno de los oligonucledétidos antes de la ligazén. Después de la ligazén, el producto de ligazén se libera del analito.
En algunos casos, el producto de ligazén se libera mediante el uso de una endonucleasa (por ejemplo, ARNasa
H). El producto de ligazén liberado puede capturarse a continuacién mediante sondas de captura (por ejemplo, en
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lugar de la captura directa de un analito) en una matriz, opcionalmente amplificarse y secuenciarse, para determinar
de esta manera la ubicacién y opcionalmente la abundancia del analito en la muestra biolégica.

Durante el analisis de informacién espacial, se obtiene informacién de secuencia para un cédigo de barras
espacial asociado con un analito, y la informacién de secuencia puede usarse para proporcionar informacién sobre
la distribucién espacial del analito en la muestra biolégica. Pueden usarse varios métodos para obtener la
informacién espacial. En algunas modalidades, sondas de captura especificas y los analitos que capturan se
asocian con ubicaciones especificas en una serie de caracteristicas en un sustrato. Por ejemplo, pueden asociarse
cédigos de barras espaciales especificos con ubicaciones de matriz especificas antes de la fabricacién de la matriz,
y las secuencias de los cédigos de barras espaciales pueden almacenarse (por ejemplo, en una base de datos)
junto con informacién de ubicacién de matriz especifica, de modo que cada cddigo de barras espacial se asigne
de forma Unica a una ubicacion particular de la matriz.

Alternativamente, pueden depositarse co6digos de barras espaciales especificos en ubicaciones
predeterminadas en una serie de caracteristicas durante la fabricacién, de manera que en cada ubicacién, solo
esté presente un tipo de codigo de barras espacial, de modo que los cédigos de barras espaciales estén asociados
de forma Unica con una Unica caracteristica de la matriz. Cuando sea necesario, las matrices pueden decodificarse
mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la presente descripcién de modo que los cédigos de
barras espaciales se asocien de forma Unica con las ubicaciones de los elementos de la matriz, y este mapeo
puede almacenarse como se describi6é anteriormente.

Cuando se obtiene informacién de secuencia para sondas y/o analitos de captura durante el analisis de
informacién espacial, las ubicaciones de las sondas y/o analitos de captura pueden determinarse haciendo
referencia a la informacién almacenada que asocia de forma Unica cada cddigo de barras espacial con una
ubicacién caracteristica de matriz. De esta manera, las sondas de captura especificas y los analitos capturados se
asocian con ubicaciones especificas en la matriz de elementos. Cada ubicacién de elemento de matriz representa
una posicién con relacién a un punto de referencia de coordenadas (por ejemplo, una ubicacién de matriz, un
marcador fiducial) para la matriz. En consecuencia, cada ubicacién de caracteristica tiene una “direcciéon” o
ubicacién en el espacio de coordenadas de la matriz.

Algunos flujos de trabajo de analisis espacial ilustrativos se describen en la seccién modalidades ilustrativas
del documento WO 2020/176788 y/o la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num 2020/0277663.
Ver, por ejemplo, la modalidad ilustrativa que comienza con “En algunos ejemplos no limitantes de los flujos de
trabajo descritos en la presente descripcion, la muestra puede sumergirse...” del documento WO 2020/176788 y/o
la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663. Ver también, por ejemplo, la Guia
del usuario de los kits de reactivos de expresién genética espacial de Visium (por ejemplo, Rev C, con fecha de
junio de 2020) y/o la Guia del usuario de los kits de reactivos de optimizacion de tejidos espaciales de Visium (por
ejemplo, Rev C, con fecha de julio de 2020).

En algunas modalidades, el anélisis espacial puede realizarse mediante el uso de hardware y/o software
dedicado, tal como cualquiera de los sistemas descritos en las Secciones (ll)(e)(ii) y/o (V) de los documentos WO
2020/176788 y/o publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663, o cualquiera de uno
0 mas de los dispositivos 0 métodos descritos en las Secciones Control Slide for Imaging, Methods of Using Control
Slides and Substrates for, Systems of Using Control Slides and Substrates for Imaging, y/lo Sample and Array
Alignment Devices and Methods, Informational labels del documento WO 2020/123320.

Los sistemas adecuados para realizar anélisis espacial pueden incluir componentes tales como una camara
(por ejemplo, una celda de flujo o una camara hermética de fluido) para contener una muestra bioldgica. La muestra
biolégica puede montarse, por ejemplo, en un soporte para muestras biolégicas. Pueden conectarse una o mas
camaras de fluido a la cdmara y/o al portamuestras a través de conductos de fluido, y los fluidos se pueden
suministrar a la camara y/o al portamuestras a través de bombas fluidicas, fuentes de vacio u otros dispositivos
acoplados a los conductos de fluido que crean un gradiente de presién para impulsar el flujo de fluido. También
pueden conectarse una o mas valvulas a conductos de fluido para regular el flujo de reactivos desde los depésitos
hasta la cdmara y/o el portamuestras.

Los sistemas pueden incluir opcionalmente una unidad de control que incluye uno o mas procesadores
electrdnicos, una interfaz de entrada, una interfaz de salida (tal como una pantalla) y una unidad de
almacenamiento (por ejemplo, un medio de almacenamiento de estado sélido tal como, pero sin limitarse a, un
medio de almacenamiento magnético, éptico u otro de estado sdélido, persistente, grabable y/o regrabable).
Opcionalmente, la unidad de control puede conectarse a uno o mas dispositivos remotos a través de unared. La
unidad de control (y sus componentes) generalmente puede realizar cualquiera de las etapas y funciones descritos
en la presente descripcién. Cuando el sistema esta conectado a un dispositivo remoto, el dispositivo (o dispositivos)
remoto(s) puede(n) realizar cualquiera de las etapas o caracteristicas descritas en la presente descripcidén. Los
sistemas pueden incluir opcionalmente uno o mas detectores (por ejemplo, CCD, CMOS) usados para capturar
imagenes. Los sistemas también pueden incluir opcionalmente una o mas fuentes de luz (por ejemplo, basadas en
LED, basadas en diodos, laseres) para iluminar una muestra, un sustrato con elementos, analitos de una muestra
biolégica capturada en un sustrato y diversos medios de control y calibracién.
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Los sistemas pueden incluir opcionalmente instrucciones de software codificadas y/o implementadas en uno o
méas medios de almacenamiento tangibles y componentes de hardware tales como circuitos integrados de
aplicaciones especificas. Las instrucciones de software, cuando son ejecutadas por una unidad de control (y en
particular, un procesador electrdnico) o un circuito integrado, pueden hacer que la unidad de control, circuito
integrado u otro componente que ejecuta las instrucciones de software realice cualquiera de las etapas o funciones
del método descritos en la presente descripcion.

En algunos casos, los sistemas descritos en la presente descripciéon pueden detectar (por ejemplo, registrar
una imagen) la muestra biolégica en la matriz. Los métodos ilustrativos para detectar la muestra biol6gica en una
matriz se describen en la solicitud PCT nim. 2020/061064 y/o en la solicitud de patente de los Estados Unidos con
nlimero de serie 16/951,854.

Antes de transferir los analitos desde la muestra biolégica a la matriz de caracteristicas en el sustrato, la
muestra bioldgica puede alinearse con la matriz. La alineacién de una muestra bioldgica y una matriz de
caracteristicas que incluyen sondas de captura puede facilitar el analisis espacial, que puede usarse para detectar
diferencias en la presencia y/o el nivel de analito dentro de diferentes posiciones en la muestra biolégica, por
ejemplo, para generar un mapa tridimensional de la presencia y/o el nivel de analito. Los métodos ilustrativos para
generar un mapa bidimensional y/o tridimensional de la presencia y/o el nivel de analito se describen en la solicitud
PCT num. 2020/053655 y los métodos de analisis espacial se describen generalmente en el documento WO
2020/061108 y/o en la solicitud de patente de los Estados Unidos con nimero de serie 16/951,864.

En algunos casos, un mapa de presencia y/o el nivel de analito puede alinearse con una imagen de una muestra
biolégica mediante el uso de uno 0 mas marcadores fiduciales, por ejemplo, objetos que se colocan en el campo
de visidén de un sistema de obtencién de imagenes que aparecen en la imagen producida, como se describe en la
seccidn Substrate Attributes, la seccién Control Slide for Imaging del documento WO 2020/123320, solicitud PCT
nam. 2020/061066 y/o en la solicitud de patente de los Estados Unidos con nimero de serie 16/951,843. Los
marcadores fiduciales pueden usarse como punto de referencia o escala de medicién para la alineacién (por
ejemplo, para alinear una muestra y una matriz, para alinear dos sustratos, para determinar la ubicacién de una
muestra o matriz en un sustrato con relacién a un marcador fiducial) y/o para mediciones cuantitativas de tamafios
y/o distancias.

Ensayo espacial para la cromatina accesible a transposasas

El cuerpo humano incluye una gran coleccién de diversos tipos de células, cada una de las cuales proporciona
una funcién especializada y especifica del contexto. Comprender la estructura de la cromatina de una célula puede
revelar informacién sobre la funcién de la célula. La cromatina abierta, o la cromatina accesible, o el ADN genémico
accesible, a menudo es indicativo de secuencias transcripcionalmente activas, por ejemplo, genes, en una célula
particular. Comprender mejor las regiones transcripcionalmente activas dentro de la cromatina permitira la
identificacién de cuales genes contribuyen a la funcién y/o fenotipo de una célula.

Se han desarrollado métodos para estudiar epigenomas, por ejemplo, ensayos de accesibilidad a la cromatina
(ATAC-seq) o identificar proteinas asociadas con la cromatina, por ejemplo, (ChiP-seq). Estos ensayos ayudan a
identificar, por ejemplo, los reguladores (por ejemplo, los reguladores cis y/o reguladores trans) que contribuyen a
fenotipos celulares dindmicos. Aunque ATAC-seq y ChIP-seq son inestimables para definir la variabilidad
epigenética dentro de una poblacidn celular, las aplicaciones convencionales de estos métodos se limitan en su
capacidad de resolver espacialmente las estructuras tridimensionales y los genes asociados que promueven la
variacién celular.

Por lo tanto, la presente descripcién se refiere generalmente al marcaje y analisis espacial de los acidos
nucleicos. En algunas modalidades, se proporcionan en la presente descripcién métodos que utilizan una enzima
transposasa para acoplarse y fragmentar, por ejemplo, el ADN gendémico accesible (por ejemplo, la cromatina
abierta) y permitir la captura simultdnea del ADN y ARN a partir de una muestra biolégica, de esta manera se
revelan conocimientos epigendémicos con respecto a las caracteristicas estructurales que contribuyen a la
regulacién celular.

En la presente descripciéon se proporcionan métodos para determinar la accesibilidad al ADN genémico que
incluyen (a) una muestra bioldgica en una matriz que comprende una pluralidad de sondas de captura, donde una
sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura comprende: (i) un cédigo de barras espacial y (ii) un
dominio de captura; (b) poner en contacto una pluralidad de oligonucleétidos de férula con la muestra biolégica, en
donde un oligonucledtido de férula se une al dominio de captura; (¢) poner en contacto un transposoma con la
muestra biolégica para insertar secuencias de extremos del transposén en el ADN gendémico accesible, de esta
manera se genera ADN gendmico fragmentado; (d) hibridar el ADN genémico fragmentado con el oligonucleétido
de férula y ligar las secuencias de extremos del transposdn del ADN genémico fragmentado a la sonda de captura,
de esta manera se generan secuencias de extremos del transposén ligadas; (e) liberar una 0 mas secuencias de
extremos del transposén no ligadas de las secuencias de extremos del transposén ligadas; (f) determinar (i) la
totalidad o una porcién de una secuencia del cédigo de barras espacial o un complemento de la misma, y (ii) la
totalidad o una porcién de una secuencia del ADN genémico fragmentado, o un complemento de la misma, y usar
las secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la accesibilidad al ADN gendmico en la muestra biolégica.
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En algunas modalidades, las etapas (d) y (e) se realizan secuencialmente. En algunas modalidades, las etapas
(d) y (e) se realizan simultdneamente. Por ejemplo, algunos fragmentos de ADN marcados pueden capturarse con
secuencias de extremos del transposén no ligadas aln hibridadas. En tales ejemplos, las secuencias de extremos
del transposén no ligadas se liberan después de la captura del ADN marcado. En algunas modalidades, las
secuencias de extremos del transposén no ligadas se liberan antes de la captura por el dominio de captura.

También se proporcionan en la presente descripcién métodos para determinar la accesibilidad al ADN genémico
que incluyen (a) una muestra bioldgica en una matriz que comprende una pluralidad de sondas de captura, en
donde una sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura comprende: (i) un cédigo de barras espacial y
(i) un dominio de captura; (b) poner en contacto un transposoma con la muestra biolégica para insertar secuencias
de extremos deltransposén en el ADN gendmico accesible, de esta manera se genera ADN gendmico fragmentado;
(c) hibridar las secuencias de extremos del transposén del ADN genémico fragmentado al dominio de captura de
la sonda de captura; (d) liberar una 0 més secuencias de extremos del transposédn no ligadas al dominio de captura;
(e) determinar (i) la totalidad o una porcién de una secuencia del cédigo de barras espacial 0 un complemento de
esta, y (ii) la totalidad o una porcién de una secuencia del ADN genémico fragmentado, o un complemento de la
misma, y usar las secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la accesibilidad al ADN gen6émico en la
muestra biolégica.

En algunas modalidades, las etapas (c) y (d) se realizan secuencialmente. En algunas modalidades, las etapas
(c) y (d) se realizan simultaneamente. Por ejemplo, algunos fragmentos del ADN marcado pueden capturarse con
una o mas secuencias de extremos del transposén aln hibridadas. En tales ejemplos, una o més secuencias de
extremos del transposén se liberan después de la captura del ADN marcado. En algunas modalidades, una o méas
secuencias de extremos del transposén se liberan antes de la captura por el dominio de captura.

En algunas modalidades, se proporcionan en la presente descripcion métodos para el anélisis espacial de los
acidos nucleicos (por ejemplo, el ADN genémico, ARNm) en una muestra bioldgica. En algunas modalidades, se
proporciona una matriz, en donde la matriz comprende una pluralidad de sondas de captura. En algunas
modalidades, las sondas de captura pueden unirse directamente al sustrato (por ejemplo, una matriz que
comprende un sustrato que comprende una pluralidad de sondas de captura). En algunas modalidades, las sondas
de captura pueden unirse indirectamente al sustrato. Por ejemplo, las sondas de captura pueden unirse a
elementos en el sustrato. En algunas modalidades, un elemento es una perla. En algunas modalidades, las sondas
de captura comprenden un cédigo de barras espacial y un dominio de captura. En algunas modalidades, la sonda
de captura puede ser parcialmente de doble hebra. En algunas modalidades, la sonda de captura puede unirse a
un oligonucledtido complementario. En algunas modalidades, el oligonucledtido complementario (por ejemplo, un
oligonucleétido de férula) puede tener una porcién de una sola hebra. En algunas modalidades, la porcidén de una
sola hebra puede hibridarse con el ADN fragmentado (por ejemplo, el marcado). En algunas modalidades, una
muestra bioldgica se trata bajo condiciones suficientes para producir en las células de la muestra biolégica acidos
nucleicos (por ejemplo, ADN gendmico) accesibles para la insercién del transposdn (por ejemplo, para marcar los
fragmentos de ADN con extremos del transposdn). En algunas modalidades, una secuencia de extremo del
transposdn y una enzima transposasa (colectivamente, un transposoma) se proporcionan a la muestra bioldgica
de manera que la secuencia de extremo del transposén pueda insertarse en el ADN gendmico accesible de las
células presentes en la muestra bioldgica. En algunas modalidades, la enzima transposasa de los fragmentos
complejos del transposoma, el ADN gendmico y los extremos del transposén, se unen a los extremos de los
fragmentos del ADN gendmico (por ejemplo, el “marcado”).

En algunas modalidades, la muestra biol6gica que comprende acidos nucleicos (por ejemplo, ADN gendmico,
ARNmM) se pone en contacto con el sustrato de manera que una sonda de captura puede interactuar con el ADN
gendmico fragmentado y marcado (por ejemplo, el marcado). En algunas modalidades, la muestra bioldgica que
comprende acidos nucleicos (por ejemplo, ADN gendmico, ARNm) se pone en contacto con el sustrato de manera
que la sonda de captura puede interactuar tanto con el ADN genémico marcado como con el ARNm presente en
la muestra bioldgica (por ejemplo, una primera sonda de captura puede unirse al ADN gendmico marcado, una
segunda sonda de captura puede unirse al ARNm).

En algunas modalidades, la ubicacién de la sonda de captura en el sustrato puede correlacionarse con una
ubicacién en la muestra biol6gica, de esta manera se determina espacialmente la ubicacién del ADN genémico
marcado en la muestra bioldgica. En algunas modalidades, la ubicaciéon de la sonda de captura en el sustrato
puede correlacionarse con una ubicacidén en la muestra biolégica, de esta manera se determina espacialmente la
ubicacién del ADN gendémico marcado y el ARNm en la muestra biolégica.

ATAC-seq espacial

En algunas modalidades, de cualquiera de los métodos de anélisis espacial descritos en la presente descripcién,
se usa ATAC-seq para generar mapas de accesibilidad a la cromatina de todo el genoma. Estos mapas de
accesibilidad a todo el genoma pueden integrarse con datos adicionales del perfil de todo el genoma (por ejemplo,
una RNA-seq, ChlP-seq, Metil-seq) para producir mapas de interacciéon reguladora de genes que facilitan la
comprensién de la regulacién transcripcional. Por ejemplo, la interrogante de los mapas de accesibilidad a todo el
genoma puede revelar los factores de transcripciéon subyacentes y los motivos de los factores de transcripcion
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responsables de la accesibilidad a la cromatina en una ubicacién genémica dada. La correlacién de los cambios
en la accesibilidad a la cromatina con los cambios en la expresién génica (RNA-seq), los cambios en la unién del
factor de transcripcién (por ejemplo, ChiP-seq) y/o los cambios en los niveles de metilacién del ADN (por ejemplo,
Metil-seq) pueden identificar la regulacion de la transcripcién que impulsa estos cambios. En los estados de
enfermedad, a menudo existe un desequilibrio en la regulacién transcripcional. Por lo tanto, analizar tanto la
accesibilidad a la cromatina como, por ejemplo, la expresién génica mediante el uso de métodos de anélisis
espacial permite la identificacién de los desequilibrios subyacentes en la regulacién transcripcional y
potencialmente las causas de los mismos.

En algunas modalidades, donde la determinacidén espacial de la ubicacién de los analitos incluye un anélisis
concurrente de diferentes tipos de analitos de una célula Unica o una subpoblacién de células dentro de una
muestra biolégica (por ejemplo, una seccién de tejido), puede integrarse una capa adicional de informacién espacial
en los mapas de interacciéon reguladores del genoma. En algunas modalidades, la determinacién espacial de
analitos puede realizarse en genomas completos. En algunas modalidades, el perfil espacial puede hacerse en
una muestra bioldgica fijada.

En algunas modalidades, los mapas de accesibilidad de la cromatina a todo el genoma generados por ATAC-
seq espacial pueden usarse para la identificacién del tipo de célula. Por ejemplo, la clasificacién tradicional del tipo
de célula se basa en los niveles de expresién de ARNm, pero la accesibilidad a la cromatina puede ser més eficiente
en capturar la identidad celular. Ademés, en algunas modalidades, las correlaciones entre regiones
transcripcionalmente activas (por ejemplo, la cromatina abierta, accesible) con perfiles de expresién (por ejemplo,
los perfiles de expresion de ARNm) pueden determinarse de manera espacial.

Permeabilizacidén de la muestra biolégica

La presente descripcidn describe generalmente métodos para marcar el ADN gendmico para generar fragmentos
de ADN en una muestra biolégica. En algunos ejemplos, puede emplearse una “prepermeabilizacién” quimica o
enzimatica de las muestras bioldgicas inmovilizadas sobre un sustrato para permitir que el ADN en la muestra
biolégica sea accesible a una enzima transposasa (por ejemplo, en un complejo transposoma). En algunas
modalidades, la permeabilizacién de la muestra biolégica puede ser un proceso de dos etapas (por ejemplo,
tratamiento de prepermeabilizacién, seguido de un tratamiento de permeabilizacién). En algunas modalidades, la
permeabilizacién de la muestra biolégica puede ser un proceso de una etapa (por ejemplo, un Unico tratamiento
de permeabilizacién es suficiente para permeabilizar las membranas celulares y nucleares en la muestra biolégica).

En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede incluir una condicién enzimatica o quimica. En algunas
modalidades, la prepermeabilizacién puede realizarse con una enzima (por ejemplo, una proteasa). En algunas
modalidades, de manera no limitante, la proteasa puede incluir una tripsina, pepsina, dispasa, papaina o
colagenasa. En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede incluir un tratamiento enzimético con una
pepsina. En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede incluir pepsina en 0,5 M de é&cido acético. En
algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede incluir una pepsina en un tampén de Exonucleasa-1. En
algunas modalidades, el pH del tampén puede ser acido. En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede
incluir un tratamiento enzimatico con una colagenasa. En algunas modalidades, la prepermeabilizaciéon puede
incluir una colagenasa en un tampén HBSS. En algunas modalidades, el tampén HBSS puede incluir una albumina
sérica bovina (BSA). En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede durar aproximadamente de 1 minuto
a aproximadamente 20 minutos. En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede durar aproximadamente
de 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18 o aproximadamente 19 minutos. En algunas modalidades, la prepermeabilizacién puede
durar aproximadamente de 10 minutos a aproximadamente una hora. Por ejemplo, en algunas modalidades, la
prepermeabilizacion puede durar aproximadamente de 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40 o
aproximadamente 50 minutos.

En algunas modalidades, la permeabilizacién de la muestra biolégica comprende un tratamiento enzimatico.
En algunas modalidades, el tratamiento enzimatico puede ser una enzima pepsina, o un tratamiento enzimatico
similar a la pepsina. En algunas modalidades, el tratamiento enzimatico puede ser un tratamiento con una proteasa.
En algunas modalidades, el tratamiento enzimatico puede realizarse en presencia de reactivos. En algunas
modalidades, el tratamiento enzimatico (por ejemplo, la prepermeabilizacién) puede incluir poner en contacto la
muestra biolégica con una solucién acida que incluye una enzima proteasa. En algunas modalidades, el reactivo
puede ser HCI. En algunas modalidades, el reactivo puede ser acido acético. En algunas modalidades, la
concentracién de HCI puede ser de aproximadamente 100 mM. En algunas modalidades, aproximadamente 100
mM de HCI puede tener un pH de alrededor de, o aproximadamente 1,0. En algunas modalidades, un reactivo
adicional puede ser 0,5 M de acido acético, que tiene un pH de alrededor de, o aproximadamente 2,5. Se observa
que el tratamiento enzimatico de la muestra biolégica puede tener diferentes efectos sobre el fragmento marcaje.
Por ejemplo, el tratamiento enzimético con pepsina y 100 mM de HCI puede resultar en el fragmento marcaje de
la cromatina independientemente de la accesibilidad a la cromatina. En algunas modalidades, el tratamiento
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enzimatico con pepsina y 0,5 M de acido acético puede resultar en el fragmento marcaje de la cromatina que puede
retener un patrén nucleosomal indicativo de la accesibilidad a la cromatina.

En algunas modalidades, el tratamiento enzimético puede comprender poner en contacto la muestra biolégica
con una mezcla de reaccion (por ejemplo, una solucién) que comprende una proteasa de aspartil (por ejemplo,
pepsina) en un tampdn é&cido, por ejemplo, un tampén con un pH de aproximadamente 4,0 o0 menos, tal como de
aproximadamente 3,0 o menos, por ejemplo, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0, o de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,5. En algunas modalidades, la proteasa de aspartil es una enzima
pepsina, una enzima similar a la pepsina o un equivalente funcional de esta. Por lo tanto, cualquier enzima o
combinacion de enzimas en el nimero de comisiéon enzimética 3.4.23.1.

En algunas modalidades, el tratamiento enzimatico (por ejemplo, la prepermeabilizacién) puede realizarse
mediante el uso de una colagenasa. En algunas modalidades, el tratamiento enzimético con colagenasa puede
proporcionar acceso al ADN gendmico para la transposasa mientras se preserva la integridad nuclear. En algunas
modalidades, la prepermeabilizacion (por ejemplo, el tratamiento enzimético) con colagenasa produce patrones
nucleosomales generalmente asociados con la accesibilidad a la cromatina. Las colagenasas pueden aislarse a
partir de Clostridium histolyticum. En algunas modalidades, el tratamiento enzimatico con una endopeptidasa de
zinc (por ejemplo, una colagenasa) con reactivos y bajo condiciones adecuadas para la actividad proteolitica
comprende una solucién tamponada con un pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0 (por ejemplo, de
aproximadamente 7,4). Las colagenasas son endopeptidasas de zinc y pueden inhibirse mediante EDTA o EGTA,
o ambos. Por lo tanto, en algunas modalidades, la muestra biolégica puede ponerse en contacto con una
endopeptidasa de zinc (por ejemplo, una colagenasa) en ausencia de un quelante de cationes divalentes (por
ejemplo, EDTA, EGTA). En algunas modalidades, puede ser util detener la endopeptidasa de zinc (por ejemplo,
una colagenasa) y la etapa de permeabilizacién puede detenerse (por ejemplo, inhibirse) al poner en contacto la
muestra bioldgica con un quelante de cationes divalentes (por ejemplo, EDTA, EGTA).

En algunas modalidades, la endopeptidasa de zinc es una enzima colagenasa, una enzima similar a la
colagenasa o un equivalente funcional de esta. En tales modalidades, cualquier enzima o combinacién de enzimas
en el nimero de comisién enzimética 3.4.23.3 puede usarse de acuerdo con los materiales y métodos descritos
en la presente descripcién. En algunas modalidades, la colagenasa es una o mas colagenasas del siguiente grupo
(nimeros de acceso de  UniProtKB/Swiss-Prot):  P43153/COLA_CLOPE; P43154/COLA_VIBAL;
Q9KRJO/COLA_VIBCH,; Q56696/COLA_VIBPA, Q8D4Y9/COLA_VIBVU; Q9X721/COLG_HATHI;
Q46085/COLH_HATHI; Q899Y1/COLT_CLOTE URSTH y variantes funcionales y derivados de estas (descritas en
la presente descripcidn), o una de sus combinaciones.

Los métodos para permeabilizar muestras biolégicas se conocen bien en la técnica. Se conocera por un experto
en la técnica que diferentes fuentes de muestras biolégicas pueden tratarse con diferentes reactivos (por ejemplo,
proteasas, ARNasas, detergentes, tampones) y bajo diferentes condiciones (por ejemplo, presién, temperatura,
concentracién, pH, tiempo). En algunas modalidades, la permeabilizacién de la muestra bioldgica puede
comprender reactivos y condiciones para interrumpir suficientemente la membrana celular de la muestra biolégica
para capturar los &cidos nucleicos (por ejemplo, el ARNm). En algunas modalidades, la permeabilizacién de la
muestra biolégica puede comprender reactivos y condiciones para interrumpir suficientemente la membrana
nuclear de la muestra biologica para capturar los acidos nucleicos (por ejemplo, el ADN genémico). En algunas
modalidades, pueden usarse proteasas disponibles comercialmente aisladas a partir de su origen nativo (por
ejemplo, de fuente animal, microbiana). En algunas modalidades, pueden usarse proteasas producidas de manera
recombinante (por ejemplo, de un sistema de expresion bacteriana, sistema de expresidén viral). En algunas
modalidades, prepermeabilizar y permeabilizar una muestra bioldgica puede ser un proceso de una etapa (por
ejemplo, un tratamiento enzimético). En algunas modalidades, prepermeabilizar y permeabilizar una muestra
biolégica puede ser un proceso de dos etapas (por ejemplo, tratamiento enzimatico, seguido de un tratamiento
quimico o detergente).

En algunas modalidades, las condiciones de permeabilizacién quimica comprenden poner en contacto la
muestra biolégica con una solucién alcalina, por ejemplo, una solucién tamponada con un pH de aproximadamente
8,0 a aproximadamente 11,0, tal como de aproximadamente 8,5 a aproximadamente 10,5 o de aproximadamente
9,0 a aproximadamente 10,0, por ejemplo de aproximadamente 9,5. En algunas modalidades, el tampdn es un
tampén de glicina-KOH. Otros tampones se conocen en la técnica.

En algunas modalidades, una muestra biol6gica puede tratarse con un detergente después de un tratamiento
enzimatico (por ejemplo, una permeabilizacién después de una etapa de prepermeabilizacién). Los detergentes se
conocen en la técnica. Puede usarse cualquier detergente adecuado, que incluye, de manera no limitante NP-40
o equivalente, Digitonina, Tween-20, IGEPAL-40 o equivalente, Saponina, SDS, Pitsop2, Triton X-100 o sus
combinaciones. En algunas modalidades, una muestra bioldgica puede tratarse con otros productos quimicos que
se conocen por permeabilizar las membranas celulares. Como se ejemplifica adicionalmente en los ejemplos més
abajo, los detergentes descritos en la presente descripcién pueden usarse a una concentracién de entre
aproximadamente 0,001 % (v/v) a aproximadamente 5 % (v/v). En algunas modalidades, los detergentes descritos
en la presente descripcibn pueden usarse a una concentracibn de aproximadamente 0,01 % (v/v),
aproximadamente 0,02 % (v/v), aproximadamente 0,03 % (v/v), aproximadamente 0,04 % (v/v), aproximadamente
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0,05 % (viv), aproximadamente 0,06 % (v/v), aproximadamente 0,07 % (v/v), aproximadamente 0,08 % o
aproximadamente 0,09 %. En algunas modalidades, los detergentes descritos en la presente descripcién pueden
usarse a una concentracién de aproximadamente 0,1 % (v/v), aproximadamente 0,2 % (v/v), aproximadamente
0,3 % (vlv), aproximadamente 0,4 % (v/v), aproximadamente 0,5 % (v/v), aproximadamente 0,6 % (v/v),
aproximadamente 0,7 % (v/v), aproximadamente 0,8 % (v/v), aproximadamente 0,9 % (v/v), aproximadamente 1,0 %
(v/v), o aproximadamente 1,1 % a aproximadamente 10 % (v/v) o mas. En algunas modalidades, los detergentes
descritos en la presente descripcién pueden usarse a una concentracién de aproximadamente 2 % (v/v),
aproximadamente 3 % (v/v), aproximadamente 4 % (v/v), aproximadamente 5 % (v/v), aproximadamente 6 % (v/v),
aproximadamente 7 % (v/v), aproximadamente 8 % (v/v), o aproximadamente 9 % (v/v), o aproximadamente 10 %
(VIV).

Se describen métodos adicionales para la permeabilizacién de las muestras, por ejemplo, en Jamur y otros,
Method Mol. Biol. 588:63-66, 2010. Generalmente puede usarse cualquier método adecuado para la
permeabilizacién de muestras biolégicas en relacién con las muestras biol6gicas descritas en la presente
descripcién.

Pueden tratarse diferentes fuentes de muestras biolégicas con diferentes reactivos (por ejemplo, proteasas,
ARNasas, detergentes, tampones) y bajo diferentes condiciones adecuadas (por ejemplo, presién, temperatura,
concentracién, pH, tiempo) para lograr suficiente prepermeabilizacién y permeabilizacién para capturar los écidos
nucleicos (por ejemplo, el ADN genémico, ARNm).

En algunas modalidades, la mezcla de reaccién (por ejemplo, una solucidén) que incluye las proteasas descritas
en la presente descripcién puede contener otros reactivos (por ejemplo, tampén, sal, etc.) suficientes para asegurar
que las proteasas sean funcionales. Por ejemplo, la mezcla de reaccién puede incluir ademas una proteina
albumina (por ejemplo, BSA). En algunas modalidades, la mezcla de reaccidén (por ejemplo, una solucién) que
incluye la enzima colagenasa (o una variante funcional o derivado de esta) incluye una proteina albumina (por
ejemplo, BSA).

En algunas modalidades, hay una o mas etapas de lavado entre la prepermeabilizacién y la permeabilizacién
de una muestra biol6gica. Por ejemplo, puede ser preferible lavar la mayor cantidad de veces la solucién de
prepermeabilizacién de la muestra biolégica antes de afiadir una solucién de permeabilizaciéon. Por lo tanto, en
algunas modalidades la muestra biolégica se lava, por ejemplo con una solucién de lavado de SSC, después de la
prepermeabilizaciéon para eliminar los reactivos de prepermeabilizacién y antes de aplicar los reactivos de
permeabilizacién a la muestra biolégica. En algunas modalidades, la solucién de permeabilizacidén se elimina de la
muestra biolégica antes de la adicién de los reactivos transposémicos para el fragmentomarcaje del ADN genémico
liberado. También se pueden realizar uno o mas lavados después de la permeabilizacién y antes del
fragmentomarcaje, por ejemplo, mediante el uso de una solucién SSC. En algunas modalidades, no hay etapas de
lavado entre la permeabilizacién de la muestra biolégica y el fragmentomarcaje del ADN genédmico.

Fragmentomarcaje

Las enzimas transposasas y los transposones pueden usarse en métodos de anélisis genémico espacial.
Generalmente, la transposicién es el proceso mediante el cual una secuencia genética especifica (por ejemplo,
una secuencia del transposén) se reubica de un lugar en un genoma a otro. Muchos métodos de transposicién y
elementos transponibles se conocen en la técnica (por ejemplo, transposones de ADN, retrotransposones,
transposones auténomos, transposones no autbnomos). Un ejemplo no limitante de un evento de transposicién es
la transposicion conservadora. La transposicion conservadora es un modo de transposicién no replicativo en el
que el transposén se elimina completamente del genoma y se reintegra en un nuevo locus, de manera que la
secuencia del transposén se conserva, (por ejemplo, un evento de transposicién conservador puede considerarse
un evento de “corte y pega”) (ver, por ejemplo, Griffiths A. J., y otros, Mechanism of transposition in prokaryotes.
An Introduction to Genetic Analysis (7ma Ed.). Nueva York: W. H. Freeman (2000)).

En un ejemplo, la transposicién de corte y pega puede ocurrir cuando una enzima transposasa se une a una
secuencia que flanquea los extremos del transposoma (por ejemplo, una secuencia de reconocimiento, por ejemplo,
una secuencia de extremo del mosaico, una secuencia deltransposén). Un transposoma (por ejemplo, un complejo
de transposicion) se forma y el ADN endégeno puede manipularse en un complejo de preescisién de manera que
dos enzimas transposasas puedan interactuar. En algunas modalidades, cuando las transposasas interactian se
introducen rupturas de doble hebra en el ADN. Las enzimas transposasas pueden localizar y unirse a un sitio diana
en el ADN, crear una ruptura de doble hebra, e insertar la secuencia de extremo del transposén (ver, por ejemplo,
Skipper, K.A., y otros, DNA transposon-based gene vehicles-scenes from an evolutionary drive, J Biomed Sci, 20:
92 (2013) doi:10.1186/1423-0127-20-92). Las transposasas de corte y pega alternativas incluyen Tn552 (College,
y otros, J. Bacteriol, 183: 2384-8, 2001; Kirby C y otros, Mol. Microbiol, 43: 173-86, 2002), Tyl (Devine y Boeke,
Nucleic Acids Res., 22: 3765-72, 1994 y la Publicacién Internacional WO 95/23875), Tn7 (Craig, N L, Science. 271 :
1512, 1996; Craig, N L, Review in: Curr Top Microbiol Immunol, 204:27-48, 1996), Tn/O e I1S10 (Kleckner N, y otros,
Curr Top Microbiol Immunol, 204:49-82, 1996), transposasa Mariner (Lampe D J, y otros, EMBO J., 15: 5470-9,
1996), Tel (Plasterk R H, Curr. Topics Microbiol. Immunol, 204: 125-43, 1996), P Element (Gloor, G B, Methods Mol.
Biol, 260: 97- 114, 2004), Tn3 (Ichikawa & Ohtsubo, J Biol. Chem. 265: 18829-32, 1990), secuencias de insercién

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2993724 T3

bacterianas (Ohtsubo & Sekine, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204: 1-26, 1996), retrovirus (Brown, y otros, Proc
Natl Acad Sci USA, 86:2525-9, 1989), y retrotransposén de levadura (Boeke & Corces, Annu Rev Microbiol. 43:403-
34, 1989). Otros ejemplos incluyen IS5, TnlO, Tn903, 1S911 y versiones modificadas genéticamente de enzimas
de la familia de transposasas (Zhang y otros, (2009) PLoS Genet. 5:el000689. Epub 2009 Oct. 16; Wilson C. y
otros (2007) J. Microbiol. Methods 71:332-5).

La fragmentacién mediada por transposomas y el marcaje (“fragmentomarcaje’) es un proceso de
fragmentacién mediado por transposasas y de marcaje del ADN. Un transposoma es un complejo de una enzima
transposasa y ADN que comprende una secuencia de extremo del transposén (también conocida como "secuencia
de reconocimiento de transposasa" o "extremo del mosaico" (ME)). En algunos métodos de analisis gendmico
espacial, el ADN se fragmenta de tal manera que una secuencia funcional tal como una secuencia complementaria
a un dominio de captura de una sonda de captura (por ejemplo, dominio de captura de un oligonucleétido de férula)
se inserta en el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN fragmentado se “marca”), de manera que la secuencia (por
ejemplo, un adaptador, por ejemplo, secuencia Nextera) puede hibridarse con la sonda de captura. En algunas
modalidades, la sonda de captura esta presente en un sustrato. En algunas modalidades, la sonda de captura (por
ejemplo, una sonda de captura y un oligonucleétido de férula) esta presente en un elemento. Un dimero de
transposasa (por ejemplo, en el caso del sistema de transposasa Tn5) junto con una secuencia del transposén
(por ejemplo, el transposoma) es capaz de fragmentar simultaneamente el ADN en base a sus secuencias de
reconocimiento de transposones y ligar el ADN del transposoma (por ejemplo, la secuencia del transposén) al ADN
fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado). Este sistema se adapta mediante el uso de enzimas de transposasa
hiperactivas y moléculas de ADN modificadas (adaptadores) que comprenden ME para fragmentar el ADN y marcar
ambas hebras de fragmentos duplex del ADN con moléculas de ADN funcionales (por ejemplo, sitios de unién de
cebadores). Por ejemplo, la transposasa Tn5 puede producirse como monémeros proteicos purificados. La
transposasa Tnb también esta disponible comercialmente (por ejemplo, el fabricante Illumina, lllumina.com, ndm.
de catalogo 15027865, Tampén de marcaje de ADN TD num. de catalogo 15027866). Estos pueden cargarse
subsecuentemente con los oligonucleétidos de interés, por ejemplo, los oligonucleétidos de ADNcc que contienen
ME (por ejemplo, las secuencias del transposén) para el reconocimiento de Th5 y secuencias funcionales
adicionales (por ejemplo, los adaptadores Nextera, por ejemplo, los sitios de unién a cebadores) se hibridan para
formar un extremo del oligonucleétido del mosaico (MEDS) de ADNc que se reconoce por ThS durante el ensamble
del dimero (por ejemplo, dimerizacién del transposoma). En algunas modalidades, una transposasa hiperactiva
TnS puede cargarse con adaptadores (por ejemplo, oligonucleétidos de interés) que pueden fragmentar y marcar
simultdneamente un genoma.

Como se usa en la presente descripcién, el término "fragmentomarcaje” se refiere a una etapa en el Ensayo
de Cromatina Accesible a Transposasa mediante el uso de secuenciacién (ATAC-seq). (Ver, por ejemplo,
Buenrostro, J. D., Giresi, P. G., Zaba, L. C., Chang, H. Y., Greenleaf, W. J., Transposition of native chromatin for
Fast and sensitive epi genomic profiling of open chromatin, DNA-binding proteins and nucleosome position, Nature
Methods, 10 (12): 1213-1218 (2013)). ATAC-seq identifica regiones de cromatina abierta mediante el uso de una
transposasa hiperactiva Tn5 procariota, que se inserta preferentemente en la cromatina accesible y marca los sitios
con adaptadores (Buenrostro, J.D., y otros, Transposition of native chromatin for fast and sensitive epigenomic
profiling of open chromatin, DNA-binding proteins and nucleosome position. Nat Methods, 10: 1213—1218 (2013)).

Como se usa en la presente descripcién, “cromatina accesible” o “cromatina abierta” o “ADN genémico
accesible” se refiere a porciones de un genoma que son regiones empobrecidas en los nucleosomas que pueden
unirse a proteinas y desempefiar varios papeles en la organizacién nuclear, la transcripcién génica y generalmente
se consideran regiones transcripcionalmente activas del ADN (Zhang, Q., y otros, Genome-wide open chromatin
regions and their effects on the regulation of silk protein genes in Bombyx mori, Scientific Reports, 7: 12919 (2017).

En algunas modalidades, la etapa de fragmentar el ADN gendémico en las células de la muestra biolégica
comprende poner en contacto la muestra biolégica que contiene el ADN gendmico con la enzima transposasa (por
ejemplo, un transposoma, por ejemplo, una mezcla de reaccidén (por ejemplo, una solucidén)) que incluye una
transposasa), bajo cualquier condicién adecuada. En algunas modalidades, tales condiciones adecuadas resultan
en el fragmentomarcaje del ADN gendmico de las células presentes en la muestra bioldgica. Las condiciones
tipicas dependeran de la enzima transposasa usada y pueden determinarse mediante el uso de métodos rutinarios
que se conocen en la técnica. Por lo tanto, las condiciones adecuadas pueden ser condiciones (por ejemplo,
tampén, sal, concentracién, pH, temperatura, condiciones del tiempo) bajo las que la enzima transposasa es
funcional, por ejemplo, en las que la enzima transposasa muestra actividad transposasa, particularmente actividad
de fragmentomarcaje, en la muestra biolégica.

El término “funcional’, como se usa en la presente descripciéon en referencia a las enzimas transposasas,
pretende incluir modalidades en las que la enzima transposasa puede mostrar cierta actividad reducida con relacién
a la actividad de la enzima transposasa en condiciones que son 6ptimas para la enzima, por ejemplo, en las
condiciones de tampén, sal y temperatura que recomienda el fabricante. Por lo tanto, la transposasa puede
considerarse “funcional’ si tiene al menos aproximadamente el 50 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el
60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %,
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aproximadamente 99 % o aproximadamente el 100 % de actividad con relacién a la actividad de la transposasa en
condiciones que son éptimas para la enzima transposasa.

En un ejemplo no limitante, la mezcla de reaccién comprende un transposoma en una solucién tamponada (por
ejemplo, Tris-acetato) que tiene un pH de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8,5, por ejemplo, de
aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0 tal como de aproximadamente 7,5. Alternativamente o
adicionalmente, la mezcla de reaccion puede usarse a cualquier temperatura adecuada, tal como
aproximadamente 10 °C a aproximadamente 55 °C, por ejemplo., aproximadamente 10 °C a aproximadamente
54 °C, aproximadamente 11 °C a aproximadamente 53 °C, aproximadamente 12 °C a aproximadamente 52 °C,
aproximadamente 13 °C a aproximadamente 51 °C, aproximadamente 14 °C a aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 15 °C a aproximadamente 49 °C, aproximadamente 16 °C a aproximadamente 48 °C,
aproximadamente 17 °C a aproximadamente 47 °C, por ejemplo, aproximadamente 10 °C, aproximadamente 12 °C,
aproximadamente 15 °C, aproximadamente 18 °C, aproximadamente 20 °C, aproximadamente 22 °C,
aproximadamente 25 °C, aproximadamente 28 °C, aproximadamente 30 °C, aproximadamente 33 °C,
aproximadamente 35 °C, o aproximadamente 37 °C, preferentemente aproximadamente 30 °C a aproximadamente
40 °C, por ejemplo, aproximadamente 37 °C. En algunas modalidades, el transposoma puede ponerse en contacto
con la muestra biolégica durante aproximadamente 10 minutos a aproximadamente una hora. En algunas
modalidades, el transposoma puede ponerse en contacto con la muestra biolégica durante aproximadamente 20,
aproximadamente 30, aproximadamente 40 o aproximadamente 50 minutos. En algunas modalidades, el
transposoma puede ponerse en contacto con la muestra biolégica durante aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 4 horas.

En algunas modalidades, la enzima transposasa del complejo transposoma es una transposasa Th5, o un
derivado funcional o variante de esta. (Ver, por ejemplo, Reznikoff y otros, WO 2001/009363, las patentes de
Estados Unidos nums. 5,925,545, 5,965,443, 7,083,980 y 7,608,434, y Goryshin y Reznikoff, J. Biol. Chem.
273:7367, (1998)). En algunas modalidades, la transposasa Tn5 es una hipertransposasa Tn5, o un derivado
funcional o variante de esta (patente de Estados Unidos 9,790,476). Por ejemplo, la transposasa Tn5 puede ser
una proteina de fusién (por ejemplo, una proteina de fusién Tn5). La Tn5 es un miembro de la superfamilia de
proteinas RNasa. El transposén Tn5 es un transposén compuesto en el cual dos secuencias de insercién casi
idénticas (IS50L e ISS0R) flanquean tres genes de resistencia a antibidticos. Cada IS50 contiene dos secuencias
de extremos (ES) de 19 pb invertidas, un extremo exterior (OE) y un extremo interior (IE). La enzima transposasa
TnS de tipo salvaje generalmente esta inactiva (por ejemplo, tiene baja actividad del evento de transposicién). Sin
embargo, las sustituciones de aminoacidos pueden resultar en variantes o derivados hiperactivos. En un ejemplo
no limitante, la sustitucién de aminoécidos, L372P, sustituye un aminoacido de leucina por un aminoacido de prolina
que resulta en una ruptura de la hélice alfa, de esta manera se induce un cambio conformacional en el dominio C-
terminal. La ruptura de la hélice alfa separa suficientemente el dominio C-terminal y el dominio N-terminal como
para promover una mayor actividad del evento de transposicién (Ver, Reznikoff, W.S., Tn5 as a model for
understanding DNA transposition, Mo/ Microbiol, 47(5): 1199-1206 (2003)). Otras sustituciones de aminoacidos que
resultan en la Tn5 hiperactiva se conocen en la técnica. Por ejemplo, la avidez mejorada de la enzima transposasa
modificada (por ejemplo, la enzima transposasa Tn5 modificada) para las secuencias repetitivas para los extremos
OE (mutacién de clase (1)) puede lograrse al proporcionar un residuo de lisina en el aminoacido 54, que es el acido
glutamico en la enzima transposasa TnS de tipo salvaje (ver patente de Estados Unidos num. 5.925,545). La
mutacidén altera fuertemente la preferencia de la enzima transposasa modificada (por ejemplo, la enzima
transposasa TnS modificada) para los extremos OE, como opuesto a los extremos IE. La unién mas alta de esta
mutacidén, conocida como EK54, a los extremos de OE resulta en una velocidad de transposicién que es
aproximadamente 10 veces mayor que la que se observa con la enzima transposasa de tipo salvaje (por ejemplo,
la enzima transposasa Tn5 de tipo salvaje). Un cambio similar en la posicién 54 a valina (por ejemplo, EV54)
también resulta en algin aumento de la uniénftransposicién para los extremos OE, al igual que un cambio de
treonina a prolina en la posicién 47 (por ejemplo, TP47; aproximadamente 10 veces mayor) (ver patente de Estados
Unidos nim. 5.925,545).

Se conocen otros ejemplos de enzimas transposasas modificadas (por ejemplo, las enzimas transposasas Th5
modificadas). Por ejemplo, una enzima transposasa Tn5 modificada que se diferencia de la enzima transposasa
TnS de tipo salvaje en que se une a las secuencias repetidas del ADN donante con mayor avidez que la enzima
transposasa Tn5 de tipo salvaje y también es menos probable que la enzima transposasa de tipo salvaje asuma
una forma multimérica inactiva (patente de Estados Unidos num. 5,925,545). Ademas, se conocen en la técnica,
técnicas que describen generalmente la introduccion de cualquier elemento transponible (por ejemplo, Tn5) a partir
de un ADN donante (por ejemplo, la secuencia adaptadora, por ejemplo, los adaptadores Nextera (por ejemplo,
adaptador superior y parte inferior) en una diana. (Ver, por ejemplo, la patente de Estados Unidos nim. 5,925,545).
Un estudio adicional identifica clases de mutaciones que resultan en una enzima transposasa modificada (por
ejemplo, la enzima transposasa Tn5 modificada) (ver la patente de Estados Unidos nim. 5,965,443). Por ejemplo,
una enzima transposasa modificada (por ejemplo, la enzima transposasa TnS modificada) con una “mutacién de
clase 1” se une a secuencias repetidas del ADN donante con mayor avidez que la enzima transposasa Tnh5 de tipo
salvaje. Adicionalmente, una enzima transposasa modificada (por ejemplo, la enzima transposasa Th5 modificada)
con una “mutacién de clase 2" es menos probable que la enzima transposasa Tn5 de tipo salvaje asuma una forma
multimérica inactiva. Se ha demostrado que una enzima transposasa modificada que contiene tanto una mutacién
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de clase 1 como una de clase 2 puede inducir al menos aproximadamente 100 veces (+10 %) mas transposicion
que la enzima transposasa de tipo salvaje, cuando se prueba en combinacién con un ensayo de conjugacién in
vivo como se describié en Weinreich, M.D., “Evidence that the cis Preference of the Tn5 Transposase is Caused
by Nonproductive Multimerization,” Genes and Development 8:2363-2374 (1994) (Ver, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos nim. 5,965,443). Ademas, bajo condiciones suficientes, la transposicidn mediante el uso de la
enzima transposasa modificada (por ejemplo, la enzima transposasa Tn5 modificada) puede ser mayor. Una
enzima transposasa modificada que contiene solo una mutacién de clase 1 puede unirse a las secuencias repetidas
con una avidez suficientemente mayor que la enzima transposasa Tn5 de tipo salvaje de manera que una enzima
transposasa Tn5 induce aproximadamente de 5 a aproximadamente 50 veces mas transposiciéon que la enzima
transposasa de tipo salvaje, cuando se mide in vivo. Una enzima transposasa modificada que contiene solo una
mutacién de clase 2 (por ejemplo, una mutacién que reduce la enzima transposasa Th5 de asumir una forma
inactiva) es lo suficientemente menos probable que la enzima transposasa Tn5 de tipo salvaje para asumir la forma
multimérica tal que la enzima transposasa TnS también induce aproximadamente de 5 a aproximadamente 50
veces mas transposicién que la enzima transposasa de tipo salvaje, cuando se mide in vivo (ver patente de Estados
Unidos nim. 5,965,443)

Otros métodos para usar una enzima transposasa modificada (por ejemplo, la enzima transposasa Tn5
modificada) se describen ademas generalmente en la patente de Estados Unidos nim. 5,965,443 y la patente de
Estados Unidos num. 9,790,476. Por ejemplo, una enzima transposasa modificada podria proporcionar
marcadores selectivos para el ADN diana, para proporcionar regiones portatiles de homologia a un ADN diana,
para facilitar la insercién de secuencias de ADN especializadas en el ADN diana, para proporcionar sitios de unién
a cebadores o marcadores para la secuenciacion del ADN, o para facilitar la produccién de fusiones genéticas para
la expresion génica. Estudios y mapeo del dominio proteico, asi como también, para reunir otras combinaciones
convenientes de secuencias de ADN (genética combinatoria) (patente de Estados Unidos nam. 5,965,443).

Aln se conocen otros métodos para insertar un elemento transponible (por ejemplo, un transposén) en
ubicaciones aleatorias 0 semialeatorias en un acido nucleico cromosémico o extracromosémico. Por ejemplo, los
métodos incluyen una etapa de combinacién en un acido nucleico de una muestra biolégica (por ejemplo, ADN
gendmico) con un complejo sinaptico que comprende un complejo de una enzima transposasa ThS con una
secuencia que comprende un par de secuencias de nucleétidos adaptadas para interactuar operativamente con la
enzima transposasa Th5 y un elemento transponible (por ejemplo, un transposén) bajo condiciones que median
eventos de transposicién en el ADN genémico. En este método, un complejo sinaptico puede formarse in vitro bajo
condiciones que desfavorezcan o eviten que los complejos sinapticos se sometan a un evento de transposicion.
La frecuencia de transposicién (por ejemplo, los eventos de transposicion) puede aumentarse mediante el uso de
una enzima transposasa hiperactiva (por ejemplo, una enzima transposasa mutante) o un elemento transponible
(por ejemplo, un transposén) que contiene secuencias bien adaptadas para eventos de transposicidn eficientes en
presencia de una enzima transposasa hiperactiva (por ejemplo, una enzimatransposasa Tn5 hiperactiva), o ambas
(patente de Estados Unidos num. 6,159,736).

Los métodos, composiciones y kits para tratar el 4cido nucleico, y en particular, los métodos y composiciones
para fragmentar y marcar el ADN mediante el uso de composiciones de transposén se describen en detalle en la
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num. US 2010/0120098, la publicaciéon de solicitud de
patente de Estados Unidos num. US2011/0287435, y Satpathy, A.T., y otros, Massivelyly parallel single-cell
chromatin landscapes of human immune cell development and intratumoral T-cell exhaustion, Nat Biotechnol., 37,
925-936 (2019).

Puede usarse cualquier enzima transposasa con actividad de fragmentomarcaje, por ejemplo, cualquier enzima
transposasa capaz de fragmentar el ADN e insertar oligonucleétidos (por ejemplo, adaptadores, por ejemplo,
adaptadores de indice Nextera) a los extremos del ADN fragmentado (por ejemplo, el marcado). En algunas
modalidades, la transposasa es cualquier transposasa capaz de la transposicién conservadora. En algunas
modalidades, la transposasa es una transposasa de corte y pega. Otros tipos de transposasas se conocen en la
técnica y estan dentro del alcance de esta descripcién. Por ejemplo, las enzimas transposasa adecuadas incluyen,
sin limitacién, Mos-1, HyperMu™, Ts-Tn5, Ts-Tn5059, Hermes, Tn7, una transposasa de las especies de Vibrio
(ver, por ejemplo, la solicitud de patente de Estados Unidos num. 20120301925A1 y WO 2015/069374), o cualquier
variante funcional o derivada de las enzimas transposasa enumeradas anteriormente.

En algunas modalidades, una variante hiperactiva de la enzima transposasa Th5 es capaz de mediar la
fragmentacion del ADN de doble hebra y la ligazén de oligonucleétidos sintéticos (por ejemplo, los adaptadores
Nextera) en ambos extremos 5 del ADN en una reaccién que toma un corto periodo de tiempo (por ejemplo,
aproximadamente 5 minutos). Sin embargo, como las secuencias de extremos de tipo salvaje tienen una actividad
relativamente baja, a veces se reemplazan in vitro por secuencias de extremos del mosaico (ME) hiperactivas. Un
complejo de la transposasa TnhS con ME de 19 pb facilita la transposicidn, siempre y cuando el ADN intermedio sea
lo suficientemente largo como para acercar dos de estas secuencias para formar un homodimero de la enzima
transposasa Tnd activa.

En algunas modalidades, la enzima transposasa Tnh5, o variante funcional o derivado de esta, comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. En algunas
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modalidades, la enzima transposasa Tn5, o variante funcional o derivado de esta, comprende una secuencia de
aminoécidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO: 1. En
algunas modalidades, la enzima transposasa es un complejo con un adaptador que incluye una secuencia de
extremo del transposén. En algunas modalidades, la secuencia de extremo del transposén Tn5 comprende una
secuencia que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2. En algunas modalidades,
la secuencia de extremo del transposén Tnh5 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de secuencia de al menos aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEQ ID NO. 2.

En algunas modalidades, la enzima transposasa es una enzima transposasa Mu, o una variante funcional o
derivado de esta. En algunas modalidades, la enzima transposasa Mu, o una variante funcional o derivado de esta,
comprende una secuencia de aminoécidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la SEQ ID NO: 3. En
algunas modalidades, la enzima transposasa Mu, o una variante funcional o derivado de esta, comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la SEQ
ID NO: 3. En algunas modalidades, la secuencia de extremo del transposén Mu (por ejemplo, una secuencia de
reconocimiento de la transposasa) comprende una secuencia que tiene al menos 80 % de identidad de secuencia
con cualquiera de las SEQ ID NO: 4-9. En algunas modalidades, la secuencia de extremo del transposén Mu (por
ejemplo, una secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu) comprende una secuencia que tiene al menos
aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con cualquiera de las SEQ ID NO: 4-9.

En algunas modalidades, la enzima transposasa es una transposasa de la familia ISR, o una variante funcional
o derivado de esta. Por ejemplo, la transposasa de la familia ISR puede ser una transposasa de la familia ISR que
se describe en la secuencia de referencia NCBIl: WP_012128611.1 y/o en la patente de Estados Unidos num.
9,005,935. En algunas modalidades, la transposasa de la familia ISR, o una variante funcional o derivado de esta,
comprende una secuencia de aminoéacidos que tiene al menos un 80 % de identidad con la SEQ ID NO: 10. En
algunas modalidades, la transposasa de la familia ISR, o una variante funcional o derivado de esta, comprende
una secuencia de aminoéacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
la SEQ ID NO: 10. En algunas modalidades, la secuencia de extremo del transposén de la familia ISR (por ejemplo,
una secuencia de reconocimiento de la transposasa) comprende una secuencia que tiene al menos un 80 % de
identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 11-13. En algunas modalidades, la secuencia de extremo del
transposén de la familia ISR (por ejemplo, una secuencia de reconocimiento de la transposasa) comprende una
secuencia que tiene al menos aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % de identidad de secuencia de aminoé&cidos con SEQ ID NO: 11-13.

Los adaptadores (por ejemplo, los adaptadores Nextera) en el complejo con la enzima transposasa (por ejemplo,
que forman parte del transposoma, por ejemplo, los MEDS descritos en la presente descripcién) pueden incluir
parcialmente oligonucleétidos de doble hebra. En algunas modalidades, hay un primer adaptador y un segundo
adaptador. En algunas modalidades, el primer adaptador puede ser un complejo con un primer monémero. En
algunas modalidades, el segundo adaptador puede ser un complejo con un segundo monémero. En algunas
modalidades, el complejo del primer monémero con el primer adaptador y el complejo del segundo mondémero con
el segundo monémero pueden ensamblarse para formar un dimero. En algunas modalidades, la porcién de doble
hebra de los adaptadores contiene secuencias de extremos del transposén (por ejemplo, las secuencias de
extremos del mosaico (ME)). En algunas modalidades, la porciéon de una sola hebra de los adaptadores (por
ejemplo, los adaptadores de indice Nextera) (saliente 5’) contiene el dominio funcional o la secuencia que se
incorpora en el ADN marcado. En algunas modalidades, los adaptadores pueden ser adaptadores Nextera (por
ejemplo, el adaptador de indice) (por ejemplo, los reactivos que incluyen el kit Nextera ADN Library Prep para
ATAC-seq (ya no disponible), la enzima de marcaje de ADN TDE-1 (num. de catalogo 15027865), el tampén de
marcaje de ADN TD (nam. de catalogo 15027866), disponible en lllumina, lllumina.com). En algunas modalidades,
la secuencia que se incorpora en el ADN marcado es una secuencia complementaria a un dominio de captura de
una sonda de captura. En algunas modalidades, la secuencia complementaria al dominio de captura de la sonda
de captura es una secuencia de extremo del transposén. En tales modalidades, el dominio funcional esté en la
hebra del adaptador que se ligara a la sonda de captura. En otras palabras, el dominio funcional puede ubicarse
aguas arriba (por ejemplo, hacia 5’) de la secuencia ME, por ejemplo, en el saliente 5 del adaptador.

Los adaptadores (por ejemplo, los adaptadores de indice Nextera, por ejemplo, los primeros y segundos
adaptadores) ligados al ADN marcado pueden ser cualquier secuencia adecuada. Por ejemplo, la secuencia puede
ser una secuencia viral. En algunas modalidades, la secuencia puede ser una secuencia CRISPR. En algunas
modalidades, el adaptador (por ejemplo, los oligonucleétidos) ligado al ADN marcado puede ser una secuencia
guia CRISPR. En algunas modalidades, la secuencia guia CRISPR puede dirigirse a una secuencia de interés (por
ejemplo, un locus gendémico de interés, por ejemplo, un gen especifico).

En algunas modalidades, la secuencia ME es una secuencia de reconocimiento de la transposasa Tn5. En
algunas modalidades, la secuencia de extremo del mosaico (por ejemplo, ME) es una secuencia de reconocimiento
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de la transposasa Mu. En algunas modalidades, la secuencia ME es una secuencia de reconocimiento de la
transposasa de especies de Vibrio.

En algunas modalidades, una composicién que comprende una enzima transposasa (por ejemplo, cualquier
enzima transposasa descrita en la presente descripcién) en un complejo con adaptadores (por ejemplo, los
primeros y segundos adaptadores en un complejo con los primeros y segundos monémeros, respectivamente) que
comprenden secuencias de extremos del transposén (por ejemplo, secuencias de extremos del mosaico) se usa
en un método para marcar espacialmente &cidos nucleicos en una muestra bioldgica. En algunas modalidades,
una composicién que comprende una enzima transposasa comprende ademas un dominio que se une a una sonda
de captura como se describe en la presente descripcién (por ejemplo, el adaptador Nextera, por ejemplo, el primer
adaptador) y un segundo adaptador se usa en un método para marcar espacialmente los acidos nucleicos de una
muestra bioldgica, tal como cualquiera de los métodos descritos en la presente descripcién.

En algunas modalidades, la enzima transposasa puede tener la forma de un transposoma que comprende
adaptadores (MEDS) en los que el saliente 5’ puede fosforilarse. En algunas modalidades, los adaptadores (por
ejemplo, los adaptadores Nextera, por ejemplo, los primeros y segundos adaptadores) pueden fosforilarse antes
de su ensamble con la enzima transposasa para formar el transposoma. En algunas modalidades, la fosforilacién
de los adaptadores puede ocurrir cuando se forman complejos con una enzima transposasa (por ejemplo, una
fosforilacién in situ en el transposoma).

En algunas modalidades, el saliente 5’ del adaptador no se fosforila antes de su ensamble en el transposoma.
En tales modalidades, el saliente 5’ puede tener grupos hidroxilo 5’ accesibles fuera de la secuencia de extremo
de la transposasa del mosaico. En algunas modalidades, la fosforilacion del saliente 5’ de los complejos
transposoma ensamblados puede lograrse al exponer estos extremos 5’ de los complejos transposomas a una
polinucleétido cinasa (por ejemplo, la polinucleétido cinasa T4 (PNK-T4)) en presencia de ATP.

En algunas modalidades, el marcaje del ADN genémico de la muestra biolégica con un transposoma (por
ejemplo, cualquiera de los transposomas descritos en la presente descripciéon) puede comprender una etapa
adicional de fosforilacién de los extremos 5’ de los adaptadores (por ejemplo, los salientes 5’ de los adaptadores
Nextera, por ejemplo, MEDS) en el complejo transposoma.

En algunas modalidades, los métodos proporcionados en la presente descripcién comprenden una etapa de
proporcionar un transposoma tratado para fosforilar los extremos 5’ de los adaptadores (por ejemplo, los salientes
5 de los adaptadores Nextera (por ejemplo, los primeros y segundos adaptadores), por ejemplo, MEDS) en el
complejo transposoma, de esta manera se fragmenta la muestra biolégica con un transposoma tratado para
fosforilar los extremos 5’ de los adaptadores en el complejo transposoma.

Cualquier enzima y/o condiciones adecuadas pueden usarse para fosforilar los extremos 5’ de los adaptadores
(por ejemplo, los salientes 5’ de los adaptadores, por ejemplo, MEDS) en el complejo transposoma, por ejemplo,
PNK-T4 o PNK-T7. En algunas modalidades, la reaccién de fosforilacién puede llevarse a cabo al poner en contacto
el transposoma con una polinucleétido cinasa (por ejemplo, PNK-T4 o PNK-T7) en una solucién tamponada (por
ejemplo, Tris-HCI, a un pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0, por ejemplo, de aproximadamente
7,6) en aproximadamente de 20 a aproximadamente 40 °C, por ejemplo, aproximadamente 25 a aproximadamente
37 °C, durante aproximadamente 1 a aproximadamente 60 minutos, por ejemplo, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 50, de aproximadamente 10 a aproximadamente 40, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 30 minutos.

En algunas modalidades, pueden realizarse el relleno de espacios y ligazén de rupturas en el ADN fragmentado
(por ejemplo, el marcado). Por ejemplo, el evento de transposicién de TnhS da como resultado un espacio de 9
pares de bases entre una secuencia de extremo del transposén insertada y el ADN gendmico. En algunas
modalidades, el relleno de espacios se realiza entre la secuencia de extremo del transposén insertado y el ADN
gendmico fragmentado posteriormente se liga la secuencia del espacio rellenado al ADN gendmico.

En algunas modalidades, se liberan las secuencias de extremos del transposén adyacentes al espacio de 9
pares de bases seguido del ADN gendmico fragmentado. En algunos ejemplos, las secuencias de extremos del
transposén adyacentes al espacio se liberan (por ejemplo, se eliminan) del ADN gendémico fragmentado (por
ejemplo, se liberan de la secuencia de extremo del transposén complementaria). En algunas modalidades, las
secuencias de extremos del transposén liberadas no se ligan al oligonucledtido de férula (por ejemplo, las
secuencias de extremos del transposén no ligadas). En algunas modalidades, las secuencias de extremos del
transposén no ligadas se liberan con un gradiente de calor. En algunas modalidades, las secuencias de extremos
del transposén ligadas se ligan a la sonda de captura. En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula se
hibrida con el dominio de captura de la sonda de captura, o una porcidén del mismo, y la secuencia de extremo del
transposén restante (por ejemplo, la secuencia de extremo del transposén ligada). En algunas modalidades, se
realiza una reaccién de relleno de espacios. En algunas modalidades, el relleno de espacios se produce entre el
oligonucleétido de férula y el ADN genémico fragmentado. Por ejemplo, una polimerasa que rellena el espacio
facilita la extensién del acido nucleico entre el oligonucleétido de férula y el extremo fragmentado del ADN
gendmico, de esta manera “rellena el espacio: entre el oligonucleétido de férula y el ADN gendémico fragmentado
(por ejemplo, una porcién en la cual se incluye la secuencia de extremo del transposén liberada).
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En algunas modalidades, las secuencias de extremos del transposén no ligadas (por ejemplo, las secuencias
de extremos del transposén adyacentes a un espacio de 9 pares de bases) se liberan con un gradiente de calor
de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 90 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 85 °C, de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 80 °C, de aproximadamente 35 °C a aproximadamente 75 °C, de
aproximadamente 40 °C a aproximadamente 75 °C, de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 75 °C, 50 °C
a aproximadamente 75 °C o aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C. En algunas modalidades, liberar
las secuencias de extremos del transposén no ligadas ocurre a aproximadamente 25 °C, aproximadamente 26 °C,
aproximadamente 27 °C, aproximadamente 28 °C, aproximadamente 29 °C, aproximadamente 30 °C,
aproximadamente 31 °C, aproximadamente 32 °C, aproximadamente 33 °C, aproximadamente 34 °C,
aproximadamente 35 °C, aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C,
aproximadamente 39 °C, aproximadamente 40 °C, aproximadamente 41 °C, aproximadamente 42 °C,
aproximadamente 43 °C, aproximadamente 44 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 46 °C,
aproximadamente 47 °C, aproximadamente 48 °C, aproximadamente 49 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 51 °C, aproximadamente 52 °C, aproximadamente 53 °C, aproximadamente 54 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 56 °C, aproximadamente 57 °C, aproximadamente 58 °C,
aproximadamente 59 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 71 °C,
aproximadamente 72 °C, aproximadamente 73 °C, aproximadamente 74 °C, aproximadamente 75 °C,
aproximadamente 76 °C, aproximadamente 77 °C, aproximadamente 78 °C, aproximadamente 79 °C,
aproximadamente 80 °C, aproximadamente 81 °C, aproximadamente 82 °C, aproximadamente 83 °C,
aproximadamente 84 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 86 °C, aproximadamente 87 °C,
aproximadamente 88 °C, aproxmadamente 89°C, 0 aproxmadamente 90 °C.

En algunas modalidades, liberar las secuencias de extremos del transposén no ligadas (por ejemplo, las
secuencias de extremos del transposédn adyacentes al espacio de 9 pares de bases) se liberan con un gradiente
de calor durante aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 150 minutos, de aproximadamente 20 minutos
a aproximadamente 140 minutos, de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 130 minutos, de
aproximadamente 40 minutos a aproximadamente 120 minutos, de aproximadamente 40 minutos a
aproximadamente 110 minutos, de aproximadamente 50 minutos a aproximadamente 110 minutos, de
aproximadamente 60 minutos a aproximadamente 100 minutos, de aproximadamente 70 minutos a
aproximadamente 90 minutos, de aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 15 minutos, aproximadamente
20 minutos, aproximadamente 25 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 35 minutos,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 45 minutos, aproximadamente 50 minutos, aproximadamente 55
minutos, aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 65 minutos, aproximadamente 70 minutos,
aproximadamente 75 minutos, aproximadamente 80 minutos, aproximadamente 85 minutos, aproximadamente 90
minutos, aproximadamente 95 minutos, aproximadamente 100 minutos, aproximadamente 105 minutos,
aproximadamente 110 minutos, aproximadamente 115 minutos, aproximadamente 120 minutos, aproximadamente
125 minutos, aproximadamente 130 minutos, aproximadamente 135 minutos, aproximadamente 140 minutos,
aproximadamente 145 minutos, aproximadamente 150 minutos, aproximadamente 155 minutos, aproximadamente
160 minutos, aproximadamente 165 minutos, aproximadamente 170 minutos, aproximadamente 175 minutos,
aproximadamente 180 minutos, aproximadamente 185 minutos, aproximadamente 190 minutos, aproximadamente
195 minutos, aproximadamente 200 minutos, aproximadamente 205 minutos, aproximadamente 210 minutos,
aproximadamente 215 minutos, aproximadamente 220 minutos, aproximadamente 225 minutos, aproximadamente
230 minutos, aproximadamente 235 minutos, aproximadamente 240 minutos, aproximadamente 245 minutos, o
aproximadamente 250 minutos.

En algunas modalidades, el marcado espacial del ADN gendmico puede realizarse mediante la insercién de la
secuencia del transposén en el ADN gendémico con los adaptadores descritos en la presente descripcién. Puede
realizarse una etapa de amplificacién a los adaptadores con cebadores (por ejemplo, los adaptadores insertados
en el ADN gendmico). Los productos amplificados pueden contener ADN gendmico accesible que puede marcarse
espacialmente mediante los métodos descritos en la presente descripcién.

En algunas modalidades, el marcado espacial del ADN genémico puede realizarse mediante los complejos
transposoma inmovilizados en la superficie del sustrato. En algunas modalidades, el marcaje espacial del ADN
gendmico puede realizarse mediante los complejos transposoma inmovilizados en un elemento (por ejemplo, una
perla). En algunas modalidades, los complejos transposoma se ensamblan antes de afiadir la muestra biolégica al
sustrato o los elementos. En algunas modalidades, los complejos transposoma se ensamblan después de afiadir
la muestra bioldgica al sustrato o elementos en un sustrato. Por ejemplo, un sustrato con cédigo de barras espacial
(por ejemplo, una matriz) puede incluir una pluralidad de sondas de captura que incluyen una secuencia de extremo
del mosaico (por ejemplo, una secuencia de reconocimiento de transposasa). La secuencia de extremo del mosaico
puede estar en el extremo 3’ de la sonda de captura (por ejemplo, la sonda de captura se inmoviliza por su extremo
5’y la secuencia de extremo del mosaico esté en el extremo 3’ més lejano de la sonda de captura). La secuencia
de extremo del mosaico puede ser una secuencia de extremo del mosaico para cualquiera de las enzimas
transposasa descritas en la presente descripcién. La secuencia de extremo del mosaico (por ejemplo, una
secuencia de reconocimiento de transposasa) puede hibridarse con una secuencia complementaria inversa (por
ejemplo, un oligonucleétido). Por ejemplo, la secuencia de complemento inversa (por ejemplo, el complemento
inverso a la secuencia de extremo del mosaico) puede hibridarse con la secuencia de extremo del mosaico de esta
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manera se genera una porcién de un ADN de doble hebra en la sonda de captura. El complemento inverso a la
secuencia de extremo del mosaico (por ejemplo, un oligonucleétido) puede proporcionarse a la matriz con cédigo
de barras espacial antes de que la muestra biolégica se proporcione al sustrato. En algunas modalidades, el
complemento inverso a la secuencia de extremo del mosaico puede proporcionarse después de que la muestra
biolbgica se proporcione al sustrato. Las enzimas transposasas pueden proporcionarse al sustrato y ensamblarse
en la porcién de doble hebra de la sonda de captura (por ejemplo, un oligonucleétido inverso del complemento y
la secuencia de extremo del mosaico hibridadas entre si) de esta manera se genera un complejo transposoma.
Por ejemplo, puede formarse un homodimero del transposoma en la porcién de doble hebra de la sonda de captura.
Una muestra biolégica puede proporcionarse al sustrato de manera que la posicidén de la sonda de captura en el
sustrato puede correlacionarse con una posicién (por ejemplo, la ubicacién) en la muestra biolégica. Los complejos
transposomas pueden fragmentar (por ejemplo, marcar) y marcar espacialmente el ADN genémico.

En algunas modalidades, el marcaje espacial del ADN gendémico puede realizarse al hibridar una sonda de
captura de una sola hebra con el ADN marcado. En algunas modalidades, la sonda de captura de una sola hebra
puede ser una secuencia degenerada. En algunas modalidades, la captura de la secuencia de una sola hebra
puede ser a una secuencia aleatoria. La sonda de captura de una sola hebra puede tener un dominio funcional, un
cédigo de barras espacial, un identificador molecular tUnico, un dominio de escisién o sus combinaciones. La sonda
de captura de una sola hebra (por ejemplo, una secuencia aleatoria, una secuencia degenerada) puede hibridarse
inespecificamente con el ADN genémico marcado, de esta manera captura espacialmente el ADN marcado. Los
métodos para las reacciones de extensién se conocen en la técnica y puede realizarse cualquier método de
reaccién de extensién adecuado descrito en la presente descripcién.

Oligonucleétidos de férula

Como se usa en la presente descripcién, el término “oligonucledtido de férula” se refiere a un oligonucledtido
que, cuando se hibrida con otros polinucleétidos, actiia como una “férula” para reclutar y colocar los polinucleétidos
uno al lado del otro de manera que puedan ligarse entre si. En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula
es ADN o ARN. El oligonucleétido de férula puede incluir una secuencia de nucleétidos que es parcialmente
complementaria a las secuencias de nucleétidos de dos o més oligonucledtidos diferentes. En algunas
modalidades, el oligonucleétido de férula participa en la ligazén de un oligonucleétido “donante” y un
oligonucleétido “aceptador”. En algunas modalidades, pueden usarse una ARN ligasa, una ADN ligasa, u otra
variedad de ligasa para ligar dos secuencias de nucleétidos entre si.

En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula puede tener entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, por ejemplo, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 45,
aproximadamente 10 y aproximadamente 40, aproximadamente 10 y aproximadamente 35, aproximadamente 10
y aproximadamente 30, aproximadamente 10 y aproximadamente 25, o aproximadamente 10 y aproximadamente
20 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula puede tener entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 50, aproximadamente 15 y aproximadamente 45, aproximadamente 15
y aproximadamente 40, aproximadamente 15 y aproximadamente 35, aproximadamente 15 y aproximadamente
30, aproximadamente 15 y aproximadamente 30, o aproximadamente 15 y aproximadamente 25 nucleétidos de
longitud. En algunas modalidades, el ADN fragmentado puede incluir una secuencia que se afiade (por ejemplo,
se liga) durante la fragmentacién del ADN. Por ejemplo, durante un evento de transposicién (por ejemplo, un evento
de transposicién de Tn5) puede unirse una secuencia adicional (por ejemplo, secuencias de extremos del
transposén) (por ejemplo, unidas covalentemente, por ejemplo, a través de un evento de ligazén) al ADN
fragmentado (por ejemplo, el ADN gendémico fragmentado, por ejemplo, el ADN gendmico marcado). En algunas
modalidades, el oligonucleétido de férula puede tener una secuencia que es complementaria (por ejemplo, un
dominio de captura) al ADN fragmentado (por ejemplo, un ADN genémico fragmentado, por ejemplo, un ADN
gendmico fragmentado que incluye una secuencia que se afiade durante la fragmentacidén del ADN, por ejemplo,
un primer adaptador que se une durante la fragmentacién del ADN, por ejemplo, una secuencia de extremo del
transposén) y una secuencia que es complementaria al dominio de captura de la sonda de captura. En algunas
modalidades, el oligonucleétido de férula puede verse como parte de la sonda de captura. Por ejemplo, la sonda
de captura puede ser parcialmente de doble hebra donde una porcidén de la sonda de captura puede funcionar
como un oligonucleétido de férula que se hibrida con una porcién de la sonda de captura (por ejemplo, una porcién
de ADNdh) y puede tener una porcién de simple hebra que puede hibridarse con (por ejemplo, un dominio de
captura) el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN genémico fragmentado, por ejemplo, el marcado, por ejemplo,
un adaptador que se une durante la fragmentaciéon del ADN, por ejemplo, un adaptador Nextera). La primera
secuencia adaptadora (por ejemplo, la secuencia unida al ADN fragmentado complementario al dominio de captura,
por ejemplo, un adaptador Nextera) puede ser cualquier secuencia adecuada. En algunas modalidades, la
secuencia adaptadora puede tener entre aproximadamente 15 y 25 nucleétidos de longitud. En algunas
modalidades, la secuencia del adaptador puede ser de aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22,
aproximadamente 23 o aproximadamente 24 nucleétidos de longitud.

En algunas modalidades, un oligonucleétido de férula puede incluir una secuencia que es complementaria (por
ejemplo, un dominio de captura) al primer adaptador unido al ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado).
En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula incluye una secuencia que no es perfectamente
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complementaria al primer adaptador (por ejemplo, adaptador Nextera) unido al ADN fragmentado (por ejemplo, el
ADN marcado), pero aun es capaz de hibridar la primera secuencia adaptadora (por ejemplo, la secuencia
complementaria al dominio de captura) ligada al ADN fragmentado (por ejemplo, un adaptador Nextera).

Puede usarse cualquier variedad de sondas de captura que tenga dominios de captura que se hibriden con un
oligonucleétido de férula de acuerdo con los materiales y métodos descritos en la presente descripciéon. Como se
describe en la presente descripciéon, un dominio de captura es un dominio en una sonda de captura capaz de
hibridar el oligonucleétido de férula para formar una sonda de captura parcialmente de doble hebra. Por ejemplo,
una sonda de captura de una sola hebra puede tener una secuencia complementaria (por ejemplo, un dominio de
captura) a una porcidn del oligonucledtido de férula, de manera que una sonda de captura parcialmente de doble
hebra se forme con una porcién de una sola hebra capaz de hibridar con las secuencias de extremos del transposén
insertadas. En algunas modalidades, un oligonucleétido de férula incluye una secuencia que es complementaria
(por ejemplo, al menos parcialmente complementaria) al dominio de captura de la sonda de captura.

En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula incluye una secuencia que no es perfectamente
complementaria al dominio de captura de la sonda de captura, pero aun asi es capaz de hibridar el dominio de
captura de la sonda de captura. En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula puede hibridarse tanto con
la secuencia de extremo del transposén, por ejemplo, a través de la secuencia adicional unida al ADN marcado y
al dominio de captura de la sonda de captura a través de su secuencia complementaria al dominio de captura. En
tales modalidades, donde el oligonucleétido de férula puede hibridarse tanto con la secuencia de extremo del
transposén (por ejemplo, adaptador Nextera, la secuencia adicional unida al ADN fragmentado por ejemplo, el ADN
marcado), como con el dominio de captura de la sonda de captura, el oligonucleétido de férula puede verse como
parte de la sonda de captura.

En algunas modalidades, el oligonucleétido de férula puede tener un dominio de captura que es un
homopolimero. Por ejemplo, el dominio de captura puede ser un dominio de captura poli(T).

En algunas modalidades, un oligonucleétido de férula puede facilitar que se liguen el ADN marcado y la sonda
de captura. Puede usarse cualquier variedad de ligasas adecuadas que se conocen en la técnica o descritas en la
presente descripcién. En algunas modalidades, la ligasa es una ADN ligasa T4. En algunas modalidades, la
reaccién de ligazén puede durar aproximadamente de 1 a aproximadamente 5 horas. En algunas modalidades, la
reaccién de ligazén puede durar aproximadamente 2, aproximadamente 3 o aproximadamente 4 horas. En algunas
modalidades, después de la ligazdn, puede realizarse la polimerizacion de desplazamiento de hebra. En algunas
modalidades, puede usarse una ADN polimerasa para realizar la polimerizacién de desplazamiento de hebra. En
algunas modalidades, la ADN polimerasa es ADN polimerasa |.

Anélisis multiplex

La presente descripcién describe métodos para permeabilizar muestras biolégicas bajo condiciones suficientes
para permitir el fragmentomarcaje del ADN gendmico. El ADN marcado puede capturarse a través de una sonda
de captura (por ejemplo, una sonda de captura y un oligonucleétido de férula), sin embargo, a veces puede ser util
capturar simultaneamente el ADN marcado y otros acidos nucleicos (por ejemplo, el ARNm). Por ejemplo, los
perfiles de expresién de los transcritos pueden correlacionarse (o no) con la cromatina abierta. Dicho de otra
manera, la presencia de transcritos puede correlacionarse con la cromatina abierta (por ejemplo, la cromatina
accesible) correspondiente a los genes (por ejemplo, el ADN genémico) a partir de los cuales se transcribieron los
transcritos.

La presente descripcién describe métodos con respecto a la captura simultanea de ADN y ARNm marcados en
matrices con cédigo de barras espacial. Por ejemplo, una matriz con cédigo de barras espacial puede tener una
pluralidad de sondas de captura inmovilizadas en una superficie de sustrato. Alternativamente, una matriz con
cédigo de barras espacial puede tener una pluralidad de sondas de captura inmovilizadas en un elemento. En
algunas modalidades, el elemento con una pluralidad de sondas de captura puede estar en un sustrato. Las sondas
de captura pueden tener cddigos de barras espaciales correspondientes a una posicién (por ejemplo, una ubicacién)
en el sustrato. En algunas modalidades, las sondas de captura pueden tener ademas un identificador molecular
Unico, uno o méas dominios funcionales, y un dominio de escisién, o sus combinaciones. En algunas modalidades,
la sonda de captura incluye un dominio de captura. En algunas modalidades, la sonda de captura puede ser una
secuencia homopolimérica. Por ejemplo, de una manera no limitante, la secuencia homopolimérica puede ser una
secuencia poli(T). En algunas modalidades, el acido nucleico (por ejemplo, ARNm) puede capturarse por el dominio
de captura mediante la unidén (por ejemplo, la hibridacién) de colas poli(A) de transcritos de ARNm. En algunas
modalidades, el ADN marcado) puede capturarse por el dominio de captura de la sonda de captura mediante la
unién (por ejemplo, la hibridacién) de un ADN marcado con una cola poli(A). Por ejemplo, después de fragmentar
el ADN gendmico, las polimerasas de relleno de espacios (por ejemplo, sin desplazamiento de hebra) y las ligasas
pueden reparar los espacios y ligar la rupturas en el ADN marcado. En algunas modalidades, puede introducirse
una secuencia complementaria al dominio de captura en el ADN fragmentado. Por ejemplo, una cola poli(A) puede
afadirse al ADN marcado, de manera que el dominio de captura (por ejemplo, una secuencia poli(T)) de la sonda
de captura pueda unirse (por ejemplo, hibridar) al ADN marcado con la cola poli(A) (ver, por ejemplo, el documento
WO 2012/140224). En algunas modalidades, una cola poli(A) se afiade al ADN marcado mediante una enzima
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transferasa terminal. En algunas modalidades, la enzima transferasa terminal es una desoxinucleotidiltransferasa
terminal (TdT), o una variante mutante de esta. La TdT es una polimerasa independiente (por ejemplo, no requiere
una molécula como plantilla) que puede catalizar la adiciéon de desoxinucleétidos al extremo 3’ del extremo hidroxilo
de las moléculas de ADN. Otras polimerasas independientes de una molécula como plantilla se conocen en la
técnica. Por ejemplo, la polimerasa 1, o una variante mutante de esta, puede usarse como una enzima de
transferasa terminal (ver, por ejemplo, Kent, T., Polymerase 1 is a robust terminal transferase that oscillates
between three different mechanisms during end-joining, eL/FE, 5: e13740 doi: 10.7554/eLife.13740, (2016)). Otros
métodos para introducir una cola de poli(A) se conocen en la técnica. En algunas modalidades, una cola poli(A)
puede introducirse en el ADN marcado mediante una polimerasa de no lectura de prueba. En algunas modalidades,
una cola poli(A) puede introducirse en el ADN fragmentado mediante una polinucleétido cinasa.

En algunas modalidades, la enzima TDT generara marcajes con una cola poli(A) 3, de esta manera imita la
cola poli(A) de un ARNm. En algunas modalidades, el dominio de captura (por ejemplo, la secuencia poli(T)) de la
sonda de captura interactuaria con la cola poli(A) del ARNm y la cola poli(A) generada (por ejemplo, la sintetizada)
afladida al ADN fragmentado (por ejemplo, el marcado), de esta manera captura simultdneamente el ADN
fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) y el transcrito de ARNm. La cola poli(A) generada (por ejemplo,
sintetizada) en el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) podria tener entre aproximadamente 10
nucleétidos a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud. La cola poli(A) generada (por ejemplo, sintetizada) en
el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) podria ser de aproximadamente 11, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22,
aproximadamente 23, aproximadamente 24, aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27,
aproximadamente 28 o aproximadamente 29 nucleétidos de longitud.

Alternativamente o adicionalmente, en lugar de una reacciéon secuencial (por ejemplo, de dos etapas) (por
ejemplo, relleno de espacios y ligazén, seguido de una transferasa terminal) el ADN fragmentado (por ejemplo, el
marcado) puede ponerse en contacto con una polimerasa. Por ejemplo, la polimerasa puede ser una ADN
polimerasa que puede realizar una reaccién de extensién en el fragmento (por ejemplo, el ADN marcado). Puede
usarse cualquier variedad de ADN polimerasas que se conocen en la técnica o descritas en la presente descripcion.
Los productos extendidos pueden capturarse y procesarse (por ejemplo, amplificarse y secuenciarse) mediante
cualquier método descrito en la presente descripcién.

Las etapas posteriores a la hibridacion son idénticas como se describe en Stahl P.L., y otros, Visualization and
analysis of gene expression in tissue sections by spatial transcriptomics Science, vol. 353, 6294, pp. 78-82 (2016)).
Composiciones

También se proporcionan en la presente descripcidn composiciones que incluyen sondas de captura, ADN
marcado, oligonucleétidos de férula y una o mas polimerasas. En algunas modalidades, un oligonucledtido de
férula se hibrida con el dominio de captura de una sonda de captura. En algunas modalidades, un oligonucleétido
de férula se hibrida con una secuencia de extremo del transposén de ADN gendmico fragmentado (por ejemplo, el
marcado). En algunas modalidades, un oligonucledétido de férula se hibrida con el dominio capturado de una sonda
de captura y una secuencia de extremo del transposén del ADN gendmico fragmentado. En algunas modalidades,
la composicién comprende una o méas secuencias de extremos del transposén. En algunas modalidades, una o
mas secuencias de extremos del transposén se ligan a la sonda de captura. En algunas modalidades, una o mas
secuencias del transposén se liberan del ADN fragmentado ya sea antes o después de la ligazén del ADN gendmico
fragmentado a la sonda de captura. En algunas modalidades, la composicidn incluye una ligasa (por ejemplo, la
ADN ligasa T4). En algunas modalidades, la composicién incluye una polimerasa de relleno de espacios. En
algunas modalidades, la composicién incluye una ADN polimerasa. En algunas modalidades, la composicién
incluye una o mas transposasas. En algunas modalidades, la composicién comprende complejos transposomas.

En algunas modalidades, el dominio de captura de la sonda de captura se une al extremo del transposén (por
ejemplo, sin la ayuda de un oligonucleétido de férula). En algunas modalidades, la composicién incluye una
polimerasa que desplaza la hebra. En algunas modalidades, la composicién incluye una polimerasa de relleno de
espacios.

gPCR y analisis

También se proporcionan en la presente descripcién métodos y materiales para cuantificar la eficiencia de la
captura. En algunas modalidades, la cuantificacién de la eficiencia de la captura incluye la cuantificacién de
fragmentos capturados (por ejemplo, fragmentos de ADN genémico, por ejemplo, fragmentos de ADN marcados)
a partir de cualquiera de los métodos de analisis espacial descritos en la presente descripcién. En algunas
modalidades, la cuantificacién incluye PCR, qPCR, electroforesis, electroforesis capilar, espectroscopia de
fluorescencia y/o espectrofotometria UV. En algunas modalidades, la qPCR incluye intercalar colorantes
fluorescentes (por ejemplo, verde SYBR) y/o sondas marcadas fluorescentes (por ejemplo, sin limitacién, sondas
Tagman o sondas PrimeTime). En algunas modalidades, se usa un kit de cuantificacién de la biblioteca NGS para
la cuantificacién. Por ejemplo, la cuantificacién puede realizarse mediante el uso de un kit de cuantificaciéon de
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biblioteca KAPA (KAPA Biosystems), kit de cuantificacién de biblioteca qPCR NGS (Agilent), sistema de
cuantificacion de biblioteca GeneRead (Qiagen) y/o un kit de cuantificacion PerfeCTa NGS (Quantabio). En algunas
modalidades que usan la gPCR para la cuantificacion, la qPCR puede incluir, sin limitacién, PCR digital, digital de
gotas (ddPCR) y ddPCR-Tail. En algunas modalidades que usan electroforesis para la cuantificacién, la
electroforesis puede incluir, sin limitacién, electroforesis automatizada (por ejemplo, TapeStation System, Agilent
y/o Bioanalzyer, Agilent) y la electroforesis capilar (por ejemplo, Fragment Analyzer, Applied Biosystems). En
algunas modalidades que usan espectroscopia para la cuantificacion, la espectroscopia puede incluir, sin limitacion,
espectroscopia de fluorescencia (por ejemplo, Qubit, Thermo Fisher). En algunas modalidades, la NGS puede
usarse para cuantificar la eficiencia de captura.

En algunas modalidades, la PCR cuantitativa (QPCR) se realiza en los marcados que se capturan. En algunas
modalidades, el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) se amplifica, mediante cualquier método descrito
en la presente descripcién, antes de la captura. Por ejemplo, después de la captura del ADN fragmentado (por
ejemplo, el ADN marcado), puede realizarse la qPCR de hibridacidn por ligazén y desplazamiento de la hebra. En
algunas modalidades, puede usarse una ADN polimerasa para realizar la polimerizacién de desplazamiento de
hebra. Puede usarse cualquier polimerasa de desplazamiento de hebra adecuada que se conoce en la técnica. En
algunas modalidades, la ADN polimerasa es ADN polimerasa I. Como se ejemplifica en los ejemplos, la ADN
polimerasa | puede incubarse para el desplazamiento de la hebra del ADN fragmentado (por ejemplo, ADN
marcado) con reactivos (por ejemplo, BSA, dNTP, tampén). En algunas modalidades, la ADN polimerasa | puede
incubarse con reactivos en el sustrato (por ejemplo, en un elemento, por ejemplo, un pocillo) durante
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 2 horas. En algunas modalidades, la ADN polimerasa | puede
incubarse con reactivos en el sustrato durante aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 50 minutos,
aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 70 minutos, aproximadamente 80 minutos, aproximadamente 90
minutos, aproximadamente 100 minutos o aproximadamente 110 minutos. En algunas modalidades, la ADN
polimerasa | puede incubarse con reactivos en el sustrato (por ejemplo, en un elemento, por ejemplo, un pocillo) a
aproximadamente 35 °C a aproximadamente 40 °C. En algunas modalidades, la ADN polimerasa | puede incubarse
con reactivos en el sustrato a aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C, o
aproximadamente °C, o aproximadamente 39 °C. En algunas modalidades, la ADN polimerasa | puede incubarse
con reactivos en el sustrato durante aproximadamente 1 hora a aproximadamente 37 °C.

Después de completar la hibridacién del desplazamiento de la hebra, puede realizarse una reaccién de gPCR.
En algunas modalidades, las sondas de captura ligadas al ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado),
pueden liberarse de la superficie del sustrato (por ejemplo, un elemento). En algunas modalidades, una solucién
(por ejemplo, una mezcla de liberacién) puede incubarse con el sustrato para liberar las sondas de captura de la
superficie del sustrato. La mezcla de liberacién puede contener reactivos (por ejemplo, BSA, enzimas, tampoén,
etc.). Los métodos para liberar las sondas de captura del sustrato (por ejemplo, un elemento) se describen en la
presente descripcién. En algunas modalidades, una enzima puede escindir la sonda de captura. En algunas
modalidades, la enzima puede ser la enzima USER (reactivo de escisién especifico de uracilo). En algunas
modalidades, la enzima USER puede incubarse con reactivos en el sustrato (por ejemplo, un elemento, por ejemplo,
un pocillo) durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 2 horas. En algunas modalidades, la enzima
USER puede incubarse con reactivos en el sustrato durante aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 50
minutos, aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 70 minutos, aproximadamente 80 minutos,
aproximadamente 90 minutos, aproximadamente 100 minutos o aproximadamente 110 minutos. En algunas
modalidades, la enzima USER con reactivos en el sustrato (por ejemplo, un elemento, por ejemplo, un pocillo) a
aproximadamente 35 °C a aproximadamente 40 °C. En algunas modalidades, la enzima USER puede incubarse
con reactivos en el sustrato a aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C o
aproximadamente 39 °C. En algunas modalidades, la enzima USER puede incubarse con reactivos en el sustrato
durante aproximadamente 1 hora a aproximadamente 37 °C.

Después de la incubacién con la enzima USER, pueden recolectarse las muestras (por ejemplo, las sondas de
captura liberadas ligadas al ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) en la mezcla de liberacién, o una
porcién de esta). En algunas modalidades, el volumen de la muestra puede reducirse. Los métodos para reducir
el volumen de la muestra se conocen en la técnica y puede usarse cualquier método adecuado. En algunas
modalidades, la reduccién del volumen de la muestra puede realizarse con un vacio rapido (por ejemplo, un
SpeedVac). En algunas modalidades, la reduccién del volumen de la muestra puede ser de aproximadamente un
50 %, aproximadamente 55 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %,
aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 % o aproximadamente 90 % de reduccidn
del volumen de la muestra. En algunas modalidades, la reduccién del volumen de la muestra puede estar
aproximadamente entre un 80 % y 90 % de reduccidén del volumen de la muestra. En algunas modalidades, la
reduccién del volumen de la muestra puede ser aproximadamente un 81 %, aproximadamente 82 %,
aproximadamente 83 %, aproximadamente 84 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %,
aproximadamente 87 %, aproximadamente 88 o aproximadamente 89 % de reduccién del volumen de la muestra.
En algunas modalidades, la reduccién del volumen de la muestra puede ser aproximadamente un 85 % (por
ejemplo, aproximadamente 10 pl después de la reduccidn del volumen de la muestra).

En algunas modalidades, puede realizarse una reaccién de qPCR con el volumen de la muestra reducido.
Como se describe en la presente descripcién, puede realizarse cualquier método adecuado de qPCR. En algunas
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modalidades, pueden usarse un 1x de KAPA HiFi HotStart Ready, 1x de EVA verde y cebadores. La amplificacién
puede realizarse de acuerdo con los métodos que se conocen en la técnica. Por ejemplo, la amplificacién puede
realizarse en consecuencia: 72 °C durante 10 minutos, 98 °C durante 3 minutos, seguido de un ciclo a 98 °C
durante 20 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos.

En algunas modalidades, pueden usarse uno 0 mas pares de cebadores durante la reaccién de la qPCR. En
algunos ejemplos, un par de cebadores pueden cubrir la porcién ligada (por ejemplo, el sitio de ligazdn donde la
sonda de captura y la secuencia adaptadora (por ejemplo, la secuencia unida al ADN fragmentado por ejemplo, el
ADN marcado)). Por ejemplo, un par de cebadores cubre la porcién ligada y la sonda de captura. Un producto de
amplificacion solo se detectara si se produce la ligazén, y no solo la hibridacién. En algunas modalidades, un
cebador diferente puede cubrir solo el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado). En algunas modalidades,
el par de cebadores que cubre el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) solo puede ser un control para
la ligazén. En algunas modalidades, la qPCR puede realizarse con cualquiera de los nucleétidos marcados
descritos en la presente descripcién.

En algunas modalidades, las muestras pueden purificarse. En algunas modalidades, las muestras pueden
purificarse de acuerdo con Lundin y otros, Increased Throughput by Parallelization of Library Preparation for
Massive Sequencing, PLOS ONE, 5(4), doi.org/10.1371/journal.pone.0010029 (2010).

En algunas modalidades, puede determinarse la longitud promedio del ADN fragmentado que se captura (por
ejemplo, el ADN marcado). En algunas modalidades, puede usarse un bioanalizador (por ejemplo, un bioanalizador
2100 (Agilent)). Puede usarse cualquier bioanalizador adecuado que se conoce en la técnica. En algunas
modalidades, la qPCR y el analisis del bioanalizador pueden realizarse en genomas completos (por ejemplo, el
ADN fragmentado que se purifica, por ejemplo, el ADN marcado). En algunas modalidades, la gqPCR y el anélisis
del bioanalizador pueden realizarse en una muestra biolégica inmovilizada (por ejemplo, una muestra biolégica
fija). Por ejemplo, los métodos descritos en la presente descripcién (por ejemplo, prepermeabilizacién,
permeabilizacién) pueden realizarse para capturar el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) y para
optimizar la qPCR y el analisis del bioanalizador para diferentes muestras biolégicas.

En algunas modalidades, después de la ligazén, puede realizarse una etapa de desnaturalizaciéon basada en
la superficie. Dicho de otra manera, después de la ligazén del ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado) a
la sonda de captura, seguido del desplazamiento de la hibridacién de la hebra descrita en la presente descripcién
(por ejemplo, la ADN polimerasa |), puede realizarse una etapa de desnaturalizacién basada en la superficie en un
flujo de trabajo paralelo. En algunas modalidades, una solucidén basica puede realizar la desnaturalizacién basada
en la superficie. Por ejemplo, la solucién basica puede desnaturalizar el ADN de doble hebra fragmentado que se
captura (por ejemplo, el ADN marcado), de esta manera se generan las sondas de captura de una sola hebra
ligadas al ADN fragmentado que se captura (por ejemplo, el ADN marcado). En algunas modalidades, la solucién
béasica es KOH. En algunas modalidades, la solucién basica es NaOH. En algunas modalidades, la solucién basica
puede ser de aproximadamente 1M de NaOH. Pueden usarse otras soluciones basicas en los métodos descritos
en la presente descripciéon. En algunas modalidades, la solucién bésica puede aplicarse durante aproximadamente
1 minuto a aproximadamente 1 hora. En algunas modalidades, la soluciéon basica puede aplicarse durante
aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40 o aproximadamente 50
minutos. En algunas modalidades, la solucién bésica puede aplicarse durante aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 minutos. En algunas modalidades, la solucién basica aproximadamente puede aplicarse
durante aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11,
aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14 aproximadamente 15, aproximadamente 16,
aproximadamente 17, aproximadamente 18 o aproximadamente 19 minutos. En algunas modalidades, la solucién
béasica puede aplicarse a una temperatura de entre aproximadamente 30 °C a aproximadamente 40 °C. En algunas
modalidades, la solucién basica puede aplicarse a aproximadamente 31 °C, aproximadamente 32 °C,
aproximadamente 33 °C, aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35 °C, aproximadamente 36 °C,
aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C o aproximadamente 39 °C. En algunas modalidades, la solucién
béasica puede aplicarse durante aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 37 °C.

En algunas modalidades, la etapa de desnaturalizacién puede exponer el ADN fragmentado (por ejemplo, el
ADN marcado) a la hibridacién mediante una sonda. En algunas modalidades, la sonda puede ser una sonda de
oligonucleétidos. En algunas modalidades, la sonda de oligonucleétidos puede tener un marcador detectable (por
ejemplo, cualquiera de la variedad de marcadores detectables descritos en la presente descripcién). En algunas
modalidades, el marcador detectable puede ser Cy5. En algunas modalidades, la sonda de oligonucleétidos puede
marcarse con Cy5. En algunas modalidades, la sonda de oligonucleétidos marcada con Cy5 puede hibridarse con
una secuencia complementaria en el ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado). En algunas modalidades,
el oligonucledtido marcado con Cy5 puede hibridarse con la secuencia unida (por ejemplo, adaptador Nextera, por
ejemplo, el primer adaptador o segundo adaptador) al ADN fragmentado (por ejemplo, el ADN marcado). En
algunas modalidades, puede detectarse el marcador Cy5. Por ejemplo, detectar el marcador Cy5 en la sonda de
oligonucleétidos puede revelar la ubicacién espacial de los marcadores del ADN. En algunas modalidades, la
muestra biolégica se puede tefir (por ejemplo, tincién con hematoxilina y eosina). Los métodos de tincién de una
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muestra biolégica se conocen en la técnica y se describen en la presente descripcién. En algunas modalidades,
se pueden obtener imagenes de la muestra biolégica.

Anélisis del genoma completo

El anélisis del genoma completo (por ejemplo, gendmica espacial) también puede realizarse en muestras
biolégicas. Por ejemplo, los métodos de ATAC espacial descritos en la presente descripcién se disefian para
capturar areas accesibles (por ejemplo, “abiertas” o transcripcionalmente activas) de un genoma, sin embargo,
también es posible capturar espacialmente todo el genoma (por ejemplo, el ADN). Para permitir la captura de todo
el genoma, la estructura de la cromatina se interrumpe mediante la degradacién de las histonas

Por lo tanto, se proporcionan en la presente descripcidon métodos para determinar la ubicacién del ADN en una
muestra bioldgica, el método incluye: (a) una muestra bioldgica en una matriz que incluye una pluralidad de sondas
de captura, donde una sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura incluye: (i) un cédigo de barras
espacial y (ii) un dominio de captura; (b) poner en contacto la muestra biolégica con una proteasa, donde la
proteasa es capaz de degradar una o més proteinas histonas, de esta manera libera el ADN; (c) poner en contacto
un transposoma con la muestra biolégica para insertar secuencias de extremos del transposén en el ADN genémico
liberado, de esta manera genera ADN gendmico fragmentado; (d) hibridar una secuencia de extremo del
transposén del ADN fragmentado al dominio de captura; (e) liberar secuencias de extremos del transposén no
unidas al dominio de captura; y (f) determinar (i) una secuencia del c6édigo de barras espacial 0 un complemento
de la misma, y (ii) la totalidad o una porcién de una secuencia del ADN, o un complemento del mismo, y usar las
secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la ubicacién del ADN en la muestra biolégica.

Por lo tanto, se proporcionan en la presente descripcion métodos que incluyen tratar una muestra biolégica con
una proteasa capaz de degradar proteinas histonas lo que resulta en la generacién del ADN gendmico
fragmentado. El ADN gendmico fragmentado puede capturarse mediante el dominio de captura de una sonda de
captura, donde, por ejemplo, la secuencia de extremo del transposén insertada en el ADN gendmico incluye una
secuencia complementaria a un dominio de captura de una sonda de captura. En algunas modalidades, el dominio
de captura comprende una secuencia homopolimérica. En algunas modalidades, el dominio de captura comprende
una secuencia Unica.

En algunas modalidades, una muestra biolégica se permeabiliza al exponer la muestra a una proteasa capaz
de degradar proteinas histonas. Como se usa en la presente descripcion, el término “proteina histona” se refiere
tipicamente a una proteina histona enlazadora (por ejemplo, H1) y/o una proteina histona del nucleo (por ejemplo,
H2A, H2B, H3 y H4). En algunas modalidades, una proteasa degrada proteinas histonas enlazadoras, proteinas
histonas del nicleo o proteinas histonas enlazadoras y proteinas histonas del nlcleo. Puede usarse cualquier
proteasa adecuada capaz de degradar proteinas histonas en una muestra biolégica. Los ejemplos no limitantes de
proteasas capaces de degradar proteinas histonas incluyen proteasas inhibidas por leupeptina y TLCK (clorhidrato
de tosil-L-lisil-clorometano), colagenasa, una proteasa codificada por el gen EUO de Chlamydia trachomatis
serovar A, granzima A, una serina proteasa (por ejemplo, una tripsina o proteasa similar a tripsina, serina proteasa
neutra, elastasa, catepsina G), una aspartil proteasa (por ejemplo, catepsina D), una enzima C1 de la familia de
peptidasas (por ejemplo, catepsina L), una proteasa que es inhibida por el inhibidor de diazometano Z-Phe-Phe-
CHN(2) o el inhibidor de ep6xido E-64, una proteasa lisosomal, o una enzima azurofilica (por ejemplo, catepsina
G, elastasa, proteinasa 3, serina proteasa neutra). En algunas modalidades, una serina proteasa es una enzima
tripsina, una enzima similar a tripsina o una variante funcional o derivado de esta (por ejemplo, P00761; COHKA48;
Q8IYP2; Q8BW11; QB6IE06; P35035; P00760; P06871, Q90627; P16049; P07477; P00762; P35031;, P19799;
P35036; Q29463;, P06872; Q90628; P07478; P07146; P00763; P35032; P70059; P29786; P35037, Q90629
P35030; P08426; P35033; P35038; P12788; P29787; P35039; P35040; Q8NHM4; P35041; P35043; P35044;
P54624; P04814; P35045; P32821; P54625; P35004; P35046; P32822; P35047, COHKAS;, COHKA2; P54627,
P35005; COHKAG; COHKA3; P52905; P83348; P00765, P35042; P81071; P35049; P51588; P35050; P35034;
P35051; P24664; P35048; P00764; P00775;, P54628; P42278;, P54629; P42279; Q91041; P54630; P42280;
COHKAA4) ) o una combinacion de estas. En algunas modalidades, una enzima tripsina es P00761, PO0760, Q29463,
o una de sus combinaciones. En algunas modalidades, una proteasa capaz de degradar una o mas proteinas
histonas comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 80 % de identidad de secuencia con PO0761,
P00760 o Q29463. En algunas modalidades, una proteasa capaz de degradar una o més proteinas histonas
comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad con P00761, PO0760 o Q29463. Una proteasa puede considerarse una variante
funcional sitiene al menos un 50 %, por ejemplo, al menos un 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98,
99 % o 100 %, de la actividad con relacién a la actividad de la proteasa en condicién 6ptima para la enzima.

Adicionalmente, la proteasa puede contenerse en una mezcla de reaccidén (una solucién), que también incluye
otros componentes (por ejemplo, un tampén (por ejemplo, Tris-HCI, una sal, un quelante (por ejemplo, EDTA),
detergente (por ejemplo, SDS)). La mezcla de reaccién puede amortiguarse, con un pH de aproximadamente 6,5-
8,5, por ejemplo, de aproximadamente 7,0-8,0. Adicionalmente, la mezcla de reaccién puede usarse a cualquier
temperatura adecuada, tal como aproximadamente 10-45 °C, por ejemplo aproximadamente 10-44 °C, 11-43 °C,
12-42 °C, 13-41 °C, 14-40 °C, 15-39 °C, 16-38, °C 17-37 °C, por ejemplo aproximadamente 10 °C, 12 °C, 15 °C,
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18 °C, 20 °C, 22 °C, 25 °C, 28 °C, 30 °C, 33 °C, 35 °C 0 37 °C, preferentemente aproximadamente de 30-40 °C,
por ejemplo, aproximadamente 37 °C.

En algunas modalidades, la mezcla de reaccidén puede incubarse con la muestra biolégica de aproximadamente
1 minuto a aproximadamente 30 minutos, de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 25 minutos, de
aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 20 minutos, o durante aproximadamente 15 minutos. En algunas
modalidades, la mezcla de reaccién se incuba con la muestra biolégica durante 37 °C por aproximadamente 10
minutos.

En algunas modalidades, el método incluye obtener imégenes y/o tefir la muestra bioldgica, tal como por
ejemplo, la tincién con hematoxilina y eosina.

En algunas modalidades, la sonda de captura incluye un dominio de escisién, uno 0 mas dominios funcionales,
un identificador molecular Unico 0 sus combinaciones.

En algunas modalidades, el método incluye una etapa de migraciéon activa en donde el ADN gendmico
fragmentado migra a la matriz por la aplicacién de un campo eléctrico.

En algunas modalidades, la hibridacién en la etapa (d) comprende hibridar la secuencia de extremo del
transposén, o una porcién de esta, al dominio de captura, o una porcién de esta, de la sonda de captura. En
algunas modalidades, el método extiende un extremo 3’ de la sonda de captura mediante el uso del ADN gendmico
fragmentado como una plantilla. En algunas modalidades, la etapa de extension se realiza mediante el uso de una
ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de la hebra. En algunas modalidades, el método incluye el
relleno de espacios (por ejemplo, como se describe en la presente descripcién) entre la secuencia de extremo del
transposén y el ADN gendmico fragmentado. En algunas modalidades, el transposoma incluye una enzima
transposasa (por ejemplo, cualquiera de las enzimas transposasas descritas en la presente descripcién), tal como
una enzima transposasa Tn5, una enzima transposasa Mu, una enzima transposasa Tn7, una transposasa de las
especies de Vibrio, o un derivado funcional o variantes de estas.

En algunas modalidades, la liberacién en la etapa (d) comprende calentar la muestra biolégica. En algunas
modalidades, el calentamiento incluye calentar a una temperatura de aproximadamente 65 °C a 85 °C.

En algunas modalidades, determinar la ubicacién del ADN en una muestra biolégica incluye ademas analizar
espacialmente todo el genoma de la muestra biol6gica.

Ejemplos
Ejemplo 1. Flujo de trabajo de ATAC para las matrices espaciales

Preparacién de tejidos y flujo de trabajo de ATAC espacial

Las muestras de tejido se congelan instantdneamente en bloques de temperatura de corte éptima (OCT), se
crioseccionan en secciones de 10 um, se colocan en un portaobjetos de matriz espacial de Visium (10X Genomics,
Inc.) y se calientan a 37 °C durante 1 minuto. Los tejidos se fijan en formalina (formaldehido al 1 % en PBS) a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se enjuagan varias veces en PBS. Después de la fijacién, se inunda
el portaobjetos en isopropanol (80 %), se retira y el portaobjetos con el tejido se seca al aire. El tejido se
prepermeabiliza con colagenasa en tampdn HBSS (0,2 U de colagenasa, 0,2 mg de BSA) a 37 °C durante 20
minutos y se lava con un tampdn de lavado SSC 0,1X. Después del lavado, el tejido se permeabiliza a RT durante
10 minutos con una solucién amortiguada que contiene NP40 al 0,1 %, Tween-20 al 0,1 % y digitonina al 0,01 %.

Los reactivos de fragmentomarcaje (lllumina, Inc.) se depositan en el tejido permeabilizado durante 1 hora a
37 °C. Los reactivos incluyen 2,5 pl de Tn5 en una mezcla de fragmentomarcaje (tampdn TD 1x, PBS al 31 %,
digitonina al 0,01 %, Tween-20 al 0,1 %, H2O). El portaobjetos se lava (tampén de lavado 3) y el fragmentomarcaje
se detiene con un tampén de parada de fragmentomarcaje (SDS al 0,01 %, 50 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCI
y HoO) a 37 °C durante 10 minutos.

Una mezcla de 2 UM de oligonucleétidos de férula (NEB2.1 1x, H2O) y reactivos asociados se afiaden al tejido
y se incuban a 75 °C durante 15 minutos. La temperatura disminuye lentamente a 20 °C durante toda la noche,
con un enfriamiento de velocidad de rampa de 0,1 °C/min para permitir la difusién del marcado, la hibridacién de
los oligonucledtidos de férula con los marcados, y la captura subsecuente de los complejos marcado y
oligonucleétidos de férula.

La polimerizacién y la ligazén se realizan mediante el uso de una mezcla de ADN T4 (5U de ADN polimerasa
T4, 0,4U de ADN ligasa T4, 1 uM de dNTP, 3 mM de ATP, H-O, NEB2.1 1x) y se incuba a 20 °C durante 3 horas.
El tejido se extrae mediante el uso de 2 mg/ml de proteinasa K en un tampén PKD, y la incubacién se lleva a cabo
a 56 °C durante 1 hora. Los portaobjetos se lavan durante 10 minutos a 50 °C en el tampén de lavado 1 (SSC 0,3x,
SDS) posteriormente se lavan con el tampén de lavado 2 (SSC 0,2x) a temperatura ambiente durante 1 minuto, se
finaliza en el tampén de lavado 3 (SSC 0,1x) y se seca por centrifugacién.
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Preparacidn y secuencia de bibliotecas

Para permitir la preparacién masiva de bibliotecas de los marcados unidos a la superficie con cédigo de barras
espacial, la desnaturalizacién de las sondas de captura en los portaobjetos se realiza con 0,08 N de KOH a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla se transfiere desde el portaobjetos a tubos LoBind que
contienen 1M de Tris a pH 7,0. La etapa de desnaturalizacién se repite y se realiza la limpieza (Kit de limpieza por
reaccion MiniElute, Qiagen) seguida por la elucién en 20 pl de tampédn de elucién. Las muestras se procesan en
bibliotecas de secuenciacién y se secuencian en un instrumento lllumina Nextseq 500 mediante el uso de lecturas
extremos emparejadas segun los protocolos del fabricante.

Procedimientos de la tincién

Después del fragmentomarcaje, se afiade una capa de isopropanol al 80 % a los tejidos en los portaobjetos,
se retira y se seca al aire como se describié anteriormente. Las secciones de tejido se tifien con hematoxilina a
temperatura ambiente durante 7 minutos, se enjuagan con agua, se incuban en tampén de azuleamiento a
temperatura ambiente durante 2 minutos, se enjuagan con agua y se tifien con eosina a temperatura ambiente
durante 10 o 20 segundos en dependencia de la muestra de tejido (por ejemplo, cerebro de ratén y tejido de cancer
de préstata, respectivamente). Los portaobjetos se enjuagan con agua, se secan por centrifugacién, se cubren con
glicerol y un cubreobjetos y se obtienen imagenes.

Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido en los portaobjetos se bloquean mediante incubacién con un tampén de tincién durante
5 minutos. El tampén de tincién se elimina y la dilucién del anticuerpo primario se afiade y se incuba a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se realizan dos lavados con tampén de tincién durante 3 minutos cada uno, seguido
de la adicién de la dilucién secundaria del anticuerpo y la incubacién a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Se realizan tres lavados con tampén de tincién durante 3 minutos cada uno, y finalmente se lavan con una pipeta
con PBS una vez. Los cortes se secan por centrifugacion, se cubren con glicerol y un cubreobjetos y se obtienen
iméagenes.

La Figura 1 es un diagrama esquemético que muestra un ejemplo de una sonda de captura, como se describe
en la presente descripcién. Como se muestra, la sonda de captura 102 esta opcionalmente acoplada a un elemento
101 mediante un enlazador escindible 103, tal como un enlazador fotoescindible. La sonda de captura puede incluir
secuencias funcionales que son Utiles para el procesamiento subsecuente, tales como la secuencia funcional 104,
que puede incluir una secuencia de unién a la celda de flujo especifica del secuenciador, por ejemplo, una
secuencia P5 o P7, asi como también la secuencia funcional 105, que puede incluir secuencias de cebadores de
secuenciacion, por ejemplo, un sitio de unién al cebador R1, un sitio de unién al cebador R2. En algunas
modalidades, la secuencia 104 es una secuencia P7 y la secuencia 105 es un sitio de unién al cebador R2. Puede
incluirse un cédigo de barras espacial 106 dentro de la sonda de captura para su uso en la codificacién del analito
diana. Las secuencias funcionales generalmente pueden seleccionarse para compatibilidad con cualquiera de una
variedad de sistemas de secuenciacién diferentes, por ejemplo, lon Torrent Proton o PGM, instrumentos de
secuenciacion lllumina, PacBio, Oxford Nanopore, etc., y los requisitos de los mismos. En algunas modalidades,
las secuencias funcionales pueden seleccionarse por compatibilidad con sistemas de secuenciacién no
comercializados. Ejemplos de tales sistemas y técnicas de secuenciacién, para los cuales pueden usarse
secuencias funcionales adecuadas, incluyen (pero no se limitan a) secuenciacién lon Torrent Proton o PGM,
secuenciacidén lllumina, secuenciacién PacBio SMRT y secuenciacién Oxford Nanopore. Ademas, en algunas
modalidades, las secuencias funcionales pueden seleccionarse para que sean compatibles con otros sistemas de
secuenciacién, incluidos sistemas de secuenciacién no comercializados.

En algunas modalidades, el cédigo de barras espacial 106, las secuencias funcionales 104 (por ejemplo, la
secuencia de unién a la celda de flujo) y 105 (por ejemplo, secuencias de cebadores de secuenciacion) pueden
ser comunes a todas las sondas unidas a un elemento dado. El cédigo de barras espacial también puede incluir
un dominio de captura 107 para facilitar la captura de un analito diana. En algunas modalidades, pueden incluirse
secuencias adicionales en la sonda de captura. Por ejemplo, puede incluirse un identificador molecular Unico entre
la secuencia funcional 105 y el cédigo de barras espacial 106, o puede insertarse un identificador molecular tnico
entre el cédigo de barras espacial 106 y el dominio de captura 107. También pueden incluirse secuencias
funcionales adicionales, por ejemplo, la secuenciacién de cebadores (por ejemplo, secuencias de unién de
cebadores de secuenciacién, secuencias de unién de cebadores de amplificacién) en la sonda de captura, por
ejemplo, una segunda secuencia funcional que es diferente de la primera secuencia(s) funcional puede encontrarse
entre el codigo de barras espacial 106 y el dominio de captura 107. En algunas modalidades, la sonda de captura
puede incluir un identificador molecular Unico y una segunda secuencia funcional, de uno o ambos.

La Figura 2 muestra un flujo de trabajo ilustrativo de ATAC espacial (spATAC). El flujo de trabajo incluye poner
en contacto una muestra bioldégica con una matriz que comprende una pluralidad de sondas de captura y marcar
el ADN gendmico accesible con un transposoma que resulta en un ADN fragmentado con secuencias de extremos
del transposén insertadas (por ejemplo, Nextera A, Nextera B). El ADN marcado obtenido resulta en un espacio
entre las secuencias de extremos del transposén y el ADN genémico fragmentado. En algunos ejemplos, las
secuencias de extremos del transposén adyacentes al espacio se liberan (por ejemplo, se eliminan) del ADN
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gendmico fragmentado. En algunos ejemplos, tales secuencias de extremos del transposén se liberan con un
gradiente de calor. Un oligonucleétido de férula se hibrida con el dominio de captura de la sonda de captura, o una
porcién de esta, y la secuencia de extremo del transposén restante. Se realiza el relleno de espacios, la extensién
del ADN (por ejemplo, la extensién con una ADN polimerasa) y la ligazén de la secuencia de extremo del
transposén a la sonda de captura. La polimerasa de relleno de espacios rellena el espacio entre el oligonucleétido
de férula y el ADN gendémico fragmentado (por ejemplo, una porcién en la cual se incluye la secuencia de extremo
del transposén liberada) con los &cidos nucleicos complementarios del espacio que necesita rellenarse. La
extension del ADN resulta en la generaciéon de una segunda hebra con una secuencia complementaria al cédigo
de barras espacial y un complejo de ADN de doble hebra. En algunos ejemplos, la segunda hebra generada se
libera (por ejemplo, se desnaturaliza), se recoge, se amplifica y se procesa para indexado y construccién de
biblioteca. La biblioteca resultante se usa para determinar la ubicacién de la cromatina accesible en la muestra
biolégica.

Ejemplo 2. Analisis ATAC espacial

Los siguientes resultados se generaron mediante el flujo de trabajo de spATAC ilustrativo descrito en el Ejemplo
1. La Figura 3A muestra un cerebro de ratén tefiido con hematoxilina y eosina (HyE) con una seccién de tejido de
xenoinjerto de glioma humano. La Figura 3B muestra el conglomerado espacial (por ejemplo, las posiciones
puntuales) de la seccién de tejido cerebral de ratén y los datos muestran una amplia coincidencia espacial entre el
ADN gendmico capturado y la estructura morfoldgica de la seccién de tejido cerebral de ratén. Las casillas de
ambas figuras indican areas que sirven como areas internas de control de calidad para demostrar que se obtuvo
la resolucién espacial de los métodos de spATAC (por ejemplo, en dos casillas no hay tejido y no se observa
ningln conglomerado, en una casilla donde hay un poco de una pieza de tejido que se agrupa).

Las Figuras 4A-B muestran iméagenes representativas de un experimento con tejido donde las células humanas
que se expresan en ratdn se usan para probar la resolucién espacial del flujo de trabajo descrito en la Figura 2. La
Figura 4A muestra un cerebro de ratén tefiido con HyE con seccidén de tejido de xenoinjerto de glioma humano.
Las porciones mas oscuras rodeadas con un circulo en la imagen son areas de la seccién de tejido con células
humanas. La Figura 4B muestra la identificacién del ADN humano identificado dentro de la seccién de tejido de
ratén indicada por los circulos. Los datos muestran que el conglomerado refleja la morfologia de la seccién de
tejido y es sensible a la deteccién y distincién entre el ADN humano frente al de ratén en la seccién de tejido de
muestra.

Tabla 1. Lecturas por punto en la escala de logaritmo natural

indice Promedio Est.
1 14,197071531445 11,3092012410549
2 34,9050753875557 32,2738289613216
3 36,3514060287275 23,8985761010508
4 4,52903081732917 3,35271103443555
5 24,6123792800702 31,4306497970632
6 4,91824739513759 4,25066145637371
Tabla 2. Genes por punto en la escala de logaritmo natural
indice Promedio Est.
1 12,8216514642343 9,68067308393996
2 22,8551709492461 14,954558667119
3 32,3910580619057 20,1521778991193
4 4,16033943724877 2,92892111421054
5 17,9218612818262 17,9319400455273
6 4,50601122094577 3,76867917965407

Las Figuras 5A-B muestran graficos replicados del numero de puntos por el nuUmero total de identificadores
moleculares Unicos (UMI) identificados en dos secciones de tejido cerebral de ratén (indice 6 e indice 5,
respectivamente en la Tabla 1 y la Tabla 2; (datos del indice 1-4 no se muestran)). Los datos que se muestran se
mapearon a cromosomas en lugar de genes. La linea discontinua indica la media (Figura 5A-5B, parte inferior).
Las posiciones puntuales dentro de la muestra biolégica se muestran para el indice 6 y 5 (Figura 5A-5B, parte
superior). Los puntos mas oscuros indican mas UMI que se detectan en esa ubicacién.

Las Figuras 6A-B muestran gréaficos que indican la recuperacion de la periodicidad del nucleosoma cuando la
muestra bioldgica no se traté con proteinasa K después del fragmentomarcaje y la tincién con HyE también se
realiz6 después del fragmentomarcaje. Los datos indican que la estructura de la cromatina permanece intacta sin
el tratamiento con proteinasa K y la tincién después del fragmentomarcaje.

En conjunto, los datos demuestran que el flujo de trabajo de spATAC ilustrativo descrito en la Figura 2 puede
usarse para analizar espacialmente el ADN gendmico accesible a partir de muestras biolégicas. Ademés, el método
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también es sensible, ya que el ADN humano y el de ratén se identificaron por separado mediante el flujo de trabajo
en el cerebro de ratdn con una seccién de tejido de xenoinjerto de glioma humano.

Ejemplo 3. Flujo de trabajo del analisis del genoma completo

El analisis del genoma completo (por ejemplo, genémica espacial) también puede realizarse en muestras de
tejido. Por ejemplo, los métodos ATAC espaciales descritos en la presente descripcion se disefian para capturar
areas accesibles (por ejemplo, “abiertas” o transcripcionalmente activas) de un genoma, sin embargo, también es
posible capturar espacialmente todo el genoma. Para permitir la captura de todo el genoma, la estructura de la
cromatina se interrumpe por la degradacién de las histonas después del tratamiento con colagenasa como se
describié en el Ejemplo 1, seguido de la incubacién con la proteinasa K (2 mg/ml) en un amortiguador de proteinasa
K (SDS al 1 %, 50 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCI, H20) a 37 °C durante 10 minutos. EI ADN fragmentado
resultante puede capturarse en la matriz espacial seguido de la preparacién de la biblioteca y el analisis de las
secuencias como se describe en la presente descripcién.

Ejemplo 4. Analisis ATAC espacial

Las Figuras 7A-H muestran un anélisis replicado que se realizd en las dos secciones consecutivas de tejido
embrionario de un ratén inmunotefiidas con un anticuerpo SOX9 (Figuras 7Ay 7E) antes de los flujos de trabajo
de ATAC-seq espacial descritos en la presente descripcién. Las Figuras 7B y 7F muestran el niumero total de
fragmentos de ADN marcados que se capturan por punto, lo que es indicativo de la resoluciéon espacial de la
captura de ADN gendmico fragmentado. Las Figuras 7C y 7G son graficos que muestran el enriquecimiento del
sitio de inicio de la transcripcién (TSS) para los puntos bajo las secciones de tejido para las secciones consecutivas
y Figuras 7D y 7H son gréficos que muestran la periodicidad del nucleosoma correspondiente que se refleja en la
distribucién del tamafio del marcado que se captura reconstruido después de la secuenciacion.

La Figura 8 muestra el diagrama gendmico de las densidades de lectura de ATAC-seq en un conjunto de datos
de referencia de ratdén (e13,5 ENCODE) y de ATAC-seq espacial (e13,5) de los embriones de ratén que se muestran
en las Figuras 7A y 7E. El enriquecimiento de la sefial de ATAC-seq espacial y la desighacién de picos (parte
inferior) muestran posiciones coincidentes para el enriquecimiento de fragmentos de los siguientes genes: Gga1,
Mir6955, Sh3bp1, Pdxp, Lgals1, Nol12 y Triobp, por lo tanto, demuestra que los flujos de trabajo de ATAC espacial
descritos en la presente descripcién pueden usarse para detectar el ADN gendémico accesible a partir de muestras
biolbgicas (por ejemplo, secciones de embriones de ratén).

Ejemplo 5. Analisis ATAC espacial

Los datos mostrados en las Figuras 9A-12B se generaron de acuerdo con la etapa de preparacién y
secuenciacién de la biblioteca, los procedimientos de tincién y la inmunohistoquimica se realizaron como se
describié en el Ejemplo 1. Sin embargo, la preparacion de tejidos y el flujo de trabajo de ATAC espacial se
prepararon de acuerdo con el protocolo méas abajo.

Preparacién de tejidos y flujo de trabajo de ATAC espacial

Las muestras de tejido se congelan instantdneamente en bloques de temperatura de corte éptima (OCT), se
crioseccionan en secciones de 10 uym, se colocan en un portaobjetos de matriz espacial de Visium y se calientan
a 37 °C durante 1 minuto. Los tejidos se fijan en formalina (formaldehido al 1 % en PBS) a temperatura ambiente
durante 10 minutos y se enjuagan varias veces en PBS. Después de la fijacién, se inunda el portaobjetos en
isopropanol (80 %), se retira y el portaobjetos con el tejido se seca al aire. El tejido se prepermeabiliza con
colagenasa en tampén HBSS (0,2 U de colagenasa, 0,2 mg de BSA) a 37 °C durante 20 minutos y se lava con un
tampén de lavado SSC 0,1X. Después del lavado, el tejido se permeabiliza a RT durante 10 minutos con una
solucién amortiguada que contiene NP40 al 0,1 %, Tween-20 al 0,1 % y digitonina al 0,01 %.

Los reactivos de fragmentomarcaje (lllumina) se depositan en el tejido permeabilizado durante 1 hora a 37 °C.
Los reactivos incluyeron 2,5 pl de Tn5 en una mezcla de fragmentomarcaje (tampén TD 1x, PBS al 31 %, digitonina
al 0,01 %, Tween-20 al 0,1 %, H>O). El portacbjetos se lava (tampén de lavado 3) y el fragmentomarcaje se detiene
con un tampén de parada de fragmentomarcaje (SDS al 0,01 %, 50 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCl y H20) a
37 °C durante 10 minutos.

Una mezcla de 2 pM de oligonucleétido de férula en una solucién salina (a base de NEC 2,1 o SSC) que
contiene 0,2 mg/pl de proteinasa K y una dilucién de Triton X-100 (0,2-0,01 %) se afiadieron a la seccidn de tejido
y se incubaron a 30 °C durante aproximadamente 2-8 horas para permitir la liberacién del marcador mediante la
digestién de la proteasa, difusion del marcador y la hibridacién de los oligonucleétidos de férula a los marcadores,
y la captura subsecuente por las sondas de captura de los complejos de oligonucledtidos de férula-marcador.

La polimerizacién y la ligazén se realizan mediante el uso de una mezcla de ADN T4 (5 U de ADN polimerasa
T4, 0,4 U de ADN ligasa T4, 1 uM de dNTP, 3 mM de ATP, H20, NEB2.1 1x suplementado con Triton X-100 (0,2-
0,01 %)), y se incuba a 20 °C durante 3 horas. El tejido se extrae mediante el uso de 2 mg/ml de proteinasa K en
tampén PKD, vy las incubaciones se llevaron a cabo a 56 °C durante 1 hora. Los portaobjetos se lavan durante 10
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minutos a 50 °C en el tampén de lavado 1 (SSC 0,3x, SDS) posteriormente se lavan con el tampén de lavado 2
(SSC 0,2x) a temperatura ambiente durante 1 minuto, se finaliza en el tampén de lavado 3 (SSC 0,1x) y se seca
por centrifugacién.

La Figura 9A es una aproximacién y proyeccién uniforme del colector (UMAP) del conglomerado no sesgada
basada en gréficos y la asignacion del conglomerado de cada punto en la seccién de tejido que se muestra en la
Figura 9B. La Figura 9B muestra unos gréaficos (UMAP) de accesibilidad génica a través de los puntos tisulares en
una seccién de ratén procesada de acuerdo con ATAC-seq espacial. En conjunto, los datos muestran que ATAC-
seq espacial captura una variacién bioldgica significativa en la accesibilidad génica a través de las regiones de
tejido.

Las Figuras 10A-D muestran graficos de UMAP (Figura 10Ay Figura 10C) que se colorean por la accesibilidad
relativa de dos regiones génicas, la glicoforina C (Gypc) y un receptor acoplado a la proteina G de adhesion 1
(Bai1), que se encuentra que es diferencialmente accesible entre las regiones de la seccién de tejido que
corresponden a la accesibilidad relativa que se muestra en la Figura 10B y Figura 10D.

La Figura 11A muestra el conglomerado basado en la expresion génica. Los conglomerados, es decir, las
regiones de tejido con perfiles de expresidn génica caracteristicos se indican mediante niUmeros. Las Figuras 11B-
F muestran la accesibilidad de algunos de los genes marcadores principales (Figura 11B 28 genes; Figura 11C 61
genes; Figura 11D 132 genes; Figura 11E 180 genes; Figura 11F 807 genes) para cada conglomerado en una
seccidén adyacente, de acuerdo con ATAC-seq espacial, que manifiesta una alta concordancia.

Se ensayd una muestra de tejido de ratdén para determinar la accesibilidad a la regién genémica, donde se
encontrd que las regiones eran diferencialmente accesibles cuando se usan los métodos de spATAC-seq descritos.
La Figura 12 muestra el diagrama genémico del enriquecimiento de la sefial de ATAC-seq espacial y la accesibilidad
de una de las regiones que se encuentran que son mas accesibles en una seccion de tejido de ratén.

En conjunto, los datos de las Figuras 9A-12 demuestran que el flujo de trabajo ilustrativo, que incluye la
preparacién de tejidos y el flujo de trabajo de ATAC espacial, puede usarse para detectar el ADN gendmico
accesible a partir de muestras biolégicas.

Apéndice del listado de secuencias
SEQ ID NO: 1 — Transposasa Tnb

MITSALHRAADWAKSVFSSAALGDPRRTARLVNVAAQLAKY SGKSITISSEGSEAMQEGAYRFIRNPNVSAEAIRKA
GAMQTVKLAQEFPELLAIEDTTSLSYRHQVAEELGKLGSIQDKSRGWWVHSVLLLEATTFRTVGLLHQEWWMRP
DDPADADEKESGKWLAAAATSRLRMGSMMSNVIAVCDREADIHAYLQDKLAHNERFVVRSKHPRKDVESGLYLY
DHLKNQPELGGYQISIPQKGVVDKRGKRKNRPARKASLSLRSGRITLKQGNITLNAVLAEEINPPKGETPLKWLLLT
SEPVESLAQALRVIDIYTHRWRIEEFHKAWKTGAGAERQRMEEPDNLERMVSILSFVAVRLLQLRESFTLPQALRA
QGLLKEAEHVESQSAETVLTPDECQLLGYLDKGKRKRKEKAGSLQWAYMAIARLGGFMDSKRTGIASWGALWEG
WEALQSKLDGFLAAKDLMAQGIKI

SEQ ID NO: 2 secuencia de extremo del mosaico Tn5
CTGTCTCTTA TACACATCT
SEQ ID NO: 3 — Transposasa del bacteriéfago Mu

MKEWYTAKELLGLAGLPKQATNITRKAQREGWEFRQVAGTKGVSFEFNIKSFPVYALRAEILLQQGRIETSQGYFEIA
RPTLEAHDYDREALWSKWDNASDSQRRLAEKWLPAVQAADEMLNQGISTKTAFATVAGHYQVSASTLRDKYYQV
QKFAKPDWAAALVDGRGASRRNVHKSEFDEDAWQFLIADYLRPEKPAFRKCYERLELAAREHGWSIPSRATAFRR
IQQLDEAMVVACREGEHALMHLIPAQQRTVEHLDAMQWINGDGYLHNVFVRWFNGDVIRPKTWFWQDVKTRKIL
GWRCDVSENIDSIRLSFMDVVTRYGIPEDFHITIDNTRGAANKWLTGGAPNRYRFKVKEDDPKGLFLLMGAKMHW
TSVVAGKGWGQAKPVERAFGVYGGLEEYVDKHPALAGAYTGPNPQAKPDNYGDRAVDAELFLKTLAEGVAMFNA
RTGRETEMCGGKLSFDDVFEREYARTIVRKPTEEQKRMLLLPAEAVNVSRKGEFALKVGGSLKGAKNVYYNMAL
MNAGVKKVVVRFDPQQLHSTVYCYTLDGRFICEAECLAPVAFNDAAAGREYRRRQKQLKSATKAAIKAQKQMDA
LEVAELLPQIAEPEAPESRIVGIFRPSGNTERVKNQERDDEYETERDEYLNHSLDILEQNRRKKAI

SEQ ID NO: 4 - Secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu
TGAAGCGGCG CACGAAAAAC GCGAAAG

SEQ ID NO: § - Secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu
GCGTTTCACG ATAAATGCGAAAA

SEQ ID NO: 6 - Secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu

CTGTTTCATT TGAAGCGCGA AAG

32



10

15

20

ES 2993724 T3

SEQ ID NO: 7 - Secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu
TGTATTGATT CACTTGAAGT ACGAAAA

SEQ ID NO: 8 - Secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu
CCTTAATCAA TGAAACGCGA AAG

SEQ ID NO: 9 — Secuencia de reconocimiento de la transposasa Mu
TTGTTTCATT GAAAATACGA AAA

SEQ ID NO: 10 - Familia de la Transposasa 1S4

MTHSDAKLWAQEQFGQAQLKDPRRTQRLISLATSIANQPGVSVAKLPFSPADMEGAYRFIRNENINAEDIAEAGFQ
STVSRANEHKELLALEDTTTLSFPHRSIKEELGHTNQGDRTRALHVHSTLLFAPQSQTIVGLIEQQRWSEDITKRGQ
KHQHATRPYKEKESYKWEQASRRVVERLGDKMLDVISVCDREADLFEYLTYKRQHQQRFVVRSMQSRCLEEHA
QKLYDYAQALPSVETKALTIPQKGGRKARNVKLDVKYGQVTLKAPANKKEHAGIPVYYVGCLEQGTSKDLAWHLLT
SEPINNVDDAMRIIGYYERRWLIEDFHKVWKSEGTDVESLRLQSKDNLERLSVIYAFVATRLLALRFMKEVDELTKE
SCEKVLGQKAWKLLWLKLESKTLPKEVPDMGWAYKNLAKLGGWKDTKRTGRASIKVLIWEGWFKLQTILEGYELA
MSLDH

SEQ ID NO: 11- Secuencia de reconocimiento de la transposasa de V. harveyi
CTGTCTCTTGATCACAAGT
SEQ ID NO: 12- Secuencia de reconocimiento de la transposasa de V. harveyi
AGATGTGATCAAGAGACAG
SEQ ID NO: 13- Secuencia de reconocimiento de la transposasa de V. harveyi

CTGTCTCTTGATCACATCT
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REIVINDICACIONES
Un método para determinar la accesibilidad al ADN genémico, el método comprende:

(a) una muestra biolégica en una matriz que comprende una pluralidad de sondas de captura, en donde
una sonda de captura de la pluralidad de sondas de captura comprende: (i) un cédigo de barras espacial
y (ii) un dominio de captura;

(b) poner en contacto una pluralidad de oligonucleétidos de férula con la muestra biolégica, en donde un
oligonucleétido de férula se hibrida con el dominio de captura;

(c) poner en contacto un transposoma con la muestra biolégica para insertar secuencias de extremos del
transposén en el ADN gendmico accesible, de esta manera se genera ADN gendémico fragmentado;

(d) hibridar el ADN genédmico fragmentado al oligonucleétido de férula y ligar el ADN genémico fragmentado
a la sonda de captura;

(e) liberar una o méas secuencias de extremos del transposén no ligadas del ADN genémico fragmentado
ligado; y

(f) determinar (i) una secuencia del cédigo de barras espacial 0 un complemento de la misma, y (ii) la
totalidad o una porcién de una secuencia del ADN gendémico fragmentado, o un complemento de la
misma, y usar las secuencias determinadas de (i) y (ii) para determinar la accesibilidad al ADN genémico
en la muestra biolégica.

El método de la reivindicacién 1, en donde la matriz comprende uno o méas elementos, opcionalmente en
donde el uno o mas elementos comprenden una perla.

El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde la sonda de captura comprende ademas un dominio de
escision, uno o mas dominios funcionales, un identificador molecular Gnico, o sus combinaciones.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas una etapa de migracion activa
en donde el ADN gendmico fragmentado migra a la matriz por la aplicacién de un campo eléctrico.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la hibridacién en la etapa (b) comprende
hibridar el oligonucleétido de férula, o una porciéon del mismo, al dominio de captura, o una porcién del
mismo, de la sonda de captura, opcionalmente en donde la hibridacién en la etapa (d) comprende hibridar
el oligonucleétido de férula, o una porcién del mismo, a una secuencia de extremo del transposén o una
porcién de la misma, de un ADN gendmico fragmentado.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la ligazén se realiza mediante el uso de una
ADN ligasa, opcionalmente en donde la etapa de ligazdn resulta en la generacién de una molécula de ADN.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende ademés extender un extremo 3’ de la
sonda de captura mediante el uso del ADN genémico fragmentado como una plantilla, opcionalmente en
donde la etapa de extensidn se realiza mediante el uso de una ADN polimerasa que tiene actividad de
desplazamiento de hebra.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende ademés realizar el relleno de espacios
entre el oligonucleétido de férula y el ADN gendémico fragmentado.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el transposoma comprende una enzima
transposasa, y en donde la enzima transposasa es una enzima transposasa Tn5, opcionalmente en donde
la enzima transposasa Tnh5 comprende una secuencia que es al menos 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 1,
una enzima transposasa Mu, una enzima transposasa Tn7, una transposasa de las especies de Vibrio, o
derivados funcionales de esta.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la determinacién en la etapa (f) comprende
secuenciar (i) el coédigo de barras espacial 0 un complemento del mismo, y (ii) la totalidad o una porcién de
la secuencia del ADN gendémico fragmentado o un complemento de la misma, y determinar ademés la
ubicacién del ADN gendémico accesible en la muestra biolégica.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que comprende ademés obtener imagenes de la
muestra bioldgica antes o después de poner en contacto la muestra biolégica con la matriz, opcionalmente
que comprende ademas tefiir la muestra bioldgica, opcionalmente en donde la tincién comprende tefiir con
hematoxilina y eosina.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde la liberacién en la etapa (d) comprende
calentar la muestra bioldgica, opcionalmente en donde el calentamiento comprende calentar hasta una
temperatura de aproximadamente 65 °C a 85 °C.
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El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde poner en contacto el transposoma con la
muestra biolégica se realiza bajo una condicién de permeabilizacién quimica, bajo una condicién de
permeabilizacién enzimatica, o0 ambas.

El método de la reivindicaciéon 13, en donde la condicién de permeabilizacion quimica comprende un
detergente, opcionalmente en donde el detergente es uno o mas de NP-40, Tween-20, Triton X-100 y
Digitonina, opcionalmente en donde el detergente esta a una concentracién de aproximadamente 0,001 %
(v/v) a aproximadamente 1,0 % (v/v).

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde poner en contacto el transposoma con la
muestra biol6gica se realiza después de una condicién de prepermeabilizacion enzimética, opcionalmente
en donde la condicidén de prepermeabilizacidén enzimética comprende una proteasa, opcionalmente en
donde la proteasa es una pepsina, una colagenasa, una Proteinasa K y sus combinaciones.
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