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DESCRIPCION
Captura en formato multiple de la expresién génica y proteica de una muestra bioldgica
Campo de la invencién

En la presente descripcidén se proporcionan métodos, composiciones y kits para preparar muestras biolégicas para el
analisis proteémico y de expresién génica espacial en formato multiple, tal como determinar una localizacién de un
analito de acido nucleico y un analito de proteina en una muestra biolégica.

Antecedentes

Las células dentro de un tejido de un sujeto tienen diferencias en la morfologia y/o funcién celular debido a niveles
variados de analito (por ejemplo, expresiéon génica y/o de proteinas) dentro de las diferentes células. La posicidén
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 relacién al microentorno del tejido) puede afectar, por ejemplo, la morfologia, la
diferenciacion, el destino, la viabilidad, la proliferacién, el comportamiento, y la sefializaciéon y el intercambio de la
célula con otras células en el tejido.

La heterogeneidad espacial se ha estudiado previamente mediante el uso de técnicas que solo proporcionan datos
para un pequefio pufiado de analitos en el contexto de un tejido intacto o una porcién de un tejido, o proporcionan
datos sustanciales del analito para el tejido disociado (es decir, células individuales), pero no logran proporcionar
informacién sobre la posicidén de la célula individual en una muestra biolégica madre (por ejemplo, muestra de tejido).

Ademas, la deteccién en formato multiple de diferentes analitos (por ejemplo, acido nucleico, proteina, etc.) en la
misma muestra bioldgica, mientras se conserva la informacién espacial sigue siendo un desafio en el campo. Los
métodos actuales incluyen la deteccidén espacial amplia del transcriptoma o varios métodos de deteccidn de proteinas,
sin embargo, alin se necesitan métodos que logren ambos dentro del contexto espacial de una muestra biolégica.

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

La deteccién en formato mdultiple de diferentes analitos (por ejemplo, acido nucleico, proteina, etc.) en la misma
muestra biolégica, mientras se conserva la informacién espacial, sigue siendo un desafio en el campo. Como se
describié anteriormente, los métodos actuales incluyen la deteccién espacial amplia del transcriptoma o varios
métodos de deteccién de proteinas, incluida la inmunofluorescencia, sin embargo, aln se necesitan métodos que
detecten tanto la expresiéon génica espacial como la expresién proteica espaciales dentro del contexto espacial de una
muestra biolégica simultaneamente.

En la presente descripcién se proporcionan métodos para determinar la localizacién espacial de un acido nucleico y
una proteina a partir de una muestra biol6gica que incluye: a) proporcionar una matriz espacial que incluye una primera
y segunda pluralidad de sondas de captura donde cada pluralidad incluye un codigo de barras espacial y un dominio
de captura, b) poner en contacto la matriz espacial con una muestra biolégica, ¢) poner en contacto la muestra biolégica
con (i) una pluralidad de agentes de captura de analito, donde un agente de captura de analito incluye un resto de
union al analito y un oligonucleétido que incluye un cédigo de barras de un resto de unién al analito y una secuencia
de captura de analito, donde la secuencia de captura de analito incluye una secuencia complementaria a una segunda
pluralidad de dominios de captura, y (ii) una pluralidad de sondas de ligazén con plantilla, donde una de las sondas de
ligazén con plantilla incluye una secuencia complementaria a una primera pluralidad de dominios de captura, d) unir
el resto de unién al analito del agente de captura de analito a una proteina objetivo, e) hibridar las sondas de ligazén
con plantilla a un &cido nucleico objetivo y ligar las sondas para producir productos de ligazén, f) hibridar los productos
de ligazén a la primera pluralidad de dominios de captura y las secuencias de captura de analito de los agentes de
captura de analito unidos a la segunda pluralidad de dominios de captura en la matriz espacial, y g) determinar la
secuencia o una porcién de esta de un producto de ligazén capturado, o un complemento de esta, y la secuencia del
codigo de barras espacial de la sonda de captura, o un complemento de esta, que se asocia con el producto de ligazén,
y la secuencia del resto de unién al analito de la sonda de captura unida, o un complemento de esta, del agente de
captura de analito unido, para determinar de esta manera la localizacién espacial de un acido nucleico y la proteina
de la muestra biolégica.

En algunas modalidades, los dominios de captura de la primera pluralidad de sondas de captura se definen como
secuencias de captura no homopoliméricas o secuencias homopoliméricas. En algunas modalidades, los dominios de
captura de la segunda pluralidad de sondas de captura se definen como secuencias no homopoliméricas o secuencias
de captura homopoliméricas. En algunas modalidades, los dominios de captura de la primera pluralidad de sondas de
captura son diferentes de los dominios de captura de la segunda pluralidad de sondas de captura. En algunas
modalidades, la secuencia homopolimérica incluye una secuencia de poliT y la secuencia ho homopolimérica incluye
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una secuencia fija o una secuencia redundante. En algunas modalidades, la secuencia fija incluye al menos una
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 11.

En algunas modalidades, el acido nucleico es un ARN o ADN. En algunas modalidades, el ARN es un ARNm.

En algunas modalidades, la muestra bioldgica es una muestra de tejido. En algunas modalidades, la muestra de tejido
es una muestra de tejido recién congelada o una muestra de tejido fijada, donde la muestra de tejido fija es una
muestra de tejido fijada con formaldehido, una muestra de tejido fijada con acetona, una muestra de tejido con
paraformaldehido o una muestra de tejido fijada con metanol. En algunas modalidades, la muestra biolégica es una
seccidn de tejido, donde la seccion de tejido es una seccién de tejido recién congelada o una seccién fijada, y
opcionalmente, donde la seccién de tejido fijada es una seccién de tejido embebida en parafina fijada con formalina,
una seccidn de tejido fijada con acetona, una seccién de tejido con paraformaldehido o una seccién de tejido fijada
con metanol. En algunas modalidades, la muestra de tejido se deriva de una muestra de biopsia 0 un embrién de
roedor completo.

En algunas modalidades, antes de la etapa (b) la muestra biolégica se desparafina y desreticula. En algunas
modalidades, la desreticulacion incluye el uso de un tampén. En algunas modalidades, el tampén incluye tampén Tris-
EDTA a un pH de aproximadamente 8 a aproximadamente 10 y una temperatura de aproximadamente 60 °C a
aproximadamente 80 °C. En algunas modalidades, el tampdn incluye tampédn citrato a un pH de aproximadamente 5
a aproximadamente 7 y una temperatura de aproximadamente 70 °C a aproximadamente 100 °C.

En algunas modalidades, la hibridacion de los productos de ligazén con plantilla y las secuencias de captura de analito
de los agentes de captura de analito unidos incluye la permeabilizacién de la muestra biolégica.

En algunas modalidades, la secuencia de captura de analito del oligonucleétido se bloquea antes de unirse a la
proteina objetivo. En algunas modalidades, el oligonucleétido del agente de captura de analito se bloquea mediante
una sonda de bloqueo. En algunas modalidades, la sonda de bloqueo se elimina antes de hibridar la secuencia de
captura de analito del oligonucleétido de la secuencia de captura de analito con el dominio de captura de la sonda de
captura.

En algunas modalidades, la determinacién en la etapa (g) incluye: a) extender los productos de ligazén capturados y
los oligonucleétidos capturados de los agentes de captura de analito, donde los productos de extension incluyen el
cédigo de barras espacial o un complemento de este, b) liberar los productos de extensién, o los complementos de
estos, de la matriz espacial, ¢) producir una biblioteca a partir de los productos de extensién liberados o los
complementos de estos, y d) secuenciar la biblioteca.

En algunas modalidades, antes de la etapa (c) el método incluye preamplificar los productos de extension, o
complementos de estos.

En algunas modalidades, el complemento del oligonucleétido del agente de captura de analito incluye un cédigo de
barras del resto de unién al analito especifico para la porcidn de unidén al analito del agente de captura de analito.

En algunas modalidades, la primera y segunda pluralidad de sondas de captura incluyen un dominio de escisidén, uno
o0 méas dominios funcionales, un identificador molecular tnico y sus combinaciones.

En algunas modalidades, el método incluye la obtencién de imagenes de la muestra biolégica. En algunas
modalidades, la obtencién de imagenes incluye una o méas de microscopia de expansién, microscopia de campo claro,
microscopia de campo oscuro, microscopia de contraste de fases, microscopia electrénica, microscopia de
fluorescencia, microscopia de reflexién, microscopia de interferencia y microscopia confocal.

En algunas modalidades, el método incluye tefiir la muestra bioldgica. En algunas modalidades, la tincién incluye
hematoxilina y eosina. En algunas modalidades, la tincién incluye el uso de una etiqueta detectable seleccionada del
grupo que consiste en un radioisétopo, un fluoréforo, un compuesto quimioluminiscente, un compuesto bioluminiscente
0 una de sus combinaciones.

En algunas modalidades, la matriz espacial incluye una o mas series de dilucién de proteinas.

En la presente descripcién se proporcionan ademés matrices espaciales que incluyen: a) una pluralidad de sondas de
captura que incluyen cédigos de barras espaciales y una primera pluralidad de dominios de captura hibridados con
una pluralidad de productos de ligazén con plantilla, y b) una pluralidad de sondas de captura que incluyen cédigos de
barras espaciales y una segunda pluralidad de dominios de captura hibridados con una pluralidad de oligonucleétidos
de los agentes de captura de analitos, donde los oligonucleétidos incluyen una secuencia de captura de analito y un
cédigo de barras de la fraccién de unién al analito.

En algunas modalidades, las sondas de captura incluyen dominios de escision, identificadores moleculares Unicos,
una o mas secuencias funcionales, o una de sus combinaciones.
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En algunas modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura son secuencias homopoliméricas o secuencias
no homopoliméricas definidas. En algunas modalidades, la segunda pluralidad de dominios de captura son secuencias
homopoliméricas o secuencias no homopoliméricas definidas. En algunas modalidades, la primera pluralidad de
dominios de captura son secuencias de poli(T). En algunas modalidades, la matriz espacial incluye una o mas series
de dilucién de proteinas.

En la presente descripcién se proporcionan ademas kits que incluyen: a) una matriz espacial que incluye una pluralidad
de sondas de captura, donde las sondas de captura incluyen cédigos de barras espaciales y donde la pluralidad de
sondas de captura incluye una primera pluralidad de primeros dominios de captura y una segunda pluralidad de
segundos dominios de captura, b) uno o mas agentes de captura de analito, ¢) uno o méas pares de sondas de ligazén
con plantilla con &cido nucleico, y d) una o més enzimas y tampones para la practica de cualquiera de los métodos
descritos en la presente descripcién.

También se proporcionan en la presente descripcién métodos para determinar la localizacién espacial de un acido
nucleico y una proteina en una muestra biolégica de enfermedad que incluye: a) proporcionar una matriz espacial que
incluye una primera y una segunda pluralidad de sondas de captura donde cada pluralidad incluye un cédigo de barras
espacial y un dominio de captura, b) poner en contacto la muestra biolégica de enfermedad con la matriz espacial, ¢)
poner en contacto la muestra bioldgica de enfermedad con: (i) una pluralidad de agentes de captura de analito, donde
un agente de captura de analito incluye un resto de unién al analito y un oligonucleétido que incluye un cédigo de
barras de un resto de unién al analito y una secuencia de captura de analito, donde la secuencia de captura de analito
incluye una secuencia complementaria a una segunda pluralidad de dominios de captura, y (ii) una pluralidad de
sondas de ligazén con plantilla, donde una de las sondas de ligazén con plantilla incluye una secuencia
complementaria a una primera pluralidad de dominios de captura, d) unir el resto de unién al analito del agente de
captura de analito a una proteina objetivo, e) hibridar las sondas de ligazén con plantilla a un ARN objetivo y ligar las
sondas para producir productos de ligazén con plantilla, f) hibridar los productos de ligazén con plantilla a la primera
pluralidad de dominios de captura y las secuencias de captura de analito de los agentes de captura de analito unidos
a la segunda pluralidad de dominios de captura en la matriz espacial, y g) determinar la secuencia o una porcién de
esta de un producto de ligazén capturado, o un complemento, y la secuencia del cédigo de barras espacial de la sonda
de captura, o un complemento de esta, que se asocia con el producto de ligazén, y la secuencia del resto de unién al
analito de la sonda de captura, o un complemento de esta, del agente de captura de analito unido, para determinar de
esta manera la localizacién espacial de un &cido nucleico y la proteina en la muestra biolégica de enfermedad.

En algunas modalidades, la muestra biolégica de enfermedad es una muestra biolégica cancerosa. En algunas
modalidades, la muestra biolégica cancerosa es una muestra biolégica de cancer de ovario, una muestra biolégica de
cancer de mama, una muestra biolégica de cancer de pulmén o un melanoma. En algunas modalidades, la muestra
de cancer de mama es cancer de mama triple positivo o una muestra de carcinoma ductal invasivo.

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.

En la presente descripcidn se describen diversas modalidades de las caracteristicas de esta descripciéon. Sin embargo,
debe entenderse que tales modalidades se proporcionan meramente a manera de ejemplo, y pueden ocurrir
numerosas variaciones, cambios, y sustituciones para los expertos en la técnica.

Descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos 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 similares en los dibujos indican elementos similares.

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra un ejemplo de una sonda de captura con cédigo de barras,
como se describe en la presente descripcién.

La Figura 2 es un diagrama esquematico de un agente de captura de analito ilustrativo.

La Figura 3 es un diagrama esquemético que representa una interaccién ilustrativa entre una sonda de captura
inmovilizada en la caracteristica 324 y un agente de captura de analito 326.

La Figuras 4A-B muestra datos de agrupamiento ilustrativos para secciones de ganglios linfaticos humanos FFPE
mediante el uso de un panel de prueba de conjugado anticuerpo-oligonucleétido en formato de ocho. La Figura 4A
(ARN) muestra el agrupamiento con respecto a la expresiéon génica del panel de prueba y la Figura 4B (proteina)
muestra el agrupamiento con respecto a la expresidn proteica del panel de prueba.
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La Figura 5 muestra datos de agrupamiento ilustrativos de genes espaciales (superior central) y expresion proteica
(superior derecha) en secciones de tejido de amigdala FFPE superpuestas sobre la imagen de H&E (superior
izquierda). Las figuras inferiores muestran la visualizacién de los marcadores de proteinas PD-1, Ki67 y CD8A que
etiquetan las células T foliculares, los foliculos individuales y las células T supresoras/citotéxicas, respectivamente.

La Figura 6 muestra una seccién de tejido de amigdala FFPE tefiida con H&E ilustrativa (parte superior izquierda),
datos de expresion génica espacial (parte superior central) y datos de expresién proteica espaciales (parte superior
izquierda). La Figura 6 también muestra una vista ampliada de una seccién del tejido de las amigdalas FFPE tefiido
con H&E (parte inferior izquierda) y el agrupamiento de la expresién génica y la expresidén proteica de CD8a (parte
inferior del medio) y CD4 (parte inferior derecha) superpuestos en la seccién de la seccién de tejido de las amigdalas
FFPE de H&E.

La Figura 7 muestra la expresién espacial ilustrativa de genes y proteinas a partir de un subconjunto de datos de
expresion de genes y proteinas de tejido de amigdala. Se muestra un subconjunto de dieciocho mapas de calor de
expresidn génica y proteica objetivos diferentes.

La Figura 8 muestra vistas ampliadas de datos de mapas de calor ilustrativos para la seccién de tejido de amigdala
humana FFPE mediante el uso de un panel de prueba de conjugado anticuerpo-oligonucleétido en formato de 12 de
varios genes que se muestran en la Figura 7.

Las Figuras 9A-C muestran la expresién espacial ilustrativa de genes y proteinas en secciones de tejido de cancer
de mama triple positivo FFPE. La Figura 9A muestra una seccién de tejido de cancer de mama triple positivo FFPE
tefiida con H&E. La Figura 9B muestra los grupos representativos de expresién génica y la Figura 9C muestra los
grupos representativos de expresién proteica. Los insertos mostrados en las Figuras 9B y 9C muestran gréficos tSNE
representativos.

La Figura 10 muestra una vista ampliada de la expresion de ARN y proteina de Her2 y Vimentina en secciones de
tejido de carcinoma ductal invasivo FFPE. Las secciones adyacentes se tifieron por inmunofluorescencia para Her2
(arriba) y Vimentina (abajo) demostrando una sefial fuerte dentro de la regién del cuadro discontinuo de la muestra de
biopsia.

Las Figuras 11A-C muestran la expresion espacial ilustrativa de genes y proteinas en secciones de tejido de
carcinoma ductal invasivo FFPE. La Figura 11B muestra los grupos representativos de expresién génica y Figura 11C
muestra los grupos representativos de expresion proteica superpuestos en la tincién H&E (Figura 11A) secciones de
tejido de carcinoma ductal invasivo.

La Figura 12 muestra la expresion espacial ilustrativa de genes y proteinas a partir de un subconjunto de los datos
de expresién génica y proteica de las Figuras 11B-C. Los biomarcadores se usaron para identificar dos regiones de
interés en la muestra de tejido de carcinoma ductal invasivo.

La Figuras 13 muestra la expresidén espacial ilustrativa de genes y proteinas en la seccién de tejido de carcinoma
ductal invasivo en FFPE superpuesta a la imagen de H&E del gen ACTA2 y Epcam y sus proteinas correspondientes.

La Figura 14A muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica del
ARN del receptor de la proteina tirosina fosfatasa de tipo C (Ptprc) mediante el uso de sondas ligadas en tejido de
bazo de ratén FFPE bajo condiciones de configuracién de intercalamiento.

La Figura 14B muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica del
ARN de Ptprc mediante el uso de sondas ligadas en tejido de bazo FFPE bajo condiciones de control de configuracién
sin intercalamiento

La Figura 14C muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién proteica de
CD45R mediante el uso de agentes de captura de analitos en tejido de bazo de ratén FFPE bajo condiciones de
configuracién de intercalamiento.

La Figura 14D muestra una imagen ilustrativa de informacién resuelta espacialmente de la expresién proteica de
CD45R mediante el uso de agentes de captura de analitos en tejido de bazo de ratén FFPE bajo condiciones de control
de configuracién sin intercalamiento.

La Figura 15A muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresiéon génica del
ARN de tirosina hidroxilasa (Th) mediante el uso de sondas ligadas en tejido cerebral de ratén FFPE bajo condiciones
de configuracién de intercalamiento.

La Figura 15B muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica de Th
ARN mediante el uso de sondas ligadas en tejido cerebral de ratén FFPE bajo condiciones de control de configuracion
sin intercalamiento.

La Figura 15C muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién proteica de
la proteina tirosina hidroxilasa (TH) mediante el uso de agentes de captura de analitos en tejido cerebral de raton
FFPE bajo condiciones de configuracién de intercalamiento.

La Figura 15D muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién proteica de
TH mediante el uso de agentes de captura de analitos en tejido cerebral de ratdn FFPE bajo condiciones de control
de configuracién sin intercalamiento.

La Figura 16A muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica de
ARN de Ter119 mediante el uso de sondas ligadas en tejido de torso de embrién de ratén FFPE en condiciones de
configuracién de intercalamiento.

La Figura 16B muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica de
ARN de Ter119 mediante el uso de sondas ligadas en tejido de torso de embrién de ratén FFPE en condiciones de
configuracién sin intercalamiento.
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La Figura 16C muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién proteica de
Ter119 mediante el uso de un agente de captura de analito en tejido de torso de embriones de ratén FFPE en
condiciones de configuracidn de intercalamiento.

La Figura 16D muestra una imagen ilustrativa de informacién resuelta espacialmente de la expresién proteica de
Ter119 mediante el uso de agentes de captura de analitos en tejido de torso de embriones de raton FFPE bajo
condiciones de configuracién sin intercalamiento.

La Figura 17A muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica de
ARN de Ter119 mediante el uso de sondas ligadas en la cabeza de embriones de ratén FFPE y el tejido del torso
superior en condiciones de configuracién de intercalamiento.

La Figura 17B muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién génica de
ARN de Ter119 mediante el uso de sondas ligadas en la cabeza de embriones de ratén FFPE y el tejido del torso
superior en condiciones de configuracién sin intercalamiento.

La Figura 17C muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién proteica de
Ter119 mediante el uso de agentes de captura de analitos en la cabeza de embriones de ratén FFPE y el tejido del
torso superior en condiciones de configuracién de intercalamiento.

La Figura 17D muestra una imagen ilustrativa de informacién espacialmente resuelta de la expresién proteica de
Ter119 mediante el uso de un agente de captura de analito en la cabeza del embrién de ratén FFPE vy el tejido del
torso superior mediante el uso de condiciones de configuracién sin intercalamiento.

Las Figuras 18A, 19A, 20A, 21A, y 22A muestran imagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de
la expresion génica de ARN de Mpped1 (Figura 18A), Tnnc1 (Figura 19A), Fgf15 (Figura 20A), Epyc (Figura 21A), y
Serpinale (Figura 22A) mediante el uso de sondas ligadas en la cabeza de embriones de raton FFPE y el tejido del
torso superior en condiciones de configuracién de intercalamiento.

Las Figuras 18B, 19B, 20B, 21B, y 22B muestra imagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de la
expresion génica de ARN de Mpped1 (Figura 18B), Tnnc1 (Figura 19B), Fgf15 (Figura 20B), Epyc (Figura 21B), y
Serpinale (Figura 22B) mediante el uso de sondas ligadas en tejido de torso de embrién de ratén FFPE bajo
condiciones de configuracién de intercalamiento.

Las Figuras 18C, 19C, 20C, 21C, y 22C muestra imégenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de
la expresion génica de ARN de Mpped1 (Figura 18C), Tnnc1 (Figura 19C), Fgf15 (Figura 20C), Epyc (Figura 21C), y
Serpinaie (Figura 22C) mediante el uso de sondas ligadas en la cabeza de embriones de raton FFPE y el tejido del
torso superior en condiciones de configuracién sin intercalamiento.

Las Figuras 18D, 19D, 20D, 21D, y 22D muestra iméagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de
la expresion génica de ARN de Mpped1 (Figura 18D), Tnnc1 (Figura 19D), Fgf15 (Figura 20D), Epyc (Figura 21D), y
Serpinale (Figura 22D) mediante el uso de sondas ligadas en tejido de torso de embrién de ratén FFPE bajo
condiciones de configuracién sin intercalamiento.

Las Figuras 18E, 19E, 20E, 21E, y 22E muestra imagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de la
expresion proteica de Mpped1 (Figura 18E), Tnne1 (Figura 19E), Fgf15 (Figura 20E), Epyc (Figura 21E), y Serpinale
(Figura 22E) mediante el uso de agentes de captura de analito en la cabeza de embriones de ratén FFPE y el tejido
del torso superior en condiciones de configuracidén de intercalamiento.

Las Figuras 18F, 19F, 20F, 21F, y 22F muestra imagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de la
expresion proteica de Mpped1 (Figura 18F), Tnne1 (Figura 19F), Fgf15 (Figura 20F), Epyc (Figura 21F), y Serpinale
(Figura 22F) mediante el uso de agentes de captura de analitos en la cabeza de embriones de ratén FFPE y el tejido
del torso superior en condiciones de configuracién sin intercalamiento.

Las Figuras 18G, 19G, 20G, 21G, y 22G muestra imagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de
la expresion proteica de Mpped1 (Figura 18G), Tnnc1 (Figura 19G), Fgf1S (Figura 20G), Epyc (Figura 21G), y
Serpinale (Figura 22G) mediante el uso de agentes de captura de analito en tejido de torso de embriones de ratén
FFPE bajo condiciones de configuracién sin intercalamiento.

Las Figuras 18H, 19H, 20H, 21H, y 22H muestra imégenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de
la expresion génica de ARN de Mpped1 (Figura 18H), Tnnc1 (Figura 19H), Fgf15 (Figura 20H), Epyc (Figura 21H), y
Serpinaie (Figura 22H) mediante el uso de sondas ligadas en la cabeza de embriones de raton FFPE y el tejido del
torso superior en condiciones de configuracién sin intercalamiento en el que solo se detecté ARN.

Las Figuras 18I, 191, 20l, 211, y 22| muestra iméagenes ilustrativas de informacién espacialmente resuelta de la
expresion génica de ARN de Mpped1 (Figura 181), Tnnc1 (Figura 19l), Fgf15 (Figura 20I), Epyc (Figura 211), y
Serpinale (Figura 221) mediante el uso de sondas ligadas en tejido de torso de embrién de raton FFPE bajo
condiciones de configuracién sin intercalamiento en el que solo se detecté ARN.

Las Figuras 23A-E muestran la infiltracién espacial de células inmunitarias en una seccién de tejido de cancer de
mama se correlaciona con las anotaciones del patélogo. La Figura 23A muestra una seccién de tejido de cancer de
mama humano FFPE tefiida con H&E. La Figura 23B muestra las anotaciones del pat6logo. La Figura 23C muestra la
expresion proteica espaciales de CD3 (por ejemplo, un marcador para los linfocitos T); Figura 23D muestra la expresién
proteica espacial de CD8A (por ejemplo, un marcador para linfocitos T citotéxicos); y la Figura 23E muestra la expresion
proteica espacial para HLA-DR (por ejemplo, un marcador para la activacién de linfocitos T).

Las Figuras 24A-D muestran la infiltracion espacial de células inmunitarias en una seccién de tejido FFPE de
cancer de ovario se correlaciona con las anotaciones del patélogo. La Figura 24A muestra una anotacién del patélogo
para el carcinoma invasivo y las células inmunitarias. La Figura 24B muestra la expresién proteica espacial de CD20
(por ejemplo, un marcador para las células B); la Figura 24C muestra la expresidén proteica espacial de CD68 (por
ejemplo, un marcador para monocitos); y la Figura 24D muestra la expresion proteica espacial de CD8A (por ejemplo,
un marcador para linfocitos T citotéxicos).
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Las Figuras 25A-D muestran la infiltracion diferencial de linfocitos T citotoxicos espaciales dentro de diferentes
regiones de una seccidn de tejido de FFPE de cancer de ovario. La Figura 25A muestra la expresién proteica espacial
de CD8A (por ejemplo, un marcador para linfocitos T citotéxicos). La Figura 25B muestra areas altamente infiltradas
(“calientes”, CD3) y no filtradas (“frias”, CD8) de expresién proteica en la seccién de tejido FFPE mostrada en la Figura
25A. La Figura 25C muestra la expresion proteica espaciales de HLA-G y Figura 25D muestra la expresién espacial
de proteinas de IMPG2.

La Figura 26 muestra una matriz espacial ilustrativa con miultiples series de dilucién de proteinas que se ubican en
la matriz espacial.

Las Figuras 27A-D muestra un gen espacial ilustrativo (Figura 27B) y la expresién proteica (Figura 27C) en la
expresién en el tejido FFPE de cancer de pulmén. La Figura 27A muestra un tejido de cancer de pulmén FFPE tefiido
con H&E y la Figura 27D muestra un grafico de UMI espacial de proteinas HLA-DR.

Las Figuras 28A-D muestra la expresidn espacial ilustrativa de genes (Figura 28B) y proteinas (Figura 28C) en
tejido FFPE de melanoma. La Figura 28A muestra un tejido canceroso de melanoma tefiido con H&E y la Figura 28D
muestra un gréfico de UMI espacial de proteinas HLA-DR.

Las Figuras 29A-C muestran la tincién por inmunofluorescencia de anticuerpos contra vimentina ilustrativa y tincién
con DAPI (Figura 29A), la expresién espacial de proteinas ilustrativa (Figura 29B), y la expresion proteica espacial
ilustrativa de Vimentina (Figura 29C) en una seccidn de tejido de cancer de mama ductal invasivo FFPE de grado |l.

Descripcidn detallada

La presente descripcién presenta métodos, composiciones y kits para el anélisis espacial de muestras biolégicas. Mas
especificamente, la presente descripcién presenta métodos, composiciones y kits tanto para la expresién génica
espacial como para la expresidn proteica espacial en una muestra biolégica.

Las metodologias y composiciones de analisis espacial descritas en la presente descripcién pueden proporcionar una
gran cantidad de analito y/o datos de expresidén para una variedad de analitos dentro de una muestra biolégica con
alta resolucion espacial, mientras se retiene el contexto espacial nativo. Los métodos y composiciones de analisis
espacial pueden incluir, por ejemplo, usar una sonda de captura que incluye un cédigo de barras espacial (por ejemplo,
una secuencia de acido nucleico que proporciona informacién sobre la localizaciéon o posiciéon 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 &cido nucleico) producido
por y/o presente en una célula. Los métodos y composiciones de anélisis espacial también pueden incluir usar 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 limitativos de las metodologias y composiciones de analisis espacial se describen en las Patentes de
Estados Unidos nums. 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, 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 expresiéon génica 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 optimizacién de tejidos espaciales de Visium
(por ejemplo, Rev C, con fecha de julio de 2020), ambas disponibles en el sitio web de documentacién 10x Genomics
Support y puede usarse en la presente descripcién en cualquier combinacién. Vickovic y otros (bioRxiv, DOI
10.1101/2020.10.14.338418, 2020), describe una plataforma de alto rendimiento completamente automatizada para
la transcriptémica combinada y la protedbmica basada en anticuerpos resuelta espacialmente. En la presente
descripcién se describen aspectos adicionales no limitantes de las metodologias y composiciones de analisis espacial.

Alguna terminologia general que puede usarse en esta descripcién puede encontrarse en la Seccion (l)(b) del
documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num. 2020/0277663.
Tipicamente, un “cédigo de barras” es una etiqueta 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 c6digo de barras puede unirse a un analito. Un cédigo
de barras particular puede ser Unico con relacién a otros cédigos de barras. A los efectos de esta descripcidn, 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 &cidos nucleicos y analitos

no acidos nucleicos. Los ejemplos de analitos no acidos nucleicos incluyen, pero sin limitarse a, lipidos, carbohidratos,
péptidos, proteinas, glicoproteinas (unidas a N o unidas a O), lipoproteinas, fosfoproteinas, variantes especificas de
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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 sulfataciéon 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 localizacién(ones) subcelular(es), incluidas, 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
Seccidn (1)(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 de analito (por ejemplo, un
anticuerpo conjugado con oligonucleétido), tales como los descritos en la presente descripcion.

Una “muestra biolégica” 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 biolégica
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 biolégica (por ejemplo, una
muestra bioldgica fijada y/o tefiida). Las muestras bioldgicas también se describen en la Seccién (1)(d) del documento
WO 2020/176788 y/o en la publicacion 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 biolégica puede facilitar la captura del analito. Las condiciones y agentes
de permeabilizacién ilustrativos se describen en la Seccién (1)(d)(ii)(13) o la Secciéon de modalidades ilustrativas del
documento WO 2020/176788 y/o la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nium. 2020/0277663.

Los métodos de analisis espaciales basados en matrices implican la transferencia de uno o mas analitos de una
muestra biolégica a una matriz de elementos en un sustrato, donde cada elemento esta asociado con una localizacién
espacial Unica en la matriz. El anélisis subsecuente de los analitos transferidos incluye determinar la identidad de los
analitos y la localizacién espacial de los analitos dentro de la muestra bioldgica. La localizacién espacial de un analito
dentro de la muestra biolégica se determina basandose en el elemento al que esta unido el analito (por ejemplo, directa
o indirectamente) en la matriz, y la localizacién espacial relativa del elemento dentro de la matriz.

Una “sonda de captura” se refiere a cualquier molécula capaz de capturar (directa o indirectamente) y/o etiquetar 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 cddigo de barras espacial y/o un identificador molecular tnico (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 préxima generacién (NGS)). Ver, por ejemplo, la Seccibén
(IN(b) (por ejemplo, las subsecciones (i)-(vi)) del documento WO 2020/176788 y/o la publicacion de solicitud de patente
de Estados Unidos num. 2020/0277663. La generacién de sondas de captura puede lograrse mediante cualquier
método apropiado, incluidos los descritos en la Seccién (I1)(d)(ii) del documento WO 2020/176788 y/o la publicacion
de solicitud de patente de Estados Unidos num. 2020/0277663.

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra una sonda de captura ilustrativa, como se describe en la
presente descripcién. Como se muestra, la sonda de captura 102 esta opcionalmente acoplada a un elemento 101 por
un dominio de escisién 103, tal como un enlazador disulfuro. La sonda de captura puede incluir una secuencia funcional
104 que sea Util para su procesamiento subsecuente. La secuencia funcional 104 puede incluir toda o una parte de la
secuencia de unidén de células de flujo especifica del secuenciador (por ejemplo, una secuencia PS5 o P7), toda o una
parte de una secuencia de cebador de secuenciacién (por ejemplo, un sitio de unién al cebador R1, un sitio de unién
al cebador R2), o sus combinaciones. La sonda de captura también puede incluir un cédigo de barras espacial 105.
La sonda de captura también puede incluir una secuencia de identificador molecular tnico (UMI) 106. Mientras que la
Figura 1 muestra el codigo de barras espacial 105 como ubicado aguas arriba (5’) de la secuencia UMI 106, debe
entenderse que las sondas de captura en donde la secuencia UMI 106 esta ubicada aguas arriba (5’) del cédigo de
barras espacial 105 también son adecuadas para su uso en cualquiera de los métodos descritos en la presente
descripcién. La sonda de captura también puede incluir un dominio de captura 107 para facilitar la captura de un analito
objetivo. En algunas modalidades, la sonda de captura comprende una o mas secuencias funcionales adicionales que
se pueden ubicar, por ejemplo, entre el cddigo de barras espacial 105 y la secuencia de UMI 1086, entre la secuencia
de UMI 106 y el dominio de captura 107, o siguiendo el dominio de captura 107. El dominio de captura puede tener
una secuencia complementaria a una secuencia de un analito de &acido nucleico. El dominio de captura puede tener
una secuencia complementaria a una sonda conectada descrita en la presente descripcién. El dominio de captura
puede tener una secuencia complementaria a una secuencia de control de captura presente en un agente de captura
de analito. El dominio de captura puede tener una secuencia complementaria a un oligonucleétido de férula. Tal
oligonucleétido de férula, ademas de tener una secuencia complementaria a un dominio de captura de una sonda de

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3 008 686 T3

captura, puede tener una secuencia de un analito de 4cido nucleico, una secuencia complementaria a una porcién de
una sonda conectada descrita y/o una secuencia de control de captura descrita en la presente descripcion.

Las secuencias funcionales generalmente pueden seleccionarse para compatibilidad con cualquiera de una variedad
de sistemas de secuenciacion diferentes, por ejemplo, lon Torrent Proton o PGM, instrumentos de secuenciacién
lllumina, PacBio, Oxford Nanopore, etc., y los requisitos de los mismos. En algunas modalidades, las secuencias
funcionales pueden seleccionarse para 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) secuenciacion lon Torrent Proton o PGM, secuenciacién lllumina, secuenciacién PacBio
SMRT y secuenciacion 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 c6digo de barras espacial 105 y secuencias funcionales 104 es comUn a todas las sondas
unidas a un elemento determinado. En algunas modalidades, la secuencia UMI 106 de una sonda de captura unida a
un elemento dado es diferente de la secuencia UMI de una sonda de captura diferente unida al elemento dado.

En algunas modalidades, puede detectarse mas de un tipo de analito (por ejemplo, acidos nucleicos y proteinas) de
una muestra biolégica (por ejemplo, simultdnea 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 num. 2020/0277663.

En algunas modalidades, la deteccién de uno o mas analitos (por ejemplo, analitos proteicos) puede realizarse
mediante el uso de uno 0 mas agentes de captura de analito. Como se usa en la presente, un “agente de captura de
analito” se refiere a un agente que interactia 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 de 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 de analito. En algunas modalidades, el agente de captura
de analito incluye un dominio de cbdigo de barras del agente de captura que se conjuga o se une de cualquier otra
manera a la porcién de unién al analito. En algunas modalidades, el dominio de cédigo de barras del agente de captura
se une covalentemente a la porcidén de unién al analito. En algunas modalidades, un dominio de c6digo de barras del
agente de captura es una secuencia de acido nucleico. En algunas modalidades, un dominio de codigo de barras del
agente de captura incluye un cédigo de barras del resto de unién al analito y una secuencia de captura de analito.

En algunas modalidades, los agentes de captura de analito son capaces de unirse a analitos presentes dentro de una
célula. En algunas modalidades, los agentes de captura de analito son capaces de unirse a analitos de la superficie
celular que pueden incluir, sin limitacién, un receptor, un antigeno, una proteina de superficie, una proteina
transmembrana, un conglomerado de proteinas de diferenciaciéon, una proteina canal, una proteina bomba, una
proteina portadora, un fosfolipido, una glucoproteina, un glucolipido, un complejo de proteina de interaccién célula-
célula, un complejo presentador de antigenos, un complejo mayor de histocompatibilidad, un receptor de linfocitos T
manipulado genéticamente, un receptor de linfocitos T, un receptor de linfocitos B, un receptor de antigeno quimérico,
una proteina de la matriz extracelular, una modificacién postraduccional (por ejemplo, fosforilacidén, glucosilacién,
ubiquitinacién, nitrosilacién, metilacién, acetilacién o lipidacién) del estado de una proteina de la superficie celular, una
unién en hendidura, y una unién adherente. En algunas modalidades, los agentes de captura de analito son capaces
de unirse a analitos de la superficie celular que se modifican postraduccionalmente. En tales modalidades, los agentes
de captura de analito pueden ser especificos para los analitos de la superficie celular en base a un estado dado de
modificacién postraduccional (por ejemplo, fosforilacién, glucosilacién, ubiquitinacidén, nitrosilacién, metilacién,
acetilacién o lipidacién), de manera que un perfil del analito de la superficie celular puede incluir informaciéon de
modificacién postraduccional de uno 0 méas analitos.

Como se usa en la presente, la expresion “resto de unién al analito” se refiere a una molécula o resto capaz de unirse
a un constituyente macromolecular (por ejemplo, un analito, por ejemplo, un analito biolégico). En algunas modalidades
de cualquiera de los métodos de perfilamiento espacial descritos en la presente descripcién, el resto de unién al analito
del agente de captura de analito que se une a un analito biolégico puede incluir, pero no se limita a, un anticuerpo, o
un fragmento de unién al epitopo del mismo, una molécula de unién al receptor de superficie celular, un ligando del
receptor, una molécula pequefia, un anticuerpo biespecifico, un activador de linfocitos T biespecifico, un activador de
receptores de células T, un activador de receptores de células B, un procuerpo, un aptdmero, un monocuerpo, un
afimero, una darpina, y un andamio de proteinas, o cualquiera de sus combinaciones. La porcién de unién al analito
puede unirse al constituyente macromolecular (por ejemplo, analito) con alta afinidad y/o con alta especificidad. La
porcién de unidén al analito puede incluir una secuencia de nucleétidos (por ejemplo, un oligonucleétido), que puede
corresponder a al menos una porcién o a la totalidad del resto de unién al analito. La porcién de unién al analito puede
incluir un polipéptido y/o un aptamero (por ejemplo, un polipéptido y/o un aptdmero que se une a una molécula objetivo
especifica, por ejemplo, un analito). La porcién de unién al analito puede incluir un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo (por ejemplo, un fragmento de unién a antigeno) que se une a un analito especifico (por ejemplo, un
polipéptido).
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En algunas modalidades, una porciéon de unidén al analito de un agente de captura de un analito incluye uno o més
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de estos. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno que incluyen
la porcién de unién al analito pueden unirse especificamente a un analito objetivo. En algunas modalidades, el analito
es una proteina (por ejemplo, una proteina sobre una superficie de la muestra biolégica (por ejemplo, una célula) o
una proteina intracelular). En algunas modalidades, una pluralidad de agentes de captura de analito que comprenden
una pluralidad de porciones de unién al analito se une a una pluralidad de analitos presentes en una muestra biol6gica.
En algunas modalidades, la pluralidad de analitos incluye una Unica especie del analito (por ejemplo, una Unica especie
de polipéptido). En algunas modalidades en las que la pluralidad de analitos incluye una Unica especie del analito, las
porciones de unién al analito de la pluralidad de agentes de captura de analito son los mismos. En algunas
modalidades en las que la pluralidad de analitos incluye una Unica especie del analito, las porciones de unién al analito
de la pluralidad de agentes de captura de analito son diferentes (por ejemplo, los miembros de la pluralidad de agentes
de captura de analito pueden tener dos 0 mas especies de porciones de unidn al analito, en donde cada una de las
dos 0 mas especies de porciones de unién al analito se unen a una Unica especie del analito, por ejemplo, en sitios
de unién diferentes). En algunas modalidades, la pluralidad de analitos incluye mdaltiples especies diferentes de
analitos (por ejemplo, miltiples especies diferentes de polipéptidos).

Como se usa en la presente, el término “cédigo de barras del resto de unién al analito” se refiere a un cédigo de barras
que se asocia con, o de cualquier otra manera, identifica la porcién de unién al analito. En algunos casos, un cédigo
de barras del resto de unién al analito (o una porcién del mismo) puede eliminarse (por ejemplo, escindirse) del agente
de captura de analito. En algunas modalidades, al identificar un resto de unién al analito y su codigo de barras de resto
de unién al analito asociado, también se puede identificar el analito al que se une el resto de unién al analito. Un cédigo
de barras del resto de unién al analito puede ser una secuencia de acido nucleico de una longitud y/o secuencia dadas
que se asocia con la porcién de unién al analito. Un cédigo de barras del resto de unién al analito puede incluir
generalmente cualquiera de la variedad de aspectos de cédigos de barras descritos en la presente descripcidén. Por
ejemplo, un agente de captura de analito que es especifico para un tipo de analito puede tener acoplado a este un
primer dominio de cédigo de barras del agente de captura (por ejemplo, que incluye un primer cédigo de barras del
resto de unién al analito), mientras que un agente de captura de analito que es especifico para un analito diferente
puede tener un dominio de cédigo de barras del agente de captura diferente (por ejemplo, que incluye un segundo
cédigo de barras del resto de unién al analito) que se acopla a este. En algunos aspectos, tal dominio de cédigo de
barras del agente de captura puede incluir un cédigo de barras del resto de unidn al analito que permite la identificacién
del resto de unién al analito al que se acopla el dominio de cédigo de barras del agente de captura. La seleccién del
dominio de cédigo de barras del agente de captura puede permitir una diversidad significativa en términos de
secuencia, mientras que también se puede unir facilmente a la mayoria de los restos de unién al analito (por ejemplo,
anticuerpos o aptdmeros) asi como también detectarse facilmente, (por ejemplo, mediante el uso de tecnologias de
secuenciacion o de matriz). Puede encontrarse una descripcién adicional de los agentes de captura de analito en la
Seccién (l1)(b)(ix) del documento WO 2020/176788 y/o en la Seccién (l1)(b)(viii) de la publicacién de solicitud de patente
de Estados Unidos num. 2020/0277663.

En algunas modalidades, el dominio de cédigo de barras del agente de captura de un agente de captura de analito
incluye una secuencia de captura de analito. Como se usa en la presente, el término “secuencia de captura de analito”
se refiere a una regioén o resto configurado para hibridarse, unirse, acoplarse o interactuar de cualquier otra manera
con un dominio de captura de una sonda de captura. En algunas modalidades, una secuencia de captura de analito
incluye una secuencia de acido nucleico que es complementaria o sustancialmente complementaria al dominio de
captura de una sonda de captura de manera que la secuencia de captura de analito se hibrida con el dominio de
captura de la sonda de captura. En algunas modalidades, una secuencia de captura de analito comprende una
secuencia de acido nucleico poli(A) que se hibrida con un dominio de captura que comprende una secuencia de acido
nucleico poli(T). En algunas modalidades, una secuencia de captura de analito comprende una secuencia de acido
nucleico poli(T) que se hibrida con un dominio de captura que comprende una secuencia de acido nucleico poli(A). En
algunas modalidades, una secuencia de captura de analito comprende una secuencia de acido nucleico que no es
homopolimérica que se hibrida con un dominio de captura que comprende una secuencia de acido nucleico que no es
homopolimérica que es complementaria (o sustancialmente complementaria) a la secuencia de acido nucleico que no
es homopolimérica de la regién de captura del analito.

Figura 2 es un diagrama esquemético de un agente de captura de analito ilustrativo 202 que comprende una fraccién
de unidn al analito 204 y un dominio de cédigo de barras del agente de captura 208. Un resto de unién al analito 204
es una molécula capaz de unirse a un analito 206 e interactuar con una sonda de captura con cédigo de barras
espacial. El resto de unién al analito puede unirse al analito 206 con alta afinidad y/o con alta especificidad. El agente
de captura de analito puede incluir un dominio de cédigo de barras del agente de captura 208, una secuencia de
nucleétidos (por ejemplo, un oligonucleétido), que puede hibridarse con al menos una porcién o la totalidad de un
dominio de captura de una sonda de captura. El resto de unién al analito 204 puede incluir un polipéptido y/o un
aptédmero (por ejemplo, una molécula de oligonucledtido o péptido que se une a un analito objetivo especifico). El resto
de unidn al analito 204 puede incluir un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un fragmento de unién al
antigeno).

La Figura 3 es un diagrama esquemético que representa una interaccién ilustrativa entre una sonda de captura
inmovilizada en la caracteristica 324 y un agente de captura de analito 326. La sonda de captura inmovilizada en
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caracteristicas 324 puede incluir un cddigo de barras espacial 308 asi como también una o més secuencias funcionales
306 y 310, como se describe en otra parte en la presente descripcion. La sonda de captura también puede incluir un
dominio de captura 312 que es capaz de unirse a un agente de captura de analito 326. El agente de captura de analito
326 puede incluir una secuencia funcional 318, dominio de cédigo de barras del agente de captura 316, y una
secuencia de captura de analito 314 que es capaz de unirse al dominio de captura 312 de la sonda de captura 324. El
agente de captura de analito también puede incluir un enlazador 320 que permite el dominio de cédigo de barras del
agente de captura 316 para acoplarse a la porciéon de unién al analito 322.

Existen al menos dos métodos para asociar un cédigo de barras espacial con una o mas células vecinas, de manera
que el cddigo de barras espacial identifique la una o mas células, y/o el contenido de la una o mas células, como
asociado con una localizacién 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,
incluidas sondas de captura con cddigo de barras espaciales). Otro método consiste en escindir sondas de captura
con codigos 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 cédigos 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 porcidén del mismo), o derivados de los mismos (ver, por ejemplo, la Seccién (Il)(b)(vii) del documento
WO 2020/176788 y/o la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos nam 2020/0277663 con respecto a
sondas de captura extendidas). En algunos casos, las sondas de captura pueden configurarse para formar productos
de ligazén con una plantilla (por ejemplo, una plantilla de ADN o ARN, tal como un analito o un agente intermedio, o
una porcidn 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 afiadieron nuclebtidos
adicionales al nucleétido més cerca de 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 éacido nucleico, incluida la
polimerizaciéon 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 4cido 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 solucién a granel o en la
matriz) para producir cantidades que son suficientes para el anélisis aguas abajo, por ejemplo, mediante secuenciacién
de ADN. En algunas modalidades, las sondas de captura extendidas (por ejemplo, moléculas de ADN) actdan 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 obtencidn
de imagenes, se describen en la Seccién (ll)(a) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacién de solicitud de
patente de Estados Unidos nam. 2020/0277663. Analisis de analitos capturados (y/o agentes intermedios o porciones
de los mismos), por ejemplo, incluyendo extracciéon 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 secuenciacién en la matriz (por ejemplo, mediante el uso de, por ejemplo, enfoques de
hibridacién in situ o ligazén in situ), anélisis 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 nim. 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 num. 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 diagndstico, pronéstico y/o para la determinacién de la eficacia de un tratamiento) de una enfermedad
o trastorno; identificacién de un candidato a objetivo farmacoldgica 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 prondstico de una enfermedad o trastorno en un sujeto; identificaciéon 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; identificacién de una
subpoblacién de pacientes para la cual un tratamiento es efectivo para una enfermedad o trastorno; modificacién de
un tratamiento de un sujeto con una enfermedad o trastorno; seleccién de un sujeto para la participacién en un ensayo
clinico; y/o seleccién de un tratamiento para un sujeto con una enfermedad o trastorno. Los métodos ilustrativos para
identificar informacién espacial de importancia biolégica y/o médica se pueden encontrar en la publicacién de solicitud
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de patente de Estados Unidos num. 2021/0140982A1, la solicitud de patente de Estados Unidos ndm.
2021/0198741A1 y/o la solicitud de patente de Estados Unidos nam. 2021/0199660.

La informacién espacial puede proporcionar informacién de importancia biolégica. Por ejemplo, los métodos y
composiciones descritos en la presente descripcidén pueden permitir: identificacion de perfiles de expresién del
transcriptoma y/o proteoma (por ejemplo, en tejido sano y/o enfermo); identificaciéon de multiples tipos de analitos muy
cercanos (por ejemplo, andlisis del vecino més cercano), determinacién 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 expresién 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 un soporte para la unién
directa o indirecta de sondas de captura a elementos de la matriz. Un “elemento” es una entidad que actla como
soporte o repositorio para varias entidades moleculares usadas en el analisis espacial. En algunas modalidades,
algunos o todos los elementos de una matriz estan funcionalizadas para la captura del analito. Se describen sustratos
ilustrativos en la Seccidn (ll)(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 (I1)(d)(i), (I)(d)(iii) y (I1)(d)(iv) del documento WO 2020/176788 y/ o publicacién de solicitud de
patente de Estados Unidos nim 2020/0277663.

Generalmente, los analitos y/o agentes intermedios (o porciones de los mismos) pueden capturarse cuando se pone
en contacto una muestra biolégica 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, “contactar’, “contactado”
y/o “que entra en contacto”, una muestra biol6gica 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 difusién). La captura
de analitos se describe con mas detalle en la Seccién (l1)(e) del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacidén de
solicitud de patente de Estados Unidos nim 2020/0277663.

En algunos casos, el anélisis espacial puede realizarse mediante la unién y/o introduccién de una molécula (por
ejemplo, un péptido, un lipido o una molécula de acido nucleico) que tiene un cédigo de barras (por ejemplo, un cédigo
de barras espacial) a una muestra biol6gica (por ejemplo, a una célula en una muestra biol6gica). En algunas
modalidades, una pluralidad de moléculas (por ejemplo, una pluralidad de moléculas de &cido nucleico) que tienen
una pluralidad de cédigos de barras (por ejemplo, una pluralidad de cédigos de barras espaciales) se introducen en
una muestra bioldgica (por ejemplo, en una pluralidad de células en una muestra biolégica) para usar en anélisis
espacial. En algunas modalidades, después de unir y/o introducir una molécula que tiene un cédigo de barras a una
muestra bioldgica, la muestra bioldgica puede separarse fisicamente (por ejemplo, disociarse) en células individuales
o grupos de células para su analisis. Algunos de estos métodos de analisis espacial se describen en la Seccién (I11)
del documento WO 2020/176788 y/o en la publicacidn 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 ligazdn. 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 oligonucleétidos hibridados. En algunos casos, una polimerasa (por
ejemplo, una ADN polimerasa) puede extender uno de los oligonucleétidos antes de la ligazén. Después de la ligazén,
el producto de ligazén se libera del analito. En algunos casos, el producto de ligazdn se libera mediante el uso de una
endonucleasa (por ejemplo, ARNasa H). El producto de ligazdn liberado puede capturarse a continuacién mediante
sondas de captura (por ejemplo, en lugar de la captura directa de un analito) en una matriz, opcionalmente amplificarse
y secuenciarse, para determinar de este modo la localizacién 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 informacion 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 estan asociados con
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ubicaciones especificas en una matriz de elementos en un sustrato. Por ejemplo, pueden asociarse cédigos de barras
espaciales especificos con ubicaciones de matriz especificas antes de la fabricacidén 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
localizacién de matriz especifica, de modo que cada codigo de barras espacial se asigne de forma Unica a una
localizacién particular de la matriz.

Alternativamente, pueden depositarse cddigos de barras espaciales especificos en ubicaciones predeterminadas en
una matriz de elementos durante la fabricacién, de manera que en cada localizacién, solo esté presente un tipo de
cédigo de barras espacial, de modo que los cddigos de barras espaciales estén asociados de forma Unica con un
Unico elemento 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 cddigos de barras espaciales se asocien de
forma Unica con las ubicaciones de los elementos de la matriz, y este mapeo puede almacenarse como se describié
anteriormente.

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

Algunos flujos de trabajo ilustrativos de analisis espacial 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 descripcidén, la muestra puede sumergirse...” del documento WO 2020/176788 y/o la
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num. 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 optimizacién de tejidos espaciales de Visium (por ejemplo,
Rev C, con fecha de julio de 2020).

En algunas modalidades, el analisis espacial puede realizarse mediante el uso de hardware y/o software dedicado, tal
como cualquiera de los sistemas descritos en las Secciones (Il)(e)(ii) y/o (V) de los documentos WO 2020/176788 y/o
publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos num. 2020/0277663, o cualquiera de uno o mas de los
dispositivos o 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, ylo 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 que pueda sellarse, hermética) para contener una muestra biolégica. La
muestra biolégica puede montarse, por ejemplo, en un soporte para muestras biol6gicas. Pueden conectarse una o
més camaras de fluido a la cdmara y/o al soporte para muestras a través de conductos de fluido, y los fluidos pueden
suministrarse a la camara y/o al soporte para muestras 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 puede conectarse una o mas valvulas a conductos de fluido para regular el flujo de reactivos desde los
depésitos hasta la cdmara y/o el soporte para muestras.

Los sistemas pueden incluir opcionalmente una unidad de control que incluye uno o méas procesadores electrénicos,
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,
Optico u otro de estado sélido, persistente, grabable y/o regrabable). Opcionalmente, la unidad de control puede
conectarse a uno o mas dispositivos remotos a través de una red. La unidad de control (y componentes de la misma)
generalmente puede realizar cualquiera de las etapas y funciones descritas en la presente descripcién. Cuando el
sistema est4 conectado a un dispositivo remoto, el dispositivo (o dispositivos) remotos puede realizar cualquiera de
las etapas o caracteristicas descritas en la presente descripcién. 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 biol6gica capturada en un sustrato y diversos medios
de control y calibracién.

Los sistemas pueden incluir opcionalmente instrucciones de software codificadas y/o implementadas en uno o més
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 electrénico) o un circuito integrado, pueden hacer que la unidad de control, circuito integrado u otro
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componente que ejecuta las instrucciones de software realice cualquiera de las etapas o funciones del método
descritos en la presente descripcién.

En algunos casos, los sistemas descritos en la presente descripcién 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 el documento WO 2021/102003 y/o la solicitud de patente de Estados Unidos num. US 2021/0150707
Al.

Antes de transferir analitos desde la muestra biolégica hasta la matriz de elementos en el sustrato, la muestra bioldgica
puede alinearse con la matriz. La alineacién de una muestra biolégica y una matriz de elementos que incluyen sondas
de captura pueden facilitar el anélisis espacial, que puede usarse para detectar diferencias en la presencia y/o nivel
de analito dentro de diferentes posiciones en la muestra biolégica, por ejemplo, para generar un mapa tridimensional
de la presencia y/o nivel del analito. Los métodos ilustrativos para generar un mapa bidimensional y/o tridimensional
de la presencia y/o nivel del analito se describen en la solicitud PCT num. 2020/053655 y los métodos de analisis
espacial se describen generalmente en el documento WO 2021/102039 y/o la solicitud de patente de Estados Unidos
nim. US 2021/0155982 A1.

En algunos casos, un mapa de presencia y/o nivel de analito puede alinearse con una imagen de una muestra biol6gica
mediante el uso de uno o méas marcadores de referencia, por ejemplo, objetos colocados en el campo de visién de un
sistema de procesamiento de imagenes que aparecen en la imagen producida, como se describe en el Atributos del
sustrato Seccién, Control Slide for Imaging Seccién del documento WO 2020/123320, WO 2021/102005 y/o solicitud
de patente de Estados Unidos nim. US 2021/0158522 A1. 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 localizacién de una muestra o matriz en un sustrato con relacién a un marcador
fiducial) y/o para mediciones cuantitativas de tamafios y/o distancias.

Anélisis en formato multiple de la expresién génica y proteica

La comprensién tanto de la expresién génica como proteica en sistemas biol6gicos puede ser Util para obtener
informacidn sobre los tejidos normales, en desarrollo y enfermos. Mientras que la secuenciacién de ARN unicelular
(scRNA-seq) hace posible obtener mediciones de expresién génica de alta resolucién, la técnica requiere que las
células se disocien, lo que hace que se pierda informacién anatémica y organizativa. De manera similar, se conocen
numerosas técnicas de detecciéon de proteinas y pueden proporcionar informacién espacial de proteinas en una
muestra biolégica, sin embargo, aln se necesitan métodos para detectar simultaneamente los niveles de expresion
génica (por ejemplo, ARNm) de la proteina, o incluso todo el transcriptoma.

Por tanto, en la presente descripcién se describen enfoques de "multibmicas" que pueden proporcionar un
complemento poderoso a las metodologias tradicionales, lo que permite una mayor comprensién de la heterogeneidad
y organizacién celular dentro de las muestras biolégicas. La combinacidén de deteccién de proteinas mediante el uso
de agentes de captura de analitos en una matriz espacial permite el examen simultdneo de proteinas y expresién
génica a partir de la misma muestra biolégica (por ejemplo, seccién de tejido). Por ejemplo, una matriz que comprende
las sondas de captura (por ejemplo, cualquiera de las sondas de captura descritas en la presente descripcién) se
puede poner en contacto con una muestra bioldgica, una pluralidad de sondas de ligazdn con plantilla y una pluralidad
de agentes de captura de analitos que dan como resultado un analisis simultdneo de expresién génica y proteica.

En algunas modalidades, la pluralidad de sondas de ligazén con plantilla incluye un par de sondas para un acido
nucleico objetivo (por ejemplo, ADN, ARN). Las sondas son complementarias a porciones del 4cido nucleico objetivo,
sin embargo, cuando ambas sondas se hibridan con el 4cido nucleico objetivo, existe un espacio entre las dos sondas.
En algunas modalidades, el espacio se liga, generando de esta manera un producto de ligazén con plantilla (por
ejemplo, un producto de ligazén con plantilla de ADN o ARN). En algunas modalidades, una de las parejas de sondas
incluye una secuencia de flanqueo complementaria a un dominio de captura de la matriz. En algunas modalidades, la
secuencia complementaria al dominio de captura del producto de ligazén con plantilla se hibrida con el dominio de
captura de la sonda de captura.

En algunas modalidades, los agentes de captura de analito, como se describe en la presente descripcion, también
pueden ponerse en contacto con la muestra biolégica. En algunas modalidades, los agentes de captura de analito se
ponen en contacto con la muestra biolégica antes de que la muestra biolégica se ponga en contacto con una matriz.
En algunas modalidades, los agentes de captura de analito se ponen en contacto con la muestra biolégica después
de que la muestra biolégica se pone en contacto con la matriz. En algunas modalidades, el resto de unién al analito
del agente de captura de analito interactta (por ejemplo, se une) con un analito (por ejemplo, proteina) en una muestra
biol6égica. En algunas modalidades, el resto de unién al analito es un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno.

Los agentes de captura de analitos también pueden incluir un oligonucleétido conjugado que puede comprender uno
0 méas dominios. Por ejemplo, el oligonucleétido conjugado puede incluir un cédigo de barras de la fraccién de unién
al analito y una secuencia de captura de analito. En algunas modalidades, el cédigo de barras del resto de unién al
analito, o un complemento de esta, se refiere a (por ejemplo, identifica) un cddigo de barras que se asocia con o de
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cualquier otra manera identifica la porcién de unién al analito. En algunas modalidades, el oligonucleétido conjugado
puede incluir una secuencia de captura de analito. En algunas modalidades, la secuencia de captura de analito es
capaz de interactuar con (por ejemplo, hibridarse) con un dominio de captura de una sonda de captura en un sustrato.

En algunas modalidades, se permite que las sondas de ligazén con plantilla se unan al acido nucleico objetivo antes
de que los agentes de captura de analito se suministren a la muestra biolégica. En algunas modalidades, las sondas
de ligazdn con plantilla se pueden ligar juntas antes, simultdneamente o después de que se suministren los agentes
de captura de analito a la muestra biol6gica. En algunas modalidades, los agentes de captura de analito se suministran
a la muestra biolégica y se permite que el resto de unién al analito se una al analito objetivo (por ejemplo, proteina)
antes de que se suministren las sondas de ligazén con plantilla. En algunas modalidades, los agentes de captura de
analitos se suministran a la muestra biol6gica y la secuencia de captura de analitos se bloquea (por ejemplo, bloqueada
por cualquiera de los métodos descritos en la presente descripcidn). En algunas modalidades, la secuencia de captura
de analito de los agentes de captura de analito no se bloquea (por ejemplo, no se bloquea por ninguno de los métodos
descritos en la presente descripcidn) antes, simultdneamente, o después de que las sondas de ligazén con plantilla
(por ejemplo, las sondas de ligazén con plantilla de ARN) se suministren y/o antes, simultaneamente, o después de
que las sondas de ligazén con plantilla se liguen entre si.

Por lo tanto, en la presente descripcién se proporcionan métodos para determinar la localizacién espacial de un &cido
nucleico y una proteina a partir de una muestra bioldgica que incluye: a) proporcionar una matriz espacial que incluye
una primera y segunda pluralidad de sondas de captura donde cada pluralidad incluye un cddigo de barras espacial y
un dominio de captura, b) poner en contacto la matriz espacial con una muestra biolégica, ¢) poner en contacto la
muestra bioldégica con (i) una pluralidad de agentes de captura de analito, donde un agente de captura de analito
incluye un resto de unién al analito y un oligonucleétido que incluye un cédigo de barras de un resto de unién al analito
y una secuencia de captura de analito, donde la secuencia de captura de analito incluye una secuencia complementaria
a una segunda pluralidad de dominios de captura, y (ii) una pluralidad de sondas de ligazén con plantilla, donde una
de las sondas de ligazén con plantilla incluye una secuencia complementaria a una primera pluralidad de dominios de
captura, d) unir el resto de unién al analito del agente de captura de analito a una proteina objetivo, e) hibridar las
sondas de ligazdn con plantilla a un &cido nucleico objetivo y ligar las sondas para producir productos de ligazén, f)
hibridar los productos de ligazén a la primera pluralidad de dominios de captura y las secuencias de captura de analito
de los agentes de captura de analito unidos a la segunda pluralidad de dominios de captura en la matriz espacial, y g)
determinar la secuencia o una porcién de esta de un producto de ligazén capturado, o un complemento de esta, y la
secuencia del cédigo de barras espacial de la sonda de captura, o un complemento de esta, que se asocia con el
producto de ligazdn, y la secuencia del resto de unién al analito de la sonda de captura, o un complemento de esta,
del agente de captura de analito unido, para determinar de esta manera la localizacién espacial de un acido nucleico
y la proteina de la muestra biolégica.

También se proporcionan en la presente descripcién métodos para determinar la localizacién espacial de un acido
nucleico y una proteina en una muestra biolégica de enfermedad que incluye: a) proporcionar una matriz espacial que
incluye una primera y una segunda pluralidad de sondas de captura donde cada pluralidad incluye un cédigo de barras
espacial y un dominio de captura, b) poner en contacto la muestra biolégica de enfermedad con la matriz espacial, ¢)
poner en contacto la muestra biolégica de enfermedad con: (i) una pluralidad de agentes de captura de analito, donde
un agente de captura de analito incluye un resto de unién al analito y un oligonucleétido que incluye un cédigo de
barras de un resto de unién al analito y una secuencia de captura de analito, donde la secuencia de captura de analito
incluye una secuencia complementaria a una segunda pluralidad de dominios de captura, y (ii) una pluralidad de
sondas de ligazén con plantilla, donde una de las sondas de ligazén con plantilla incluye una secuencia
complementaria a una primera pluralidad de dominios de captura, d) unir el resto de unién al analito del agente de
captura de analito a una proteina objetivo, e) hibridar las sondas de ligazén con plantilla a un ARN objetivo y ligar las
sondas para producir productos de ligazén con plantilla, f) hibridar los productos de ligazdn con plantilla a la primera
pluralidad de dominios de captura y las secuencias de captura de analito de los agentes de captura de analito unidos
a la segunda pluralidad de dominios de captura en la matriz espacial, y g) determinar la secuencia o una porcién de
esta de un producto de ligazén capturado, o un complemento, y la secuencia del cédigo de barras espacial de la sonda
de captura, o un complemento de esta, que se asocia con el producto de ligazén, y la secuencia del resto de unién al
analito de la sonda de captura, o un complemento de esta, del agente de captura de analito unido, para determinar de
esta manera la localizacién espacial de un &cido nucleico y la proteina en la muestra biolégica de enfermedad.

En algunas modalidades, el acido nucleico es ARN. En algunas modalidades, el ARN es ARNm. En algunas
modalidades, el acido nucleico es ADN.

En algunas modalidades, la muestra biolégica de enfermedad es una muestra biolégica cancerosa. En algunas
modalidades, la muestra biolégica cancerosa es una muestra biol6gica de cancer de ovario 0 una muestra biolégica
de cancer de mama. En algunas modalidades, la muestra de cancer de mama es cancer de mama triple positivo. En
algunas modalidades, el cancer de mama es cancer de mama de células ductales invasivas. En algunas modalidades,
el carcinoma ductal invasivo es un carcinoma ductal invasivo de grado Il. En algunas modalidades, el carcinoma ductal
invasivo es un carcinoma ductal invasivo de grado Ill. En algunas modalidades, el cancer de mama es un carcinoma
lobular invasivo. En algunas modalidades, la muestra biolégica cancerosa es céancer de pulmén. En algunas
modalidades, la muestra biolégica cancerosa es melanoma. En algunas modalidades, la muestra bioldgica cancerosa
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es cancer de colon. En algunas modalidades, la muestra bioldégica cancerosa es glioblastoma. En algunas
modalidades, la muestra biol6gica cancerosa es céncer de préstata.

En algunas modalidades, las sondas de captura incluyen identificadores moleculares Unicos, secuencias funcionales
0 sus combinaciones.

En algunas modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura son secuencias homopoliméricas. En algunas
modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura comprende secuencias de poli(T). En algunas modalidades,
la primera pluralidad de dominios de captura se definen como secuencias no homopoliméricas. En algunas
modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura incluye una secuencia redundante. En algunas
modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura incluye una secuencia fija. Por ejemplo, la primera
pluralidad de dominios de captura puede comprender una de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 0 SEQ ID NO:
11.

En algunas modalidades, la segunda pluralidad de dominios de captura son secuencias homopoliméricas. En algunas
modalidades, la segunda pluralidad de dominios de captura se definen como secuencias no homopoliméricas. En
algunas modalidades, la segunda pluralidad de dominios de captura comprende secuencias de poli(T). En algunas
modalidades, la segunda pluralidad de dominios de captura incluye una secuencia redundante. En algunas
modalidades, la segunda pluralidad de dominios de captura incluye una secuencia fija. Por ejemplo, la segunda
pluralidad de dominios de captura puede comprender una de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 0 SEQ ID NO:
11.

En algunas modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura y la segunda pluralidad de dominios de captura
incluyen la misma secuencia. En algunas modalidades, la primera pluralidad de dominios de captura y la segunda
pluralidad de dominios de captura incluyen diferentes secuencias.

Generalmente, los métodos de la presente descripcion pueden usarse con cualquier muestra biolégica (por ejemplo,
cualquier muestra biolégica descrita en la presente descripcidén). En algunas modalidades, la muestra biol6gica es una
seccion de tejido. En algunas modalidades, la muestra biolégica es una muestra de tejido. En algunas modalidades,
la muestra biolégica es una muestra biolégica recién congelada. En algunas modalidades, la muestra bioldgica es una
muestra biolégica fijada (por ejemplo, embebida en parafina fijada con formalina (FFPE), paraformaldehido, acetona
o metanol). En algunas modalidades, la muestra biolégica es una muestra FFPE. En algunas modalidades, la muestra
biolégica es una seccidn de tejido FFPE. En algunas modalidades, la muestra de tejido es una muestra de tumor. En
alguna modalidad, la seccién de tejido es una seccidn de tejido tumoral. En algunas modalidades, la seccién de tejido
tumoral es una seccidn de tejido tumoral fija (por ejemplo, una seccién de tejido tumoral fijada en parafina fijada con
formalina). En algunas modalidades, la muestra de tumor comprende uno o més tumores cancerosos. Se conocen
numerosos tipos de cancer en la técnica. En algunas modalidades, la muestra de tejido se deriva de una muestra de
biopsia. En algunas modalidades, la muestra de tejido se deriva de un embrién de roedor completo. En algunas
modalidades, el tejido se selecciona de, pero no se limita a, tejido cerebral, tejido de mama, tejido de colon, tejido de
corazdn, tejido pulmonar, tejido de bazo, tejido de testiculos, tejido de amigdala inflamada, tejido de cuello uterino y
tejido de ganglios linfaticos.

En algunas modalidades, una muestra FFPE se desparafina y desreticular antes de suministrar una pluralidad de
sondas de ligazdn con plantilla (por ejemplo, sondas de ligazén con plantilla de ARN) y agentes de captura de analitos.
En algunas modalidades, una muestra bioldgica FFPE se desparafina y descruza antes de la etapa (b). Por ejemplo,
el material de incrustacién en parafina se puede eliminar (por ejemplo, desparafinado) de la muestra biolégica (por
ejemplo, seccién de tejido) al incubar la muestra biolégica en un solvente apropiado (por ejemplo, xileno), seguido de
una serie de enjuagues (por ejemplo, etanol de diversas concentraciones) y rehidratacion en agua. En algunas
modalidades, la muestra biolégica se puede secar después de la desparafinizaciéon. En algunas modalidades, después
de la etapa de secar la muestra biolégica, la muestra biol6égica se puede tefiir (por ejemplo, tincién H&E, cualquiera
de la variedad de tinciones descritas en la presente descripcion).

En algunas modalidades, el método incluye tefiir la muestra biolégica. En algunas modalidades, la tincién incluye el
uso de hematoxilina y eosina. En algunas modalidades, una muestra biolégica se puede teflir mediante el uso de
cualquier nimero de colorantes bioldgicos, que incluyen, entre otros, naranja de acridina, marrén de Bismarck, carmin,
azul coomassie, violeta de cresilo, DAPI, eosina, etidio bromuro, acido fucsina, hematoxilina, tinciones de Hoechst,
yodo, verde de metilo, azul de metileno, rojo neutro, azul de Nilo, rojo de Nilo, tetréxido de osmio, yoduro de propidio,
rodamina o safranina.

La muestra biolégica se puede tefiir mediante el uso de técnicas de tincién conocidas, que incluyen Can-Grunwald,
Giemsa, hematoxilina y eosina (H&E), Jenner, Leishman, tricrémico de Masson, Papanicolaou, Romanowsky, plata,
Sudan, Wright y/o técnicas de tincién de acido periddico de Schiff (PAS). La tinciéon con PAS se realiza tipicamente
después de la fijacion en formalina o acetona.
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En algunas modalidades, la tincidn incluye el uso de una etiqueta detectable seleccionada del grupo que consiste en
un radioisétopo, un fluoréforo, un compuesto quimioluminiscente, un compuesto bioluminiscente o una de sus
combinaciones.

En algunas modalidades, se obtienen imagenes de la muestra biol6gica después de tefiir la muestra biol6gica. En
algunas modalidades, se obtienen imagenes de la muestra biol6gica antes de tefiir la muestra biolégica. En algunas
modalidades, la muestra biolégica se visualiza o se obtienen imagenes de esta mediante el uso de microscopia de
campo claro. En algunas modalidades, la muestra biolégica se visualiza o se obtienen imagenes de esta mediante el
uso de microscopia de fluorescencia. Se conocen en la técnica métodos adicionales de visualizacién y obtencién de
imagenes. Los ejemplos no limitativos de visualizacién y obtencién de imagenes incluyen microscopia de expansién,
microscopia de campo claro, microscopia de campo oscuro, microscopia de contraste de fases, microscopia
electrdnica, microscopia de fluorescencia, microscopia de reflexién, microscopia de interferencia y microscopia
confocal. En algunas modalidades, la muestra se tifie y se obtienen imagenes de esta antes de afiadir el primer y/o
segundo cebador a la muestra bioldgica en la matriz.

Después de que una muestra biolégica fijada (por ejemplo, FFPE, PFA, acetona, metanol) se haya desparafinado, la
muestra biolégica fijada (por ejemplo, FFPE, PFA) se puede procesar adicionalmente. Por ejemplo, las muestras
biolégicas fijadas (por ejemplo, FFPE, PFA) se pueden tratar para eliminar las reticulaciones (por ejemplo, las
reticulaciones inducidas por formaldehido (por ejemplo, la desreticulacién)). En algunas modalidades, la
desreticulacién de las reticulaciones (por ejemplo, reticulaciones inducidas por formaldehido) en la muestra bioldgica
fijada (por ejemplo, FFPE, PFA) puede incluir tratar la muestra con calor. En algunas modalidades, la desreticulacién
de las reticulaciones inducidas por formaldehido puede incluir realizar una reaccidén quimica. En algunas modalidades,
la desreticulacién de las reticulaciones inducidas por formaldehido, puede incluir tratar la muestra con un reactivo de
permeabilizacién. En algunas modalidades, la desreticulacién de las reticulaciones inducidas por formaldehido puede
incluir calor, una reaccién quimica y/o reactivos de permeabilizacion.

En algunas modalidades, la desreticulacién de las reticulaciones (por ejemplo, reticulaciones inducidas por
formaldehido) se pueden realizar en presencia de un tampén. En algunas modalidades, el tampén es tampén Tris-
EDTA (TE) (por ejemplo, tampén TE para muestras biol6gicas FFPE). En algunas modalidades, el tampén es tampén
de citrato (por ejemplo, tampén de citrato para muestras biolégicas FFPE). En algunas modalidades, el tampén es
tampén Tris-HCI (por ejemplo, tampdn Tris-HCI para muestras biolégicas fijadas con PFA). En algunas modalidades,
el tampén (por ejemplo, tampén TE, tampén Tris-HCI) tiene un pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 10,0
y una temperatura de entre aproximadamente 60 °C a aproximadamente 100 °C.

En algunas modalidades, la muestra biolégica se permeabiliza (por ejemplo, se permeabiliza por cualquiera de los
métodos descritos en la presente descripcién). En algunas modalidades, la permeabilizacién es una permeabilizacion
enzimatica. En algunas modalidades, la permeabilizacién es una permeabilizacién quimica. En algunas modalidades,
la muestra biolégica se permeabiliza antes de suministrar las sondas de ligazén con plantilla de ARN y los agentes de
captura de analitos a la muestra biolégica. En algunas modalidades, la muestra bioldgica se permeabiliza al mismo
tiempo que las sondas de ligazén con plantilla de ARN y los agentes de captura de analitos se suministran a la muestra
biolégica. En algunas modalidades, la muestra biol6gica se permeabiliza después de que las sondas de ligazdn con
plantilla de ARN y los agentes de captura de analitos se suministran a la muestra biolégica. En algunas modalidades,
la hibridacion de los productos de ligazén con plantilla por ARN a los segundos dominios de captura y las secuencias
de captura de analito de los agentes de captura de analito unidos a los primeros dominios de captura comprende
ademas la permeabilizacién de la muestra biolégica.

En algunas modalidades, la muestra biol6gica se permeabiliza de aproximadamente 30 a aproximadamente 120
minutos, de aproximadamente 40 a aproximadamente 110 minutos, de aproximadamente 50 a aproximadamente 100
minutos, de aproximadamente 60 a aproximadamente 90 minutos, o de aproximadamente 70 a 80 minutos. En algunas
modalidades, las muestras biolégicas se permeabilizan durante aproximadamente 30, aproximadamente 35,
aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60,
aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 90,
aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 105, aproximadamente 110, aproximadamente 115,
o aproximadamente 130 minutos.

En algunas modalidades, el tampén de permeabilizacién comprende urea. En algunas modalidades, la urea esta en
una concentraciéon de aproximadamente 0,5 M a 3,0 M. En algunas modalidades, la concentraciéon de la urea es
aproximadamente 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, o aproximadamente 3,0 M. En algunas modalidades, el tampén de
permeabilizacién incluye un detergente. En algunas modalidades, el detergente es sarcosilo. En algunas modalidades,
el sarcosilo esta presente en aproximadamente 2 % a aproximadamente 10 % (v/v). En algunas modalidades, el
sarcosilo esta presente en aproximadamente 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 % 0 9 % (v/v). En algunas modalidades, el
tampdn de permeabilizacién comprende polietilenglicol (PEG). En algunas modalidades, el PEG es de
aproximadamente PEG 2K a aproximadamente PEG 16K. En algunas modalidades, el PEG es PEG 2K, 3K, 4K, 5K,
6K, 7K, 8K, 9K, 10K, 11K, 12K, 13K, 14K, 15K o 16K. En algunas modalidades, el PEG estd presente en una
concentracién de aproximadamente 2 % a 25 %, de aproximadamente 4 % a aproximadamente 23 %, de
aproximadamente 6 % a aproximadamente 21 %, o de aproximadamente 8 % a aproximadamente 20 % (v/v).
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En algunas modalidades, el método incluye una etapa de permeabilizar la muestra biolégica (por ejemplo, una seccién
de tejido). Por ejemplo, la muestra biolégica puede permeabilizarse para facilitar la transferencia de los productos
extendidos a las sondas de captura en la matriz. En algunas modalidades, la permeabilizacién incluye el uso de un
solvente orgéanico (por ejemplo, acetona, etanol y metanol), un detergente (por ejemplo, saponina, Triton X-100™,
Tween-20™ o dodecil sulfato de sodio (SDS)) y una enzima (una endopeptidasa, una exopeptidasa, una proteasa) o
sus combinaciones. En algunas modalidades, la permeabilizacién incluye el uso de un endopeptidasa, una proteasa,
SDS, éter de polietilenglicol terc-octilfenilo, polisorbato 80 y polisorbato 20, solucién de sal de N-lauroilsarcosina de
sodio, saponina, Triton X-100™, Tween-20™, o sus combinaciones. En algunas modalidades, la endopeptidasa es
pepsina. En algunas modalidades, la endopeptidasa es la proteinasa K. Se describen métodos adicionales para la
permeabilizacién de muestras, por ejemplo, en Jamur y otros, Method Mol. Biol. 588:63-66, 2010.

Los métodos proporcionados en la presente descripcién también pueden incluir la tincién de anticuerpos. En alguna
modalidad, la tincién de anticuerpos incluye el uso de un tampén de tincién de anticuerpos. En algunas modalidades,
el tampén de tincién de anticuerpos (por ejemplo, un tampén a base de PBS) incluye un detergente (por ejemplo,
Tween-20, SDS, sarcosilo). En algunas modalidades, el tampén de tincién de anticuerpos incluye un suero, tal como
por ejemplo, un suero de cabra. En algunas modalidades, el suero de cabra es de aproximadamente 1 % a
aproximadamente 10 % (v/v), de aproximadamente 2 % a aproximadamente 9 % (v/v), de aproximadamente 3 % a
aproximadamente 8 % (v/v), o de aproximadamente 4 % a aproximadamente 7 % (v/v). En algunas modalidades, el
tampén de tincién de anticuerpos incluye sulfato de dextrano. En algunas modalidades, el sulfato de dextrano esta a
una concentracién de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 20 mg/ml, de aproximadamente 5 mg/ml a
aproximadamente 15 mg/ml, o de aproximadamente 8 mg/ml a aproximadamente 12 mg/ml.

Los métodos proporcionados en la presente descripcién también pueden utilizar sondas de bloqueo para bloquear la
unidén no especifica (por ejemplo, hibridacién) de la secuencia de captura de analito y el dominio de captura de una
sonda de captura en una matriz. En algunas modalidades, después del contacto entre la muestra biolégica y la matriz,
la muestra biolégica entra en contacto con una pluralidad de agentes de captura de analitos, donde un agente de
captura de analito incluye una secuencia de captura de analito que se bloquea de manera reversible con una sonda
de bloqueo. En algunas modalidades, la secuencia de captura de analito se bloquea de manera reversible con mas
de una sonda de bloqueo (por ejemplo, 2, 3, 4 0 mas sondas de bloqueo). En algunas modalidades, el agente de
captura de analito se bloquea antes de que se una el analito objetivo (por ejemplo, una proteina objetivo).

En algunas modalidades, el oligonucledtido del agente de captura de analito (por ejemplo, la secuencia de captura de
analito) se blogquea mediante una sonda de bloqueo. En algunas modalidades, las sondas de bloqueo se hibridan con
la secuencia de captura de analito de los agentes de captura de analito antes de introducir los agentes de captura de
analito en una muestra biolégica. En algunas modalidades, las sondas de bloqueo se hibridan a la secuencia de
captura de analito de los agentes de captura de analito después de introducir los agentes de captura de analito en la
muestra bioldgica. En tales modalidades, el dominio de captura también puede bloquearse para evitar la unién no
especifica y/o para controlar el tiempo de unién, entre la secuencia de captura de analito y el dominio de captura. En
algunas modalidades, las sondas de bloqueo se pueden introducir de forma alternativa o adicional durante la tincién
de la muestra biolégica. En algunas modalidades, la secuencia de captura de analito se bloquea antes de unirse al
dominio de captura, donde la sonda de bloqueo incluye una secuencia complementaria o sustancialmente
complementaria a la secuencia de captura de analito.

En algunas modalidades, la secuencia de captura de analito se bloquea con una sonda de bloqueo. En algunas
modalidades, la secuencia de captura de analito se bloquea con dos sondas de bloqueo. En algunas modalidades, la
secuencia de captura de analito se bloquea con mas de dos sondas de bloqueo (por ejemplo, 3, 4, 5 0 mas sondas de
bloqueo). En algunas modalidades, se usa una sonda de bloqueo para bloquear el extremo 3’ libre de la secuencia de
captura de analito. En algunas modalidades, se usa una sonda de bloqueo para bloquear el extremo &' de la secuencia
de captura de analito. En algunas modalidades, se usan dos sondas de bloqueo para bloquear ambos extremos 5’ y
3’ de la secuencia de captura de analito. En algunas modalidades, tanto la secuencia de captura de analito como el
dominio de la sonda de captura se bloquean.

En algunas modalidades, las sondas de bloqueo pueden diferir en longitud y/o complejidad. En algunas modalidades,
la sonda de bloqueo puede incluir una secuencia de nucleétidos de aproximadamente 8 a aproximadamente 24
nucleétidos de longitud (por ejemplo, de aproximadamente 8 a aproximadamente 22, de aproximadamente 8 a
aproximadamente 20, de aproximadamente 8 a aproximadamente 18, de aproximadamente 8 a aproximadamente 16,
de aproximadamente 8 a aproximadamente 14, de aproximadamente 8 a aproximadamente 12, de aproximadamente
8 a aproximadamente 10, de aproximadamente 10 a aproximadamente 24, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 22, de aproximadamente 10 a aproximadamente 20, de aproximadamente 10 a aproximadamente
18, de aproximadamente 10 a aproximadamente 16, de aproximadamente 10 a aproximadamente 14, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 12, de aproximadamente 12 a aproximadamente 24, de aproximadamente
12 a aproximadamente 22, de aproximadamente 12 a aproximadamente 20, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 18, de aproximadamente 12 a aproximadamente 16, de aproximadamente 12 a aproximadamente
14, de aproximadamente 14 a aproximadamente 24, de aproximadamente 14 a aproximadamente 22, de
aproximadamente 14 a aproximadamente 20, de aproximadamente 14 a aproximadamente 18, de aproximadamente
14 a aproximadamente 16, de aproximadamente 16 a aproximadamente 24, de aproximadamente 16 a
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aproximadamente 22, de aproximadamente 16 a aproximadamente 20, de aproximadamente 16 a aproximadamente
18, de aproximadamente 18 a aproximadamente 24, de aproximadamente 18 a aproximadamente 22, de
aproximadamente 18 a aproximadamente 20, de aproximadamente 20 a aproximadamente 24, de aproximadamente
20 a aproximadamente 22 o de aproximadamente 22 a aproximadamente 24 nucleétidos de longitud).

En algunas modalidades, la sonda de bloqueo se elimina antes de hibridar la secuencia de captura de analito del
oligonucledtido de la secuencia de captura de analito con el primer dominio de captura. Por ejemplo, una vez que la
sonda de bloqueo se libera de la secuencia de captura de analito, la secuencia de captura de analito puede unirse al
primer dominio de captura en la matriz. En algunas modalidades, la secuencia de captura de analito de bloqueo reduce
la tincién de fondo no especifica. En algunas modalidades, bloquear la secuencia de captura de analito permite
controlar cuando permitir la unién de la secuencia de captura de analito al dominio de captura de una sonda de captura
durante un flujo de trabajo espacial, controlando asi el tiempo de captura de la secuencia de captura de analito en la
matriz. En algunas modalidades, las sondas de bloqueo se unen de manera reversible, de manera que las sondas de
bloqueo se pueden eliminar de la secuencia de captura de analito durante o después del tiempo en que los agentes
de captura de analito estan en contacto con la muestra biolégica. En algunas modalidades, la sonda de bloqueo se
puede eliminar con el tratamiento con ARNasa (por ejemplo, el tratamiento con ARNasa H). En algunas modalidades,
las sondas de bloqueo se eliminan al aumentar la temperatura (por ejemplo, calentando) la muestra biolégica. En
algunas modalidades, las sondas de bloqueo se eliminan enzimaticamente (por ejemplo, escindidas). En algunas
modalidades, las sondas de bloqueo se eliminan por una enzima USUARIO. En algunas modalidades, las sondas de
bloqueo se eliminan por una endonucleasa. En algunas modalidades, la endonucleasa es endonucleasa IV. En
algunas modalidades, la endonucleasa es endonucleasa V.

En algunas modalidades, la determinacién en la etapa (g) incluye a) extender los productos de ligazén capturados y
los oligonucleétidos capturados de los agentes de captura de analito, en donde los productos de extension
comprenden el cédigo de barras espacial o un complemento de este, b) liberar los productos de extensién, o los
complementos de estos, de la matriz espacial, c) producir una biblioteca a partir de los productos de extensién
liberados o los complementos de estos, y d) secuenciar la biblioteca. En algunas modalidades, la extensién (por
ejemplo, la extensidén de los productos de ligazén de acido nucleico que se capturan y los oligonucledtidos que se
capturan de los agentes de captura de analito y/o la extensién de la pluralidad de sondas de captura) se realiza con
una polimerasa (por ejemplo, cualquier polimerasa adecuada, por ejemplo, la polimerasa T4).

En algunas modalidades, los productos de extensién liberados se pueden preparar para aplicaciones posteriores, tales
como la generacién de una biblioteca de secuenciacion y la secuenciacidén de préxima generacidn. La produccidén de
bibliotecas de secuenciacién se conoce en la técnica. Por ejemplo, los productos de extension liberados se pueden
purificar y recolectar para las etapas de amplificacién corriente abajo. Los productos de extensién liberados pueden
amplificarse mediante el uso de PCR, donde los sitios de unidén de cebadores flanquean el cédigo de barras espacial
y el producto de ligazén o el cddigo de barras de la fraccién de unidén al analito, o los complementos de estos,
generando una biblioteca asociada con un cdédigo de barras espacial particular. En algunas modalidades, la
preparacién de la biblioteca puede cuantificarse y/o controlarse con calidad para verificar el éxito de las etapas de
preparacién de la biblioteca. Los amplicones de la biblioteca se secuencian y analizan para decodificar la informacion
espacial y el cddigo de barras del producto de ligazén o del resto de la fraccién de unién al analito, o complementos
de estos.

Alternativa o adicionalmente, los amplicones pueden fragmentarse enzimaticamente y/o seleccionarse por tamafio
para proporcionar el tamafio de amplicén deseado. En algunas modalidades, cuando se utiliza una metodologia de
preparacion de la biblioteca de Illumina®, por ejemplo, P5 y P7, se pueden agregar secuencias a los amplicones lo
que permite de esta manera la captura de la preparacién de la biblioteca en una célula de flujo de secuenciacién (por
ejemplo, en instrumentos de secuenciacién de lllumina). Adicionalmente, se pueden agregar secuencias de i7 e i5
como indices de muestra si se van a agrupar y secuenciar juntas varias bibliotecas. Ademas, las secuencias de lectura
1y lectura 2 se pueden afiadir a la preparacién de la biblioteca para propdsitos de secuenciacion. Las secuencias
antes mencionadas pueden afiadirse a una muestra de preparacién de la biblioteca, por ejemplo, a través de
reparacidén de extremos, adicién de cola de poliA, ligazén de adaptador y/o PCR. Los fragmentos de ADNc pueden
entonces secuenciarse mediante el uso, por ejemplo, de la secuenciacion de extremos emparejados mediante el uso
de TruSeq Lectura 1 y TruSeq Lectura 2 como sitios de cebador de secuenciacion, aunque se conocen otros métodos
en la técnica.

En algunas modalidades, la determinacién en la etapa (g) puede incluir una etapa de preamplificacién. Por ejemplo,
una hebra complementaria a los productos de ligazén de ARN extendido y/o el producto de extensién de los
oligonucleétidos capturados de los agentes de captura de analito la etapa puede generarse y ademas incluir una etapa
de preamplificacién de los productos de extensién o complementos de estos (por ejemplo, productos extendidos) antes
de la producciéon de la biblioteca (por ejemplo, producciéon de la biblioteca RTL; oligonucledtido capturado de la
produccién del agente de captura de analito).

Composiciones
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En la presente descripcibn se proporcionan ademas matrices espaciales, que incluyen las matrices espaciales
descritas en los métodos en la presente descripcién, que incluyen una serie de diluciones de estandares de proteinas
directamente en la matriz. En general, la cuantificacién de proteinas con anticuerpos puede ser dificil debido a la
afinidad variable que tienen los anticuerpos por sus objetivos de proteinas. Para cuantificar con precisién la abundancia
de proteinas con anticuerpos, se pueden aplicar curvas estandar con la proteina de interés (por ejemplo, similar a un
ensayo ELISA) a una matriz espacial en paralelo con el anélisis proteémico espacial. En algunas modalidades, se
coloca un estandar de proteina en la matriz (por ejemplo, en la parte superior de las caracteristicas de la matriz). En
algunas modalidades, se coloca mas de un estandar de proteina en la matriz (por ejemplo, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 0 mas estdndares de proteina se colocan en la matriz). La lectura de la serie de
estandares de proteinas internos permite la cuantificacién de las proteinas de interés en paralelo a partir de la muestra
biolégica (por ejemplo, una seccidn de tejido) directamente en la matriz, lo que puede conducir a una mayor precision
al determinar la concentracién de proteinas. Figura 26 muestra un sustrato ilustrativo con una configuracién ilustrativa
que incluye una serie de dilucién para dos proteinas diferentes que se detectan en los margenes de una matriz
espacial. Figura 26 muestra una serie de diluciones para dos proteinas de interés, sin embargo, como se describe en
la presente descripcidn, se pueden observar més de dos series de diluciones de proteinas en la matriz espacial.

En la presente descripcién se proporcionan composiciones tales como matrices espaciales que incluyen a) una
pluralidad de sondas de captura que incluyen cddigos de barras espaciales y una primera pluralidad de dominios de
captura hibridados con una pluralidad de productos de ligazdn con plantilla, y b) una pluralidad de sondas de captura
que comprenden cédigos de barras espaciales y una segunda pluralidad de dominios de captura hibridados con una
pluralidad de oligonucleétidos de los agentes de captura de analitos, en donde los oligonucleétidos comprenden una
secuencia de captura de analito y un cédigo de barras del resto de unién al analito. En algunas composiciones, las
secuencias de captura de analito de los oligonucleétidos se hibridan con la segunda pluralidad de dominios de captura.

En algunas composiciones, las sondas de captura incluyen dominios de escisién, identificadores moleculares Unicos,
secuencias funcionales o sus combinaciones. En algunas composiciones, la primera pluralidad de dominios de captura
son secuencias homopoliméricas. En algunas composiciones, la primera pluralidad de dominios de captura comprende
secuencias de poli(T). En algunas composiciones, la primera pluralidad de dominios de captura se define como
secuencias no homopoliméricas. En algunas composiciones, la primera pluralidad de dominios de captura comprende
una secuencia redundante. En algunas composiciones, la primera pluralidad de dominios de captura comprende una
secuencia fija. Por ejemplo, la primera pluralidad de dominios de captura puede comprender una de las SEQ ID NO:
1, SEQID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8§, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10, 0 SEQ ID NO: 11.

En algunas composiciones, la segunda pluralidad de dominios de captura son secuencias homopoliméricas. En
algunas composiciones, la segunda pluralidad de dominios de captura se definen secuencias no homopoliméricas. En
algunas composiciones, la segunda pluralidad de dominios de captura comprende secuencias de poli(T). En algunas
composiciones, la segunda pluralidad de dominios de captura comprende una secuencia redundante. En algunas
composiciones, la segunda pluralidad de dominios de captura comprende una secuencia fija. Por ejemplo, la segunda
pluralidad de dominios de captura puede comprender una de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, 0 SEQ ID NO:
11.

En algunas composiciones, la matriz espacial comprende una o mas series de dilucién de proteinas.
Kits

En la presente descripcién también se proporcionan kits que incluyen a) una matriz espacial que comprende una
pluralidad de sondas de captura, donde las sondas de captura incluyen cédigos de barras espaciales y en donde la
pluralidad de sondas de captura comprende una primera pluralidad de primeros dominios de captura y una segunda
pluralidad de segundos dominios de captura, b) uno o mas agentes de captura de analitos, ¢) uno o mas pares de
sondas de ligazén con plantilla de ARN, y d) una o mas enzimas y tampones para la practica de cualquiera de los
métodos descritos en la presente descripcion. En algunos kits, una o més enzimas incluyen polimerasas, RNasas,
DNasas, proteasas, lipasas o sus combinaciones.

Listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 — Dominio de captura 22 mer
TTGCTAGGACCGGCCTTAAAGC

SEQ ID NO: 2 — Dominio de captura 21 mer
TTGCTAGGACCGGCCTTAAAG

SEQ ID NO: 3 — Dominio de captura 20 mer
TTGCTAGGACCGGCCTTAAA

SEQ ID NO: 4 — Dominio de captura 19 mer
TTGCTAGGACCGGCCTTAA

SEQ ID NO: 5 — Dominio de captura 18 mer
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TTGCTAGGACCGGCCTTA

SEQ ID NO: 6 — Dominio de captura 17 mer
TTGCTAGGACCGGCCTT

SEQ ID NO: 7 — Dominio de captura 16 mer
TTGCTAGGACCGGCCT

SEQ ID NO: 8 — Dominio de captura 15 mer
TTGCTAGGACCGGCC

SEQ ID NO: 9 — Dominio de captura 14 mer
TTGCTAGGACCGGC

SEQ ID NO: 10 — Dominio de captura 13 mer
TTGCTAGGACCGG

SEQ ID NO: 11 — Dominio de captura 12 mer
TTGCTAGGACCG

Ejemplos
Ejemplo 1. Proteémica y expresion génica espacial en ganglios linfaticos humanos FFPE

Se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analito podrian proporcionar un analisis de
la expresién proteica simultaneamente con la expresién génica asociada. En estos experimentos, el agente de captura
de analito incluye un anticuerpo como el resto de unién al analito y la secuencia de captura de analito que comprende
una secuencia de cédigo de barras que identifica el anticuerpo asi como también la secuencia de captura que es
complementaria al dominio de captura de la sonda de captura asociada en la matriz.

Se permiti6 que las sondas de ligazén con plantilla se hibridaran con sus ARNm objetivo y los conjugados de
anticuerpo-oligonucleétido se incubaron con las muestras en donde se permitié que los anticuerpos se unieran a sus
objetivos de proteinas (como se describe en el documento PCT/US2020/66720). Brevemente, los tejidos de ganglios
linfaticos humanos FFPE se seccionaron, se montaron en portaobjetos de matriz espacial y se desparafinaron
mediante el uso de una serie de lavados con xileno y etanol antes de la obtencién de imagenes de campo claro. Los
tejidos se lavaron y desenlazaron al incubar los tejidos en tampén TE (pH 9,0) durante 1 hora a 70°C. Después de la
desreticulacion de los tejidos, las sondas de ligazén con plantilla dirigidas se afiadieron a los tejidos y la hibridacién
de la sonda se ejecutd durante la noche a 50 °C. Después de la hibridacion, las sondas se ligaron juntas a 37 °C
durante 1 hora. Después de la hibridacién de la sonda de ligazén con plantilla, se afiadieron los agentes de captura
de analito a los tejidos, que se incubaron en un tampén de tincién de anticuerpos con los tejidos durante toda la noche
a temperatura ambiente. Las muestras de tejido se lavaron cuatro veces con el tampdn de tincién de anticuerpos sin
anticuerpos.

Los tejidos se permeabilizaron y se permitié que los productos de sonda ligada o los productos de ligazén migraran
para la hibridaciéon a los dominios de captura de las sondas de captura en la superficie de la matriz espacial. Los
oligonucleétidos de los agentes de captura de analito también migraron en paralelo y se capturaron a través de sus
secuencias de captura que se hibridaron para capturar los dominios de captura de la sonda de en la matriz espacial
que son complementarios a las secuencias de captura. Como tal, los productos de ligazén que representan los ARNm
objetivo y los oligonucleétidos de los agentes de captura de analito que representan la unién de los anticuerpos a las
proteinas objetivo se capturaron simultdneamente en la superficie de la matriz. Para permitir la liberacién y captura de
la sonda y el oligonucleétido, los tejidos se incubaron con ARNasa H y un tampén asociado durante 30 minutos a 37
°C, los tejidos se permeabilizaron mediante el uso de una proteasa durante 40 minutos adicionales, seguido de un
lavado para eliminar las enzimas de los tejidos.

Los productos de ligazén capturados y los oligonucleétidos del agente de unién al analito se extendieron para crear
productos extendidos de las moléculas capturadas, incluido el cddigo de barras espacial 0 un complemento del mismo,
el codigo de barras del resto del agente de unidn al analito si esta presente y otras secuencias funcionales de la sonda
de captura. Se realizaron preparaciones de bibliotecas, las bibliotecas se secuenciaron en un instrumento de
secuenciacidn lllumina y las localizaciones espaciales se determinaron mediante el uso de Space Ranger y Loupe
Browser (10X Genomics). Las secuencias de anticuerpos (por ejemplo, el complemento del oligonucleétido capturado
de los agentes de unién al analito) se amplificaron con Truseq_pR1 y Truseq_pR2. Para la localizacién de proteinas,
se usaron secuencias relacionadas con el cédigo de barras del resto de unién al analito para determinar la abundancia
y la localizacién de la proteina marcada por los agentes de unién al analito. Los patrones de expresién espacial se
determinaron mediante el uso del software de andlisis de datos SpaceRanger y el software de visualizacién del
navegador Loupe (10X Genomics).

Las Figuras 4A-B demuestra los resultados de un experimento donde se combinaron los agentes de captura de analito
para determinar si se podian identificar multiples objetivos simultaneamente en un tejido. En este experimento, se
conjugaron ocho anticuerpos diferentes a oligonucleétidos que comprenden cédigos de la fraccién de unién al analito
y secuencias de captura que se dirigen a ocho proteinas: NCAM1, Ki67, CD8A, PDL1, CD20, CD11B, CD45RA vy
CD66B. La Figura 4A (ARN) muestra el agrupamiento de la expresidn génica espacial de la proteina asociada en la
muestra de tejido de ganglio linfatico, mientras que la Figura 4B (proteina) muestra el agrupamiento de la expresion
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proteica espacial de los ocho objetivos. Este experimento demuestra que es factible analizar en formato multiple
diferentes agentes de captura de analitos para identificar simultdneamente los patrones espaciales de expresién
génica y proteica de los objetivos en formato multiple en una muestra de tejido.

Resultados experimentales adicionales del experimento en formato miultiple que se muestra en la Figura 4A incluy6 el
direccionamiento a CD20 y CD20 ARNm cuando solo se dirige a una proteina con un agente de captura de analito.
Estos resultados (datos no mostrados) muestran una muestra de tejido de ganglio linfatico donde un anticuerpo dirigido
a CD20 se conjugé con un oligonucleétido para su captura subsecuente en una matriz espacial. La ARNm de la seccién
de tejido se capturé y extendié con éxito, proporcionando de esta manera un analisis de expresién génica espacial de
CD20 (datos no mostrados). Simultdneamente, la matriz de proteinas presentada espacialmente demuestra que el
anticuerpo CD20 del agente de captura de analito fue capaz de unirse a la proteina CD20 seguido de la captura de
oligonucleétidos en la matriz espacial, la extensién y la determinacién espacial de la localizacién de la proteina CD20
a través del cddigo de barras de la parte de unidn al analito (datos no mostrados). Los patrones de expresiéon génica
y de expresién proteica para CD20 se superponen y se localizan en los linfocitos B en los ganglios linfaticos (datos no
mostrados). Como tal, los métodos demuestran la utilidad de los agentes de captura de analitos para dirigirse a una
proteina de interés y detectar simultaneamente la expresién génica espacial y la expresiéon proteica en una muestra
de tejido.

Se generaron datos adicionales con el objetivo de CD8A (por ejemplo, mediante el uso de un anticuerpo CD8A) similar
a CD20 descrito anteriormente. Los patrones de expresién génica espacial y de expresién proteica fueron consistentes
con el direccionamiento de células T positivas para CD8 citotéxicas en el tejido de ganglios linfaticos (datos no
mostrados), lo que demuestra nuevamente la utilidad de los métodos y agentes de unién al analito que se dirigen a
proteinas especificas de interés para determinar simultaneamente la expresién espacial de genes y proteinas de un
objetivo dado.

Ejemplo 2. Prote6mica y expresién génica espacial en tejido de amigdala humana FFPE

Como se describié anteriormente, se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analitos
podrian proporcionar un anélisis de expresién proteica simultaneamente con la expresién génica asociada en el tejido
de las amigdalas humanas FFPE.

Brevemente, los tejidos de amigdala humana FFPE se seccionaron, se montaron en portaobjetos de matriz espacial
y se desparafinaron mediante el uso de una serie de lavados de xileno y etanol antes de la tincion H&E y la obtencidn
de imagenes en campo claro. Los tejidos se lavaron y se desenlazaron al incubar los tejidos en tampén de citrato (pH
6,0) durante 1 hora a 90 °C. Después de desenlazar los tejidos, las sondas de ligazén dirigidas se aplicaron a los
tejidos y la hibridacién de la sonda se ejecutd durante la noche a 50 °C. Después de la hibridacién, las sondas se
ligaron juntas a 37 °C durante 1 hora para generar productos de ligazén. Después de la hibridacién de la sonda de
ligazén, los agentes de captura de analito se aplicaron a los tejidos, que se incubaron en un tampén de tincién de
anticuerpos (tampén a base de PBS, suero de cabra al 5 %, ADN de esperma de salmén y sulfato de dextrano) con
los tejidos durante toda la noche a 4°C. Las muestras de tejido se lavaron cuatro veces con tampén de tincién de
anticuerpos sin anticuerpos.

Los tejidos se permeabilizaron y los productos de ligazén se dejaron migrar para su captura por hibridacién a los
dominios de captura de las sondas de captura en la superficie de la matriz espacial. Los oligonucleétidos de los agentes
de captura de analito complementarios a las secuencias de captura alternativas del segundo conjunto de sondas de
captura en la matriz también se capturaron por hibridacién. Como tal, ambos productos de ligazén que representan el
ARNm de la proteina objetivo y el oligonucleétido del agente de captura de analito que representa la unién del
anticuerpo a la proteina objetivo se capturaron simultdneamente en la superficie de la matriz. Para permitir la liberacién
y captura de la sonda y el oligonucledtido, los tejidos se incubaron con RNasa H y un tampén asociado, y polietilenglicol
(PEG) durante 30 minutos a 37 °C. Los tejidos se permeabilizaron mediante el uso de un tampdn de permeabilizacién
que comprende una proteasa (por ejemplo, proteinasa K), PEG, urea 1 M, durante 60 minutos adicionales, seguido de
un lavado para eliminar las enzimas de los tejidos.

Los productos de ligazén capturados y los oligonucleétidos del agente de unidn al analito se extendieron para incluir
el cédigo de barras espacial o un complemento del mismo, el cédigo de barras del resto del agente de unién al analito
o un complemento del mismo si esta presente y otras secuencias funcionales de la sonda de captura. Adicionalmente,
dichos productos se preamplificaron antes de la preparacién de la biblioteca.

Las preparaciones de la biblioteca se realizaron a partir de los productos extendidos, las bibliotecas se secuenciaron
en un instrumento de secuenciacién lllumina y las localizaciones espaciales se determinaron y visualizaron. Las
secuencias de anticuerpos (por ejemplo, el complemento del oligonucleétido capturado de los agentes de unién al
analito) se amplificaron con Truseq_pR1 y Truseq_pR2. Para la localizacién de proteinas, se usaron secuencias
relacionadas con el cédigo de barras del resto de unién al analito para determinar la abundancia y la localizacién de
la proteina marcada por los agentes de unién al analito. Los patrones de expresion espacial se determinaron mediante
el uso del software de andlisis de datos SpaceRanger y el software de visualizacién del navegador Loupe (10X
Genomics).
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La Figura 5 muestra datos de agrupamiento ilustrativos de genes espaciales (superior central) y expresién proteica
(superior derecha) en secciones de tejido de amigdala FFPE superpuestas sobre la imagen de H&E (superior
izquierda). La Figura 5 (abajo) muestra la visualizacién de los marcadores de proteinas PD-1, Ki67 y CD8A que
etiquetan las células T foliculares, los foliculos individuales y las células T supresoras/citotdxicas, respectivamente.
Los datos demuestran la utilidad de los agentes de captura de analitos para dirigirse a una proteina de interés y
detectar simultdneamente la expresién génica espacial en muestras de tejido de las amigdalas FFPE. Ademas, los
datos demuestran la especificidad de los marcadores de proteinas (por ejemplo, anticuerpos) para identificar diferentes
tipos de células dentro de una seccidn de tejido heterogénea y detectar simultdneamente la expresién génica espacial.

En otro experimento realizado en secciones de tejido de amigdala FFPE, se realizé el analisis espacial ilustrativo de
la expresién génica y proteica de un conjugado de anticuerpo-oligonucledtido en formato de 20 dirigido a proteinas de
interés y sondas con plantilla de ARN dirigidas a 18 000 objetivos de ARNm. La seccién de tejido de amigdala humana
FFPE se tiié con H&E que identificé dénde se pueden ver los foliculos que contienen células inmunitarias en
maduracidn y la capa epitelial (datos no mostrados). Los datos de los grupos representativos de expresion génica y
los datos de los grupos representativos de expresién proteica se alinean con las estructuras macroscépicas visibles
en la imagen de H&E mostrada (datos no mostrados).

Los datos demuestran la viabilidad de usar en formato multiple diferentes agentes de captura de analitos para
identificar simultdneamente los patrones espaciales de expresidén génica y proteica de los objetivos en formato mdltiple
en una muestra de tejido.

La Figura 6 muestra una seccién de tejido de amigdala FFPE tefiida con H&E ilustrativa y datos de expresién génica
y espacial (arriba). La Figura 6 también muestra una vista ampliada de la seccién de tejido de las amigdalas FFPE
tefiida con H&E y el agrupamiento de la expresidn génica y la expresién proteica de CD8a y CD4 superpuestas en la
seccion de tejido de las amigdalas FFPE con H&E (parte inferior). La visualizacién de los marcadores CD8a y CD4
coincide con los foliculos mostrados en la tincién H&E donde CD8a se localiza en el borde de los foliculos y CD4 se
localiza fuera de los foliculos.

Se realizé una agrupamiento ilustrativa adicional de datos de expresidén espacial de genes y proteinas en diferentes
secciones de tejido de las amigdalas FFPE. El agrupamiento de la expresién génica espacial y el agrupamiento de
proteinas espaciales se realizaron en la muestra de tejido de amigdala FFPE que también se tifid con H&E (datos no
mostrados). Los resultados demuestran un experimento en el que se combinaron los agentes de captura de analito
para determinar si se podian identificar multiples objetivos simultdneamente en el tejido de las amigdalas FFPE. En
este experimento, se conjugaron 21 anticuerpos diferentes con oligonucleétidos que comprenden cédigos de barras
del resto de unién al analito y secuencias de captura (por ejemplo, secuencias de captura de analito) que se dirigen a
21 proteinas (18 se muestran en la Figura 7): Ki67, NCAM1, BCL, CD138, CD21, CD268, CD11b, LAG3, CD4, CD20,
PD-L1, CD45RA, CD88, PanCK, CD66b, PCNA, CD235a /b y CD79a.

La Figura 7 muestra un panel de 18 de las 21 proteinas dirigidas, que incluye especificamente los genes: Ki67, NCAM1,
BCL, CD138, CD21, CD268, CD11b, LAG3, CD4, CD20, PD-L1, CD45RA, CD68, PanCK, CD66b, PCNA, CD235a /b
y CD79a. En el panel, la fila superior muestra la expresién proteica y el panel inferior muestra la expresiéon de ARN.
Vistas ampliadas de la expresién espacial ilustrativa de genes y proteinas a partir de un subconjunto de siete mapas
de calor de expresion génica y proteica dirigidos diferentes, que incluyen especificamente: PanCK, PD-L1, Ki67, CD4,
CD68, CD20 y CD11b. Expresién génica (ARN) y expresion proteica para Ki67, NCAM1, BCI, CD138, CD11b, LAG,
CD4, CD20, PD-L1, PanCK, CD66b y CD79a como se muestra en la Figura 7 superposicidén, demostrando la utilidad
de los agentes de captura de analitos para dirigirse a una proteina de interés y detectar simultdneamente la expresién
génica espacial en muestras de tejido de las amigdalas FFPE (datos no mostrados).

La Figura 8 muestra vistas ampliadas de datos de agrupamiento ilustrativos para el tejido de amigdala humana FFPE
mediante el uso de un panel de prueba de conjugado anticuerpo-oligonucleétidos en formato de 12 de nueve genes
que se muestran en la Figura 7, que incluyen especificamente: CD4, PD-L1, CD20, CD11b, BCL-2, CD21, CD791,
CD45RA, PCNA, Ki67, PanCK y CD235a/b.

Colectivamente, los datos demuestran la utilidad de los métodos y los agentes de unién al analito que se dirigen a
proteinas especificas de interés para determinar simultdneamente la expresion espacial de genes y proteinas de una
objetivo dada.

Ejemplo 3. Proteémica y expresién génica espacial en tejido de cancer de mama FFPE

Tejido de cancer de mama triple positivo humano

Como se describié anteriormente, se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analitos

podrian proporcionar un anélisis de expresién proteica simultaneamente con la expresién génica asociada en el tejido
de cancer de mama humano triple positivo FFPE.
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Brevemente, los tejidos de cancer de mama triple positivo humano FFPE se seccionaron, se montaron en portaobjetos
de matriz espacial y se desparafinaron mediante el uso de una serie de lavados de xileno y etanol antes de secarse a
temperatura ambiente. A continuacién, las portaobjetos se calentaron a 37 °C durante 15 minutos, seguido de una
serie de lavados con etanol (100 %, 96 %, 96 % y 70 % de etanol). A continuacion, los tejidos se tifieron con H&E y
se obtuvieron imagenes de campo claro. Alternativamente, los tejidos se pueden tefiir (por ejemplo, teflidos por
inmunofluorescencia) en lugar de la tincién H&E.

Los tejidos se lavaron y desreticularon al incubar los tejidos en tampén Tris-EDTA (TE) (pH 9,0) durante 1 hora a 95
°C seguido de una serie de lavados con HCI 0,1 N. Después de la desreticulacién de los tejidos, las sondas de ligazén
dirigidas se afiadieron a los tejidos y la hibridacién de la sonda se ejecutd durante la noche a 50 °C. Los tejidos se
lavaron en un tampén de poshibridacién que incluye 3x SSC, ARNt de levadura de Baker y agua sin nucleasa y seguido
de un lavado con tampén 2x SSC. Después de la hibridacién, las sondas se ligaron juntas a 37 °C durante 1 hora.
Después de la hibridacidén de la sonda, los tejidos se incubaron en un tampén de bloqueo de anticuerpos (tampdn a
base de PBS (pH 7,4), suero de cabra, ADN de esperma de salmén, Tween-20, un inhibidor de RNasa y sulfato de
dextrano) a temperatura ambiente durante 60 minutos. El tampén de bloqueo se elimind de los tejidos y los tejidos se
incubaron durante toda la noche a 4 °C con los agentes de captura de analito en una mezcla de tinciéon de anticuerpos
(tampén a base de PBS (pH 7,4), suero de cabra al 5 %, ADN de esperma de salmén de 0,1 pg/ul, Tween-20 al 0,1
%, inhibidor de RNasa 1 U/pl, oligonucleétidos de bloqueo, agentes de captura de analito (por ejemplo, anticuerpos
con un oligonucledétido conjugado) y 10 mg/ml de sulfato de dextrano)). Las muestras de tejido se lavaron varias veces
con tampén de tincién de anticuerpos sin anticuerpos.

Los tejidos se permeabilizaron y las sondas ligadas se liberaron para su captura mediante la hibridacién en los
dominios de captura de las sondas de captura en la superficie de la matriz espacial. Los oligonucleétidos de los agentes
de captura de analito complementarios a las secuencias de captura alternativas del segundo conjunto de sondas de
captura en la matriz también se capturaron por hibridacién. Como tal, ambos productos de ligazén que representan el
ARNmMm objetivo y el oligonucleétido del agente de captura de analito que representa la unién del anticuerpo a la proteina
objetivo se capturaron simultdneamente en la superficie de la matriz. Para permitir la liberacién y captura de la sonda
y el oligonucleétido, los tejidos se incubaron con una RNasa (por ejemplo, RNasa H), un tampén asociado y
polietilenglicol (PEG) durante 30 minutos a 37 °C. Los tejidos se permeabilizaron mediante el uso de un tampdn de
permeabilizacidén que comprende una proteasa (por ejemplo, Proteinasa K), PEG, urea 3 M, durante 60 minutos
adicionales, seguido de un lavado para eliminar las enzimas de los tejidos. Después de la permeabilizacién, los tejidos
se lavaron en 2x SSC varias veces.

Los productos de ligazén que se capturan y los oligonucleétidos del agente de unién al analito se extienden para crear
productos extendidos de las moléculas que se capturan, incluido el complemento del cédigo de barras espacial, el
cédigo de barras del resto del agente de unidn al analito si esta presente y otras secuencias funcionales de la sonda
de captura. Adicionalmente, dichos productos se preamplificaron antes de la preparacidn de la biblioteca.

Las preparaciones de la biblioteca se realizaron a partir de los productos extendidos, secuenciados en un instrumento
de secuenciacién lllumina, y las localizaciones espaciales se determinaron y visualizaron. Las secuencias de
anticuerpos (por ejemplo, el complemento del oligonucleétido capturado de los agentes de unién al analito) se
amplificaron con Truseq_pR1 y Truseq_pR2. Para la localizaciéon de proteinas, se usaron secuencias relacionadas
con el codigo de barras del resto de unién al analito para determinar la abundancia y la localizacién de la proteina
marcada por los agentes de unién al analito. Los patrones de expresién espacial se determinaron mediante el uso del
software de analisis de datos SpaceRanger y el software de visualizacién del navegador Loupe (10X Genomics).

Las Figuras 9A-C demostrar los resultados de un experimento donde los agentes de captura de analito se combinaron
para determinar si las objetivos podian identificarse simultdneamente en el tejido de cdncer de mama ductal invasivo
triple positivo de FFPE de grado Il. En este experimento, se conjugaron 11 anticuerpos diferentes a oligonucleétidos
que comprenden cédigos de barras del resto de unién al analito y secuencias de captura (por ejemplo, secuencias de
captura de analito) que se dirigen a once proteinas: Her2, EpCAM, PanCK, N-Cadherina, PCNA, AlfaSMA, Vimentina,
CD8a, CD4, CD68, CD20 y HLA-DR. La Figura 9B (RNA) muestra el agrupamiento de la expresién génica espacial,
mientras que la Figura 9C (proteina) muestra el agrupamiento de la proteina asociada en la muestra de tejido de
cancer de mama triple positivo FFPE. Los datos demuestran la viabilidad de usar en formato multiple diferentes
agentes de captura de analitos para identificar simultineamente los patrones de grupos de expresién espacial de
genes y proteinas de los objetivos en formato multiple en muestras de tejido de cancer de mama triple positivo.

Un panel de 11 proteinas objetivo que incluye especificamente los genes: Se generd Her2, EpCAM, PanCK, N-
Cadherina, PCNA, AlfaSMA, Vimentina, CD8a, CD4, CD68, CD20 y HLA-DR donde para cada expresiéon de ARN y la
expresion proteica objetivo se generé (datos no mostrados). También se generd una expresién espacial ilustrativa de
genes y proteinas para KRT10, KRT18 y PanCK Ab y el agrupamiento imparcial de la expresién génica y proteica
superpuestas en la imagen de H&E demuestra patrones similares (datos no mostrados). Se muestra una vista
ampliada de la expresion de ARN de Her2 y Vimentina y la expresién proteica en la Figura 10. Las secciones
adyacentes se tifieron por inmunofluorescencia para HER2 (arriba) y Vimentina (abajo) demostrando una sefial fuerte
dentro de la regién del cuadro discontinuo de la muestra de biopsia. La tincién de anticuerpos para dos biomarcadores,
HERZ2 y Vimentina, a partir de secciones de tejido adyacentes se correlaciona con tumores en el tejido de cancer de
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mama triple positivo. La expresién génica (ARN) y la expresién proteica para Her2, EpCAM, PanCK, N-Cadherina,
PCNA, AlfaSMA, Vimentina, CD8a, CD4, CD68, CD20 y HLA-DR también se superponen (datos no mostrados)
demostrando la utilidad de los agentes de captura de analitos para dirigirse a una proteina de interés y detectar
simultdneamente la expresién génica espacial en muestras de tejido de cancer de mama triple positivo.

Como se describié anteriormente, se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analitos
podrian proporcionar un anélisis de expresién proteica simultaneamente con la expresién génica asociada en el tejido
de cancer de mama de carcinoma ductal invasivo FFPE.

Las muestras se prepararon como se describié anteriormente en el ejemplo de cancer de mama triple positivo FFPE.
Las Figuras 11A-C muestra de tejido de carcinoma ductal invasivo humano teflido con H&E (Figura 11A). Las Figuras
11B y 11C muestran el agrupamiento de la expresién génica y el agrupamiento de la expresiéon proteica,
respectivamente, superpuestas sobre la imagen de H&E con patrones similares. La Figura 12 muestra un examen
adicional de diferentes biomarcadores: CD11b, PD-L1 y alfa-SMA exhiben variacién regional dentro de la muestra de
tejido. Estos biomarcadores de proteinas se usaron para definir la regiéon de interés (por ejemplo, mostrada como
regiéon 1y regién 2). Las regiones de interés identificadas de patrones de expresién génica especificos se identificaron
con los 50 principales genes altamente expresados. Los datos demuestran la viabilidad de usar en formato mdltiple
diferentes agentes de captura de analitos para identificar simultineamente los patrones de agrupamiento espacial de
expresion génica y proteica de los objetivos de en formato multiple en muestras de tejido de carcinoma ductal invasivo.

Figura 13 muestra la expresién espacial ilustrativa de genes y proteinas para Acta2 (arriba) y Epcam (abajo). El
agrupamiento no sesgado de la expresién génica y proteica superpuesto sobre una imagen de H&E de la misma
muestra de tejido demuestra patrones similares. También se generaron gréficos que muestran la correlacion entre la
expresién génica de Acta2 y la expresién proteica de Alfa-SMA (codificada por el gen Acta?) y la expresion génica del
Epcam y la expresion proteica de EPCAM (codificada por el gen EPCAM) (datos no mostrados). Se realizé un
experimento similar como se describe en Figura 13 en un tejido de cédncer de mama de carcinoma ductal invasivo
FFPE diferente y la expresién espacial ilustrativa de genes y proteinas para Acta2 y, por separado, HLA-DRA (gen) y
HLA-DR (proteina) se correlacionaron entre si (datos no mostrados).

Colectivamente, los datos demuestran la viabilidad de usar en formato miltiple diferentes agentes de captura de
analitos para identificar simultineamente la expresién espacial de genes y proteinas en muestras de tejido de
carcinoma ductal invasivo FFPE triple positivo.

Ejemplo 4. Proteémica y expresién génica espacial en secciones de bazo, cerebro, cabeza y torso de ratén FFPE en
una muestra de embrién de ratdn

Se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analito podrian proporcionar un analisis de
la expresién proteica simultdneamente con la expresién génica asociada en tejidos de ratén FFPE, incluidos los
embriones de ratén completos o porciones de los mismos. Los siguientes experimentos probaron la expresién espacial
de genes y proteinas en formatos de intercalamiento y sin intercalamiento. En algunos ejemplos, la alineacién de un
primer sustrato con una muestra biolégica y un segundo sustrato con una matriz espacial sobre el mismo se facilita
mediante un proceso de intercalamiento. En consecuencia, en la presente descripcidén se describen métodos intercalar
juntos el primer sustrato con una muestra biolégica con un segundo sustrato que comprende una matriz con una
pluralidad de sondas de captura, donde la sonda de captura incluye un cédigo de barras espacial y un dominio de
captura.

En un ejemplo no limitante, las muestras de bazo de raton FFPE, las muestras de ratdn FFPE, las muestras de torso
de embriones de ratén FFPE, las muestras de cabeza de embriones de ratdn FFPE se colocaron en portaobjetos
estandar (para condiciones de intercalamiento) o portacbjetos de expresién espacial (GEx) (como condiciones sin
intercalamiento). Las diapositivas de GEx incluyen una matriz de sondas de captura con cédigo de barras espacial.
Brevemente, los tejidos se seccionaron y montaron en portaobjetos y se secaron durante toda la noche en un
deshidratador. Al dia siguiente, los tejidos se calentaron a 60 °C, seguido de desparafinado y rehidratacién. Los tejidos
se tifieron con H&E y se obtuvieron imagenes de campo claro. Los tejidos se desmancharon con HCl y se desenlazaron
durante 1 hora en tampén de citrato (pH 6,0) a 95 °C. Después del desenlazado, los tejidos se incubaron durante toda
la noche con conjuntos de sondas del transcriptoma completo de ratdn (ligazén con plantilla de ARN) a 50 °C. Al dia
siguiente, los tejidos se lavaron para eliminar las sondas no hibridadas, luego se trataron con ligasa para enlazar las
sondas RTL. Después de otra etapa de lavado, los tejidos se bloquearon con el tampén de bloqueo de anticuerpos.
Los tejidos se incubaron durante toda la noche con una biblioteca de anticuerpos conjugados (por ejemplo, una
biblioteca que comprende una pluralidad de agentes de captura de analitos, cada uno de los cuales comprende un
anticuerpo especifico de antigeno conjugado con un oligonucleétido). Al dia siguiente, los tejidos se sometieron a
condiciones de intercalamiento o sin intercalamiento como sigue.

Los tejidos colocados en portaobjetos estdndar para las condiciones de intercalamiento se lavaron con PBS-T, se
sometieron a una tincién de eosina y se lavaron con SSC. Los tejidos se sometieron a condiciones de intercalamiento.
Brevemente, los portaobjetos de tejido se montaron en un instrumento de intercalamiento junto con un portaobjetos
GEx y una solucién de reactivo que incluye una RNAsa y una Proteinasa K. Tras el cierre en el instrumento, las
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secciones de tejido se permeabilizaron durante 30 minutos, lo que permite que los productos de ligazén y los
oligonucledtidos de los agentes de captura de analito migren al portaobjetos GEx para su captura por las sondas de
captura. Después de la permeabilizacién y captura, se retiraron los portaobjetos de GEx del instrumento.

Los tejidos colocados en portaobjetos GEx para condiciones sin intercalamiento se lavaron con PBS-T y SSC. Los
tejidos se sometieron a una etapa de liberacién de la sonda de 30 minutos con una RNasa, seguido de
permeabilizacién con un tampén de permeabilizacién que incluye la proteasa K. En consecuencia, los productos de
ligazén y los agentes de captura de analito se capturaron mediante las sondas de captura en el portaobjetos GEx.

Independientemente de las condiciones, los portaobjetos de GEx se lavaron dos veces con 2x SSC, y se sometieron
a la extensién de la sonda, la desnaturalizacién y la preamplificacién seguidas de la amplificacién y el secuenciacién
de las bibliotecas de ligazén con plantilla y el agente de captura de analito.

Después de la secuenciacién, se evalué la calidad, la sensibilidad y la deteccién bajo cada condicidén (condiciones de
intercalamiento y sin intercalamiento). Como se muestra en la Tabla 1, la calidad, sensibilidad y deteccién de las
transcripciones detectadas globalmente (es decir, ARNm) y proteinas fueron comparables entre las condiciones de
intercalamiento y sin intercalamiento.

Tabla 1.
Métri Condiciones de Condiciones sin
étrica ) - ) ’
intercalamiento intercalamiento
Cédigos de barras validos 99,00 % 98,90 %
. . 3 Lecturas de fracciones en el objetivo 85,60 % 82,10 %
Calidad de lgazon Lecturas de fracciones utilizables 79,80 % 78,70 %
P Lecturas de fracciones en puntos 81,60 % 81,00 %
Lecturas de fracciones no mapeadas 0,90 % 1,00 %
Sensibilidad de Mediana de genes (20K prps) 4856 4705
ligazon con plantilla Mediana de UMI (20K prps) 16 966 15 156
. Lecturas de fracciones utilizables 75,20 % 67,10 %
protgr?;icriggigﬁte ol Lecturas de fracciones en el punto 78,70 % 70,10 %
uso de agentes de Fraccion desconocida 3,70% 3,60%
captura de analito Mediana de UMI por punto (5K 4632 4114
lecturas utilizables por punto)
Correlaciéon del agente de captura de
analito/ligazén con plantilla 0,77 0,76
seleccionado

Se generaron imagenes para evaluar la superposicion de la expresidén génica y los perfiles de proteinas génicas en el
tejido del bazo de ratén y el tejido cerebral de ratdn para los biomarcadores individuales. Como se muestra en la Figura
14A (condiciones de intercalamiento) y la Figura 14B (condiciones sin intercalamiento), se detectd la expresion de
ARNmM del receptor de fosfatasa de tirosina de tipo C (Ptprc; por ejemplo, Ensembl: ENSMUSG00000026395) en una
muestra de tejido del bazo. Ademés, el producto génico (por ejemplo, la proteina) CD45R también se detecté tanto en
condiciones de intercalamiento (Figura 14C) y en condiciones sin intercalamiento (Figura 14D). CD45R es el nombre
de la proteina de Ptprc, y se determiné si habia superposicién de la expresién de ARNm de Ptprc y la expresién
proteica de CD45R. Como se muestra en las Figuras 14A-14D, tanto las condiciones de intercalamiento (77 % de
correlacién) como sin intercalamiento (76 % de correlacién), respectivamente, demuestran la superposicién de
transcripcién y proteina, lo que indica que la deteccién de transcripcion (es decir, ARNm) y proteina (1) se identificd
en areas similares de los tejidos y (2) fue comparable en las condiciones de intercalamiento y sin intercalamiento en
muestras de bazo de raton.

La calidad, sensibilidad y deteccién bajo cada condicién (condiciones de intercalamiento y sin intercalamiento) se
evaluaron de manera global en muestras de cerebro de ratén. Como se muestra en la Tabla 2, la calidad, sensibilidad
y deteccidn de transcripciones detectadas globalmente (es decir, ARNm) y proteinas fueron comparables entre las
condiciones de intercalamiento y sin intercalamiento en muestras de cerebro de ratén.

Tabla 2.
Métrica Qondiciongs de (_Dondiciongs sin
intercalamiento intercalamiento
Cédigos de barras validos 99,00 % 98,90 %
. . 3 Lecturas de fracciones en el objetivo 92,00 % 87,30 %
Ca“dadp‘faen';ﬁ;zo” con Lecturas de fracciones utilizables 88,80 % 72,30 %
Lecturas de fracciones en puntos 91,80 % 79,10 %
Lecturas de fracciones no mapeadas 1,10 % 1,90 %

26



10

15

20

25

30

ES 3 008 686 T3

Sensibilidad de ligazén Mediana de genes (10K prps) 4405 3185

con plantilla Mediana de UMI (10K prps) 9386 5553
Deteccién d tof Lecturas de fracciones utilizables 80,70 % 62,30 %
eteccion de proteinas Lecturas de fracciones en el punto 84,40 % 65,10 %

mediante el uso de — - o o
agentes de captura de Fraccién desconocida 3,70 % 3,70 %

analito Mediana de UMI por punto (5K lecturas 3732 3991

utilizables por punto)
Correlaciéon del agente de captura de
analito/ligazén con plantilla 0,63 0,63
seleccionado

De manera similar a las imagenes de muestras de bazo de ratén descritas anteriormente, se evaluaron la expresion
génica individual y los productos de proteinas en muestras de cerebro de ratén. Como se muestra en la Figura 15A
(condiciones de intercalamiento) y la Figura 15B (condiciones sin intercalamiento), se detectd la expresién de ARNm
de tirosina hidroxilasa (Th; por ejemplo, Ensembl: ENSMUSG00000000214) en el cerebro. Ademés, el producto génico
(por ejemplo, proteina) TH también se detecté en condiciones de intercalamiento (Figura 15C) y condiciones sin
intercalamiento (Figura 15D). Dado que TH es la proteina producida por Th, se determiné si habia superposicién de
la expresion de ARNm de Th y la expresién proteica de TH. Como se muestra en las Figuras 15A-15D, tanto las
condiciones de intercalamiento (63 % de correlacién) como las condiciones sin intercalamiento (63 % de correlacion),
respectivamente, vieron la superposicién de transcripcién y proteina, lo que demuestra que la deteccién de
transcripcién (es decir, ARNm) y proteina fue comparable en las condiciones de intercalamiento y sin intercalamiento
en muestras de cerebro de raton.

Los experimentos que usan los mismos métodos (es decir, probar las condiciones de intercalamiento contra las
condiciones sin intercalamiento mientras se detecta tanto el ARN como la proteina) se realizaron en secciones de la
cabeza y el torso del embridn de ratén completo. Ademas de las condiciones en las que se detectaron tanto el ARN
como la proteina, se incluy6 una tercera condicidn como control. Esta tercera condicion (Condicién 3 en las Tablas 3
y 4) detectd la presencia y abundancia de solo ARN. En cada condicién, el ARN se detectéd mediante el uso de la
ligazén con plantilla como se describi6é anteriormente. Para las condiciones 1y 2 como se muestra en las Tablas 3y
4 mas abajo, la proteina también se detecté mediante el uso de métodos de agente de captura de analitos como se
describié anteriormente. La calidad, sensibilidad y deteccién bajo cada condicién (condiciones de intercalamiento
frente a sin intercalamiento) se evaluaron en muestras de cabeza y torso de embriones de ratén. Como se muestra en
las Tablas 3 y 4, la calidad, sensibilidad y deteccién de los transcritos detectados globalmente (es decir, ARNm) y
proteinas fueron comparables entre las condiciones de intercalamiento y sin intercalamiento en muestras de torso y
cabeza/torso superior de embriones de ratén. Ademés, la calidad, sensibilidad y deteccién de las transcripciones
detectadas globalmente (es decir, ARNm) fue aproximadamente la misma entre las Condiciones 1 y 3, lo que
demuestra que tanto la captura de proteinas como los métodos de intercalamiento no interfirieron con la captura de
ARN mediante el uso de métodos de ligazén con plantilla.

Tabla 3. Datos de la muestra de torso de embrién de ratén completo

Condicién 1: Condicién 2: o
L S . Condicion 3:
Condiciones de Condiciones sin . .
e ) : . ; Condiciones sin
Métrica intercalamiento intercalamiento que intercalamiento que
que detectan ARN detectan ARN y .
f : detectan ARN
y proteina proteina
Cédigos de barras validos 98,9 % 99,0 % 98,5 %
Lecturas de f_ra_cmones en el 88.5% 88.5% 87.9%
Calidad de i 3 objetivo
a 'CO"’:] plznt'ﬁ’;m” Lecturas de fracciones utilizables 81,5% 77,7 % 84,8 %
Lecturas de fracciones en puntos 84,0 % 79,9 % 88,4 %
Lecturas de fracciones no 1.0% 1.0% 1.4%
mapeadas
Sensibilidad de Mediana de genes (10K prps) 4144 4356 3562
ligazén con -
plantilla Mediana de UMI (10K prps) 8767 8176 6121
Deteccién de Lecturas de fracciones utilizables 77,3 % 72,6 % -
proteinas Lecturas de fracciones en el punto 80,8 % 75,9 % -
n&ediantetel Lc'jso Fraccién desconocida 3,7% 3,7% -
€ agentes de Mediana de UMI por punto (5K
captura de analito lecturas utilizables por punto) 3358 3264 )
Correlacién del agente de captura
de analito/ligazén con plantilla 0,90 0,80 -
seleccionado
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Tabla 4. Datos de la Muestra de Cabeza/Parte Superior del Torso del Embrién de Ratén Completo

Cgr?cri]iiliccnlr?gstie Condicién 2: Condicién 3:
Métrica intercalamiento que Condiciones sin Condiciones sin
detectan ARNq intercalamiento que intercalamiento que
: y detectan ARN y proteina detectan ARN
proteina
Cédigos de barras validos 99,0 % 99,0 % 98,5 %
Lecturas de f_ra_cmones en 89.1 % 89.4 % 89.0 %
el objetivo
Calidad de Lecturas de fracciones o o o
ligazon con utilizables 86,7 % 82,9 % 82,2 %
lantilla i
p Lecturas de fracciones en 89,5 % 852 % 852 %
puntos
Lecturas de fracciones no 1.0% 1.0% 1.5%
mapeadas
Sensibilidad de Mediana de genes (10K 4400 4708 3562
ligazén con prps)
plantilla Mediana de UMI (10K prps) 9077 8431 6571
N Lecturas_ _de fracciones 84.3 % 77.9% }
Deteccion de utilizables
proFeinas Lecturas de fracciones en 88.2 % 815% }
mediante el el punto
uso de agentes Fraccién desconocida 3,7 % 3,8 % -
de captura de | Mediana de UMI por punto
analito (5K lecturas utilizables por 3358 3349 -
punto)
Correlacién del agente de
captura de analito/ligazén 0,72 0,59 -
con plantilla seleccionado

Ademas de realizar un analisis de expresién global en cada grupo, se analizaron los objetivos individuales para la
localizacién y abundancia de la expresiéon génica espacial (por ejemplo, ARNm) y la expresion proteica espaciales de
objetivos individuales en la muestra de torso y cabeza/torso superior del embrién de ratén. Las Figuras 16A y 16C
muestran la deteccién de ARNm (Figura 16A) y proteina (Figura 16C) del antigeno 76 de linfocitos (Ter119) (por
ejemplo, NCBI Gene ID: 104231), de muestras de torso de embriones de ratén en la Condicién 1 (es decir, en
condiciones de intercalamiento). Las Figuras 16B y 16D muestran la deteccién de ARNm (Figura 16B) y proteina
(Figura 16D) de Ter119 de muestras de torso de embriones de ratén en la Condicién 2 (es decir, en condiciones sin
intercalamiento). Las Figuras 17A y 17C muestran la deteccion de ARNm (Figura 17A) y proteina (Figura 17C) de
Ter119 de muestras de cabeza de embriones de ratén en la Condicién 1 (es decir, en condiciones de intercalamiento).
Las Figuras 17B y 17D muestran la deteccién de ARNm (Figura 17B) y proteina (Figura 17D) de Ter119 de muestras
de cabeza de embriones de ratén en la Condicién 2 (es decir, en condiciones sin intercalamiento). Como se muestra
en las Figuras 17A-17D, el ARNm y la proteina de Ter119 se detectaron facilmente con una considerable superposicién
de ARNm y deteccidn de proteina tanto en condiciones de intercalamiento como en condiciones sin intercalamiento,
lo que demuestra la adaptabilidad y la reproducibilidad de los métodos independientemente de la condicién.

Se analizaron biomarcadores Unicos adicionales en las muestras de cabeza y torso del embrién de ratén. Como se
muestra en las Figuras 18A-18l, se analizé el ARNm y la proteina del dominio de metalofosfoesterasa que contiene 1
(Mpped1; Ensembl: ENSMUSGO00000041708). Mpped1 se detectd facilmente en la regiéon cerebral de muestras de
cabeza de embriones de ratén. La Figura 18A muestra la deteccién de ARNA de Mpped1 en una muestra de cabeza
de embrién de ratén mediante el uso de condiciones de intercalamiento (Condicién 1 de las Tablas 3 y 4). La Figura
18E muestra la deteccién de la proteina Mpped1 en una muestra de cabeza de embrién de ratdén mediante el uso de
condiciones de intercalamiento (Condicién 1 de las Tablas 3 y 4). Sin embargo, el ARN de Mpped1 no se detectd
facilmente en una muestra de torso de embrién de ratdn (Figura 18B). De manera consistente con estas observaciones,
Mpped1 tiene actividad de metalofosfoesterasa, que podria tener un papel en el desarrollo cerebral, como se esperaba
que estuviera presente en la muestra de la cabeza del embrién y no en la muestra del torso del embrién. De acuerdo
con los datos de las condiciones de intercalamiento, se detecté el ARNm y la proteina de Mpped1 en condiciones sin
intercalamiento en la cabeza (Figura 18C (ARNm) y la Figura 18F (proteina)) pero no en el torso (Figura 18D (ARNm)
y Figura 18G (proteina)). De manera similar, en condiciones sin intercalamiento en las que solo se detectd ARN, se
detecté ARN Mpped1 en la cabeza (Figura 18H) pero no en el torso (Figura 181). Como tal, independientemente de
las condiciones, tanto la expresién génica como la proteica, hasta el nivel de un solo biomarcador, pueden detectarse
simultdneamente en la misma muestra.

Se examinaron cuatro biomarcadores adicionales: troponina C1, tipo cardiaco y esquelético lento (Thnc1; por ejemplo,
Ensembl: ENSMUSGO00000091898); factor de crecimiento de fibroblastos 15 (Fgf15; por ejemplo, Ensembl:
ENSMUSG00000031073); epificano (Epyc, por ejemplo, Ensembl: ENSMUSG00000019936); e inhibidor de peptidasa
de serina (o cisteina), clado A, miembro 1E (Serpinaie; por ejemplo, Ensembl: ENSMUSG00000072849) en muestras
de embriones de ratdén de cabeza/cuerpo superior bajo las Condiciones 1, 2y 3 de las Tablas 3 y 4. Ver las Figuras
19A-22I1. Tnnec1 esté involucrado en la regulacién de la contraccion muscular y su expresion se detecté facilmente en
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todas las muestras bajo cada condicién. Ver las Figuras 19A-19I1. La funcién de Fgf15 en la neurogénesis retiniana y
como un factor de determinacién del destino celular. De hecho, se encontré su expresién en el ojo del embrién en
cada muestra de cabeza, pero no se detectd en el torso. Ver las Figuras 20A-201. Funciones de Epyc en la formacién
6sea y en la estructura del cartilago y se detecté en cada muestra (cabeza y torso). Ver las Figuras 21A-21l.
Finalmente, la Serpinale es activa en el higado ya que funciona en la produccidén de la proteina alfa-1 antitripsina.
Como se muestra en las Figuras 22A-22|, Serpinale se detectd en el torso de embriones de ratén pero no se detectd
en las muestras de cabeza/torso superior. Consistente entre cada una de estas imagenes de biomarcadores, los
métodos sin intercalamiento detectaron facilmente los biomarcadores de ARNm y proteinas individuales en
comparacién con los métodos de intercalamiento.

Como tal, mediante el uso de condiciones de intercalamiento o sin intercalamiento, tanto la expresién génica como la
proteica, hasta el nivel de un solo biomarcador, se pueden detectar simultaneamente en mdltiples tipos de tejidos
mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion.

Ejemplo 5. Protedmica espacial, expresion génica espacial e identificacién de células inmunitarias en secciones de
tejido canceroso FFPE

Se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analito podrian proporcionar un analisis
espacial de proteinas y expresion génica en secciones de tejido canceroso FFPE. Adicionalmente, se realizaron
experimentos para identificar varios tipos de células inmunitarias en secciones de tejido FFPE de cancer de mama y
secciones de tejido FFPE de cancer de ovario. Las secciones de tejido se prepararon y el analisis se realizé mediante
los métodos descritos en el Ejemplo 4.

Cancer de mama de Carcinoma Ductal Invasivo

Como se muestra en las Figuras 23A-E se usé un panel de anticuerpos 25-plex para estudiar el microambiente tumoral
y mostrar la infiltracién espacial de células inmunitarias en una seccién de tejido FFPE de cancer de mama. Los datos
mostrados en las Figuras 23A-E son de muestras extraidas de secciones de tejido méas grandes que demostraron una
expresién espacial consistente de genes y proteinas espaciales como se muestra en las Figuras 23C-E y descrito en
la presente descripcién (datos no mostrados). La Figura 23A muestra una seccién de tejido de cdncer de mama de
tipo de cancer de mama ductal invasivo de grado |l tefiida con H&E y la Figura 23B muestra la imagen de H&E de la
Figura 23A anotado por un patélogo. Las anotaciones del patélogo se delinean en la imagen y corresponden a Vasos
Sanguineos, DCIS (carcinoma ductal in situ), Células Inmunitarias, Carcinoma Invasivo, Necrosis o Glandula Normal.
El patélogo identificé el carcinoma ductal in situ, asi como también areas de tejido con infiltrados de células
inmunitarias.

La agrupamiento de la expresion génica espacial y de proteinas espaciales superpuesta a la imagen tefiida con H&E
mostrada en la Figura 23A demostraron patrones de expresién similares que delinean el tumory la regién estromal
(datos no mostrados). Més especificamente, se usaron marcadores inmunitarios de proteinas para identificar células
inmunitarias infiltrantes. Por ejemplo, la Figura 23C muestra la expresioén proteica espacial de CD3 (por ejemplo, un
marcador para células T) y la Figura 23D muestra la expresién proteica espacial de CD8A (por ejemplo, un marcador
para linfocitos T citotéxicos). Ademés, dentro de un infiltrado, se distinguié la orientaciéon espacial de diferentes tipos
de células inmunitarias. Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 23E donde se observé una acumulacién de
linfocitos T citotéxicos que expresan el isotipo de antigeno de leucocitos humanos — DR (HLA-DR) (por ejemplo, un
marcador de activacién de linfocitos T).

Adicionalmente, se examiné la expresién espacial de genes y proteinas de genes y proteinas adicionales a partir de
la misma secciéon de tejido mostrada en la Figura 23A. Mas especificamente, el gen ACTA2 y su proteina
correspondiente, la actina de musculo liso alfa (SMA), demostraron patrones de expresién similares con correlaciones
de recuento de UMI de proteina génica positiva (datos no mostrados). Un examen adicional del gen de la citoqueratina,
KRT18, también demostré patrones similares a un anticuerpo PanCK y nuevamente se observaron correlaciones
positivas de UMI de gen-proteina (datos no mostrados).

En una seccién de tejido de cancer de mama ductal invasivo FFPE de grado Il diferente, la seccién de tejido se tifié
con H&E y la expresién proteica espacial de PanCK y HLA-DR dentro de la seccidn de tejido. La seleccién manual de
las regiones positivas para HLA-DR y PanCK se realizé con el 10x Loupe Browser que muestra las regiones
contrastantes dentro de la seccién de tejido. El analisis de expresién diferencial local de ambas regiones gener6 los
50 principales genes asociados con la expresidn en las regiones seleccionadas de HLA-DR o PanCK identificadas y
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5.
ID del marcador Nombre del | Promedio de | Factor de | Valor de P | Promedio de | Factor de | Valor de
marcador HLA-DR cambio de Log2 | de HLA-DR PanCK cambio de Log2 | P de
de HLA-DR de PanCK PanCK
ENSG00000106483 SFRP4 11,59067363 2,58736286 3,34E-49 1,926061057 | -2,58736286 3,34E-49
ENSG00000168685 IL7R 3,519297315 2,433061874 1,02E-40 0,650696303 | -2,433061874 1,02E-40
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ENSG00000011465 DCN 29,40019273 2,218895222 4,74E-39 6,307770284 | -2,218895222 4,74E-39
ENSG00000091986 CCDC80 3,432380045 2,310230989 7,36E-39 0,691066033 | -2,310230989 7,36E-39
ENSG00000139329 LUM 33,17683334 2,178290672 9,94E-38 7,321262975 | -2,178290672 9,94E-38
ENSG00000197614 MFAP5 3,117091908 2,247513206 2,12E-36 0,655476929 | -2,247513206 2,12E-36
ENSG00000211772 TRBC2 4,483908589 2,20449644 3,84E-36 0,971529419 | -2,20449644 3,84E-36
ENSG00000087245 MMP2 9,819947279 2,17666454 3,84E-36 2,169341797 | -2,17666454 3,84E-36
ENSG00000182326 Cc18 7,999797384 2,155136429 4,02E-36 1,793797074 | -2,155136429 4,02E-36
ENSG00000108821 COL1A1 150,9804112 2,114722952 4,02E-36 34,81889197 | -2,114722952 4,02E-36
ENSG00000136235 GPNMB 5,620650143 2,161589748 2,39E-34 1,254648708 | -2,161589748 2,39E-34
ENSG00000090382 LYz 5,075286879 2,204681169 3,37E-34 1,099543957 | -2,204681169 3,37E-34
ENSG00000064205 CCN5 3,718695759 2,138373605 4,86E-34 0,843514881 | -2,138373605 4,86E-34
ENSG00000211751 TRBC1 4,436189304 2,185129984 7,54E-34 0,974185322 | -2,185129984 7,54E-34
ENSG00000164692 COL1A2 97,7921546 2,041795601 8,18E-34 23,72199689 | -2,041795601 8,18E-34
ENSG00000277734 TRAC 4,685011293 2,099070424 4,58E-33 1,092107428 | -2,099070424 4,58E-33
ENSG00000211592 IGKC 190,0999999 2,203176006 9,62E-33 41,23342956 | -2,203176006 9,62E-33
ENSG00000271503 CCL5 4,115788386 2,085695324 1,34E-32 0,968342335 | -2,085695324 1,34E-32
ENSG00000158747 NBL1 8,572428812 2,007423552 1,09E-31 2,129503248 | -2,007423552 1,09E-31
ENSG00000106624 AEBP1 24,52600855 1,986108768 1,64E-31 6,183474011 | -1,986108768 1,64E-31
ENSG00000169442 CD52 2,54616474 2,103282373 1,85E-31 0,59173525 -2,103282373 1,85E-31
ENSG00000168542 COL3A1 55,19587513 1,945997239 8,85E-31 14,30841332 | -1,945997239 8,85E-31
ENSG00000163520 FBLN2 4,983256828 1,994115903 8,85E-31 1,249336902 | -1,994115903 8,85E-31
ENSG00000172724 CCL19 4,214635477 2,569106092 1,13E-30 0,709126175 | -2,569106092 1,13E-30
ENSG00000145423 SFRP2 12,30135013 1,975672819 1,40E-30 3,123873435 | -1,975672819 1,40E-30
ENSG00000140937 CDH11 6,69433407 1,973568341 1,57E-30 1,702434001 | -1,973568341 1,57E-30
ENSG00000106565 TMEM176B | 2,784761169 2,020982234 4,69E-30 0,685223046 | -2,020982234 4,69E-30
ENSG00000172061 LRRC15 6,252930678 1,96380266 5,20E-30 1,600978496 | -1,96380266 5,20E-30
ENSG00000166741 NNMT 3,541452698 1,979047111 1,90E-29 0,897164127 | -1,979047111 1,90E-29
ENSG00000184347 SLIT3 2,425162266 2,012530816 3,18E-29 0,600234141 | -2,012530816 3,18E-29
ENSG00000107562 CXCL12 6,52390805 1,925167509 5,56E-29 1,715713517 | -1,925167509 5,56E-29
ENSG00000149131 SERPING1 7,503857666 1,912104472 5,56E-29 1,991396278 | -1,912104472 5,56E-29
ENSG00000123500 COL10A1 6,305762744 1,924239545 7,60E-29 1,659408368 | -1,924239545 7,60E-29
ENSG00000140285 FGF7 1,174235279 2,165189314 8,22E-29 0,261340883 | -2,165189314 8,22E-29
ENSG00000115594 IL1R1 2,104761348 2,001816916 1,23E-28 0,524806488 | -2,001816916 1,23E-28
ENSG00000159403 C1R 10,59027289 1,895587338 2,40E-28 2,842878868 | -1,895587338 2,40E-28
ENSG00000165507 DEPP1 5,92741698 2,006365507 2,68E-28 1,473495138 | -2,006365507 2,68E-28
ENSG00000142871 CCN1 11,35378146 1,8940456 3,90E-28 3,051101685 | -1,8940456 3,90E-28
ENSG00000143196 DPT 2,212129741 1,984447325 3,90E-28 0,558270869 | -1,984447325 3,90E-28
ENSG00000213886 UBD 1,508270278 2,211600224 3,90E-28 0,325082561 | -2,211600224 3,90E-28
ENSG00000186340 THBS2 6,307467004 1,90036637 3,90E-28 1,687560943 | -1,90036637 3,90E-28
ENSG00000060718 COL11A1 5,138344506 1,953199093 1,11E-27 1,325295736 | -1,953199093 1,11E-27
ENSG00000197747 S100A10 6,643206264 1,86886665 1,72E-27 1,816637842 | -1,86886665 1,72E-27
ENSG00000132386 SERPINF1 11,63498439 1,853278452 1,80E-27 3,216298869 | -1,853278452 1,80E-27
ENSG00000118523 CCN2 16,70174997 1,860743031 3,07E-27 4,593119128 | -1,860743031 3,07E-27
ENSG00000127083 OMD 1,624159972 2,000597227 4,93E-27 0,40529084 -2,000597227 4,93E-27
ENSG00000084636 COL16A1 3,253432724 1,891287213 6,63E-27 0,875916901 | -1,891287213 6,63E-27
ENSG00000180447 GAS1 2,45413469 1,901572191 2,20E-26 0,65600811 -1,901572191 2,20E-26
ENSG00000163430 FSTL1 10,87829286 1,80177238 6,32E-26 3,116436906 | -1,80177238 6,32E-26
ENSG00000227507 LTB 2,731929102 1,888847173 8,98E-26 0,736747569 | -1,888847173 8,98E-26

Carcinoma de ovario

30

Los datos demuestran que la expresién proteica espacial puede identificar la infiltracion de células inmunitarios en
secciones de tejido FFPE de cancer de mama y, ademas, la expresiéon proteica espacial se correlaciona con las
anotaciones de un patélogo que demuestra la utilidad de los métodos descritos en la presente descripcién para
identificar células inmunitarias dentro de un microambiente tumoral que puede usarse como una herramienta de
diagnéstico.

Como se muestra en las Figuras 24A-D se usé un panel de anticuerpos en formato de 25 para estudiar una seccién
de tejido de cancer de ovario FFPE (por ejemplo, carcinoma) y mostrar la infiltracién espacial de células inmunitarias.
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El panel de anticuerpos incluyd anticuerpos para marcadores intracelulares y extracelulares. La Figura 24A muestra
una anotacién del patélogo para el carcinoma invasivo y las células inmunitarias en una seccion de tejido de cancer
de ovario FFPE tefiida con H&E. Las anotaciones del patblogo se delinean en la imagen y corresponden a Vasos
Sanguineos, DCIS (carcinoma ductal in situ), Células Inmunitarias, Carcinoma Invasivo o Necrosis.

El panel de anticuerpos en formato de 25 incluyé anticuerpos para marcadores inmunitarios de proteinas que
confirmaron la presencia de células inmunitarias dentro de la seccién de tejido de FFPE de cancer de ovario. Ademas,
el panel de anticuerpos distinguié (por ejemplo, subtipificd) las células inmunitarias en base a sus marcadores de
superficie caracteristicos. Por ejemplo, la Figura 24B muestra la expresién proteica espacial de CD20 (por ejemplo,
un marcador para las células B) y la Figura 24C muestra la expresién proteica espacial de CD68 (por ejemplo, un
marcador para monocitos). La Figura 24D muestra la expresién proteica espacial de CD8A (por ejemplo, un marcador
para linfocitos T citotéxicos) y una pequefia regidn del carcinoma de ovario incluye la infiltracién de linfocitos T
citotéxicos (flecha) mientras que el carcinoma mas grande no.

Las Figuras 25A-D muestran la infiltracion diferencial de linfocitos T citotoxicos espaciales dentro de diferentes
regiones de una seccién de tejido de FFPE de cancer de ovario. Los perfiles de expresién génica de las regiones de
carcinoma grande y pequefio se compararon para encontrar diferencias que pueden correlacionarse con la variacién
de la infiltracion de células inmunitarias observada en los datos de expresién proteica. La Figura 25A muestra la
expresion proteica espacial de CD8A (por ejemplo, un marcador para linfocitos T citotéxicos) y la Figura 25B muestra
areas altamente infiltradas (“calientes”) y no infiltradas (“frias”) de la seccién de tejido de FFPE de cancer de ovario.
El mapeo de infiltracién se basa en la deteccién de proteinas de la expresiéon proteica CD3 para la infiltracién de
linfocitos T citotoxicos “activos” o alta, y la expresién proteica CD8 para la infiltracién de linfocitos T citotéxicos “frios”
o minima a ninguna. Las Figuras 25C y 25D muestran la expresién génica espacial de los genes de respuesta
inmunitaria. Por ejemplo, la Figura 25C muestra la expresién génica espacial del antigeno de histocompatibilidad de
clase | HLA, cadena alfa G (HLA-G; también conocido como antigeno de leucocitos humanos G) en el pequefio
carcinoma que se correlaciona con los datos de expresién proteica y la Figura 25D muestra la expresién génica
espacial en el carcinoma grande de proteoglicano de matriz interfotorreceptora 2 (IMPG2), que se sabe que esta
involucrado en el crecimiento del tumor, que también se correlaciona con los datos de expresién proteica. Los datos
demuestran que la expresién proteica espacial puede identificar la infiltracién de células inmunitarios en secciones de
tejidos FFPE de cancer de ovario y, ademas, la expresion proteica espacial se correlaciona con las anotaciones de un
patélogo y con los datos de expresién génica que demuestran la utilidad de los métodos descritos en la presente
descripcidén para identificar células inmunitarias dentro de un microambiente tumoral. Los métodos descritos en la
presente descripcién también pueden usarse como una herramienta de diagnéstico y/o método de cribado.
Adicionalmente, la expresion génica espacial que se correlaciona con diferentes carcinomas ovaricos dentro de una
seccion de tejido es distinguible por los métodos descritos en la presente descripcién.

Ejemplo 6. Protedmica espacial y expresién génica espacial en secciones de tejido canceroso FFPE

Se realizaron experimentos para determinar si los agentes de captura de analito podrian proporcionar un analisis
espacial de proteinas y expresién génica en secciones de tejido canceroso FFPE. Las secciones de tejido se
prepararon y el analisis se realizé6 mediante los métodos descritos en el Ejemplo 4.

Céncer de pulmén

Como se muestra en las Figuras 27A-D analisis espacial de la expresién génica y proteica en una seccién de tejido
de cancer de pulmdn FFPE. La Figura 27A muestra una seccién de tejido de cancer de pulmén FFPE tefiida con H&E
y las Figuras 27B y 27C, muestran el agrupamiento de la expresién génica espacial (Figura 27B) y agrupamiento de
la expresion proteica espacial (Figura 27C), respectivamente. La Figura 27D muestra un grafico de UMI espacial de
proteinas HLA-DR. Como se describe en la presente descripcién, HLA-DR es un marcador de activacion de linfocitos
Ty la Figura 27D

Los datos demuestran que la expresiéon génica espacial y la expresion proteica espaciales se correlacionan entre si,
lo que demuestra la utilidad de los métodos descritos en la presente descripcidn para identificar la expresién espacial
de genes y proteinas en secciones de tejido FFPE de cancer de pulmén que pueden usarse como una herramienta
de diagnéstico.

Melanoma

Como se muestra en las Figuras 28A-D analisis espacial de la expresién génica y proteica en una seccién de tejido
de melanoma FFPE. La Figura 28A muestra una seccién de tejido de cadncer de pulmédn FFPE tefiida con H&E y las
Figuras 28B y 28C, muestran el agrupamiento de la expresiéon génica espacial (Figura 28B) y agrupamiento de la
expresion proteica espacial (Figura 28C), respectivamente. La Figura 28D muestra el grafico de UMI espacial de la
proteina HLA-DR. Como se describe en la presente descripcién, HLA-DR es un marcador de activacion de linfocitos
Ty la Figura 28D
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Los datos demuestran que la expresidon génica espacial y la expresién proteica espaciales se correlacionan entre si,
lo que demuestra la utilidad de los métodos descritos en la presente descripcidn para identificar la expresién espacial
de genes y proteinas en secciones de tejido FFPE de melanoma que pueden usarse como una herramienta de
diagnéstico.

Otras tejidos analizados

Ademas de las diversas secciones de tejido FFPE analizadas como se describe en la presente descripcién, se
analizaron otros tipos de tejido, que incluyen: tejido cerebral sano, tejido de carcinoma lobular invasivo de cancer de
mama, tejido de mama sano, tejido de cancer de colon, tejido de colon sano, tejido de glioblastoma, tejido de corazén,
tejido pulmonar sano, tejido de cancer de préstata, tejido de bazo sano, tejido de testiculos, tejido de amigdala
inflamada, tejido de cuello uterino y tejido de ganglios linfaticos (no se muestran los datos).

Ejemplo 7. La expresién proteica espacial correlaciona con la tincién de inmunofluorescencia

Las Figuras 29A-C muestran la tincién por inmunofluorescencia de anticuerpos contra vimentina (VIM) (Figura 29A) y
tincién con DAPI en una seccién de tejido de cancer de mama de grado Il de carcinoma ductal invasivo FFPE. La
Figura 29B muestra la expresidn proteica espaciales superpuesta sobre la imagen fluorescente en la Figura 29A. La
Figura 29C muestra la expresion proteica espacial con un agente de captura de analito especifico de VIM en la misma
seccion de tejido. Los datos demuestran una distribucién espacial similar entre la tincién por inmunofluorescencia de
anticuerpos contra vimentina (Figura 29A) y la expresién proteica espaciales con un agente de captura de analito
especifico de VIM (Figura 29C) y demuestra la utilidad de los métodos descritos en la presente descripcién para
recapitular la expresion proteica espacial con agentes de captura de analito en relacién con la tincién de anticuerpos
inmunofluorescentes.

Otras modalidades
Debe entenderse que, aunque la invencién se ha descrito junto con la descripcién detallada de la misma, la descripcion

anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencién, que se define por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar la localizacién espacial de un acido nucleico y una proteina en una muestra
biolégica que comprende:

proporcionar una matriz espacial que comprende una primera y segunda pluralidad de sondas de captura, en
donde cada una de la primera y segunda pluralidad de sondas de captura comprende un cédigo de barras
espacial y un dominio de captura,

poner en contacto la matriz espacial con la muestra biolégica,

poner en contacto la muestra biolégica con

(i) una pluralidad de agentes de captura de analito, en donde un agente de captura de analito de la
pluralidad de agentes de captura de analito comprende un resto de unién a proteina y un
oligonucleétido que comprende un cédigo de barras de resto de unidén a proteina y una secuencia
de captura de analito, en donde la secuencia de captura de analito comprende una secuencia
complementaria al dominio de captura de la segunda pluralidad de sondas de captura, y

(i) una pluralidad de sondas de ligazén con plantilla, en donde una de las sondas de ligazén con plantilla
comprende una secuencia complementaria al dominio de captura de la primera pluralidad de sondas
de captura,

unir el resto de unién a proteina del agente de captura de analito a una proteina objetivo,

hibridar la pluralidad de sondas de ligazdn con plantilla a un acido nucleico objetivo y ligar las sondas de ligazén
con plantilla hibridadas para producir un producto de ligazén con plantilla,

hibridar: (i) el producto de ligazén con plantilla al dominio de captura de la primera pluralidad de sondas de
captura y (ii) la secuencia de captura de analito del agente de captura de analito unido al dominio de captura
de la segunda pluralidad de sondas de captura en la matriz espacial, y

determinar: (i) la secuencia o una porcién de esta del producto de ligazén con plantilla capturado, o un
complemento de esta, y la secuencia del cédigo de barras espacial de la primera pluralidad de sondas de
captura, o un complemento de esta, que se asocia con el producto de ligazén con plantilla, y (i) la secuencia
del cddigo de barras del resto de unidn a proteina, o un complemento de esta, del agente de captura de analito
unido, y la secuencia del cédigo de barras espacial de la segunda pluralidad de sondas de captura, o un
complemento de esta, que se asocia con el agente de captura de analito, para determinar de esta manera la
localizacién espacial del 4cido nucleico y la proteina en la muestra biolégica.

El método de la reivindicacién 1, en donde los dominios de captura de la primera pluralidad de sondas de
captura son secuencias de captura no homopoliméricas o secuencias homopoliméricas definidas,
opcionalmente en donde los dominios de captura de la segunda pluralidad de sondas de captura son
secuencias de captura homopoliméricas o secuencias no homopoliméricas definidas, en donde opcionalmente
los dominios de captura de la primera pluralidad de sondas de captura son diferentes de los dominios de captura
de la segunda pluralidad de sondas de captura.

El método de la reivindicacién 2, en donde las secuencias homopoliméricas comprenden secuencias de poliT
y las secuencias no homopoliméricas comprenden secuencias fijas © secuencias redundantes,
preferentemente en donde las secuencias fijas comprenden al menos una secuencia seleccionada de SEQ ID
NO: 1a SEQID NO: 11.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el acido nucleico es un ARN o ADN,
preferentemente en donde el ARN es un ARNm.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la muestra biol6gica es una muestra de
tejido, preferentemente en donde la muestra de tejido es una muestra de tejido recién congelada o una muestra
de tejido fijada, en donde la muestra de tejido fijada es una muestra de tejido fijada con formaldehido, una
muestra de tejido fijada con acetona, una muestra de tejido con paraformaldehido o una muestra de tejido fijada
con metanol.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la muestra biol6gica es una seccién de
tejido, en donde la seccién de tejido es una seccién de tejido recién congelada o una seccion de tejido fijada, y
opcionalmente, en donde la seccién de tejido fijada es una seccién de tejido embebida en parafina fijada con
formalina, una seccién de tejido fijada con acetona, una seccién de tejido con paraformaldehido o una seccién
de tejido fijada con metanol.

El método de la reivindicaciéon 5, en donde la muestra de tejido se deriva de una muestra de biopsia 0 un
embrién de roedor completo.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde antes de (b) la muestra biolégica se

desparafina y desreticula, preferentemente en donde la desreticulacién comprende el uso de un tampén,
opcionalmente en donde:
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(i) eltampdn comprende tampdn Tris-EDTA a un pH de aproximadamente 8 a aproximadamente 10 y una
temperatura de aproximadamente 60 °C a aproximadamente 80 °C; o
(ii) el tampdn comprende tampén de citrato a un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 7 y una
temperatura de aproximadamente 70 °C a aproximadamente 100 °C.

El método de la reivindicacién 1, en donde la hibridacién del producto de ligazén con plantilla y las secuencias
de captura de analito de los agentes de captura de analito unidos en (f) comprende permeabilizar la muestra
biolégica.

El método de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de captura de analito del oligonucledtido se bloquea
antes de la unién a la proteina objetivo, preferentemente en donde la secuencia de captura de analito se
bloquea mediante una sonda de bloqueo, preferentemente en donde la sonda de bloqueo se elimina antes de
hibridar la secuencia de captura de analito del agente de captura de analito unido al dominio de captura de la
segunda pluralidad de sondas de captura en (f).

El método de la reivindicacion 1, en donde la determinacién en (g) comprende ademas:

extender el producto de ligazén con plantilla capturado y el oligonucleétido capturado de los agentes de captura
de analito, en donde los productos de extensién comprenden el cédigo de barras espacial de la primera y
segunda pluralidad de sondas de captura o un complemento de estas, respectivamente,

liberar los productos de extensién, o complementos de estos, de la matriz espacial,

producir una biblioteca a partir de los productos de extensién liberados o complementos de estos, y
secuenciar la biblioteca,

opcionalmente en donde:

12.

13.

14.

15.

186.

(i) antes de (c) el método comprende ademés preamplificar los productos de extension, o complementos de
estos; o

(i) el complemento del oligonucleétido capturado del agente de captura de analito comprende el cédigo de
barras del resto de unién a proteina especifico para el resto de unidén a proteina del agente de captura de
analito.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde cada una de la primera y segunda
pluralidad de sondas de captura comprende ademas un dominio de escisiéon, uno o mas dominios funcionales,
un identificador molecular tnico y una de sus combinaciones.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el método comprende ademas la obtencién
de imagenes de la muestra bioldgica, preferentemente en donde la obtencién de imagenes comprende uno o
mas de microscopia de expansién, microscopia de campo claro, microscopia de campo oscuro, microscopia
de contraste de fases, microscopia electrénica, microscopia de fluorescencia, microscopia de reflexién,
microscopia de interferencia y microscopia confocal.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el método comprende ademas tefiir la
muestra bioldgica, preferentemente en donde:

(i) latincibn comprende hematoxilina y eosina; o
(ii) la tincibn comprende el uso de un radioisétopo, un fluoréforo, un compuesto quimioluminiscente, un
compuesto bioluminiscente o una de sus combinaciones.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde la matriz espacial comprende una o mas
series de dilucién de proteinas.

Una matriz espacial que comprende:

a) una pluralidad de sondas de captura que comprenden cddigos de barras espaciales y una primera
pluralidad de dominios de captura hibridados con una pluralidad de productos de ligazén con plantilla
producidos por la ligazén de sondas de ligazén con plantilla, y

b) una pluralidad de sondas de captura que comprenden cbédigos de barras espaciales y una segunda
pluralidad de dominios de captura hibridados con una pluralidad de oligonucleétidos de los agentes de
captura de analito, en donde la pluralidad de oligonucleétidos comprende una secuencia de captura de
analito y un cédigo de barras del resto de unién a proteina,

opcionalmente en donde:

i) las sondas de captura comprenden ademas dominios de escisién, identificadores moleculares Unicos, una
0 mas secuencias funcionales, o una de sus combinaciones;
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i) la primera pluralidad de dominios de captura son secuencias homopoliméricas o secuencias no
homopoliméricas definidas;

i) la segunda pluralidad de dominios de captura son secuencias homopoliméricas o secuencias no
homopoliméricas definidas; o

iv) la primera pluralidad de dominios de captura son secuencias de poli(T);

opcionalmente en donde la matriz espacial comprende una o mas series de dilucién de proteinas.

Un método para determinar la localizacién espacial de un acido nucleico y una proteina en una muestra
biolégica de enfermedad que comprende:

a) proporcionar una matriz espacial que comprende una primera y una segunda pluralidad de sondas de
captura en donde cada una de la primera y segunda pluralidad de sondas de captura comprende un cédigo de
barras espacial y un dominio de captura,

b) poner en contacto la muestra biolégica de enfermedad con la matriz espacial,

¢) poner en contacto la muestra biolégica de enfermedad con:

(i) una pluralidad de agentes de captura de analito, en donde un agente de captura de analito de la
pluralidad de agentes de captura de analito comprende un resto de unién a proteina y un oligonucleétido
que comprende un cédigo de barras de resto de unién a proteina y una secuencia de captura de analito,
en donde la secuencia de captura de analito comprende una secuencia complementaria al dominio de
captura de la segunda pluralidad de sondas de captura, y

(i) una pluralidad de sondas de ligazén con plantilla, en donde una de las sondas de ligazdn con plantilla
comprende una secuencia complementaria al dominio de captura de la primera pluralidad de sondas de
captura,

d) unir el resto de unién a proteina del agente de captura de analito a una proteina objetivo,

e) hibridar la pluralidad de sondas de ligazén con plantilla a un acido nucleico objetivo y ligar las sondas de
ligazén con plantilla hibridadas para producir un producto de ligazén con plantilla,

f) hibridar: (i) el producto de ligazén con plantilla al dominio de captura de la primera pluralidad de sondas de
captura y (ii) las secuencias de captura de analito de los agentes de captura de analito unidos al dominio
de captura de la segunda pluralidad de sondas de captura en la matriz espacial, y

g) determinar: (i) la secuencia o una porcién de esta del producto de ligazdén con plantilla capturado, o un
complemento de esta, y la secuencia del cédigo de barras espacial de la primera pluralidad de sondas de
captura, o un complemento de esta, que se asocia con el producto de ligazén con plantilla, y (ii) la secuencia
del cédigo de barras del resto de unién a proteina, o un complemento de esta, del agente de captura de
analito unido, y la secuencia del cédigo de barras espacial de la segunda pluralidad de las sondas de
captura, o un complemento de esta, que se asocia con el agente de captura de analito unido, para
determinar de esta manera la localizacién espacial del acido nucleico y la proteina en la muestra biolégica
de enfermedad,

opcionalmente en donde la muestra biol6gica de enfermedad es una muestra bioldgica cancerosa,
preferentemente en donde la muestra biolégica cancerosa es una muestra bioldgica de cancer de ovario, una
muestra biolégica de cancer de mama, una muestra biolégica de céncer de pulmén o un melanoma,
preferentemente en donde la muestra biol6gica de cancer de mama es una muestra de cancer de mama triple
positivo o un carcinoma ductal invasivo.
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