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SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES Y ESPACIAL EN LAS CELDAS DE FLUJO NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000 XLEAP-SBS

Introduccion

Los sistemas bioldgicos complejos estan determinados
por la actividad coordinada de células individuales en
tejidos organizados. Los métodos convencionales que
analizan muestras disociadas en grandes volimenes
pueden enmascarar la heterogeneidad celular y las
relaciones espaciales que impulsan esta complejidad.
La secuenciacion de células individuales y espacial son
métodos de secuenciacién de nueva generacién (NGS,
next-generation sequencing) que permiten ver en alta
resolucién la variacién y organizacion intercelular.

10x Genomics, un socio de Illumina, ha comercializado
varias soluciones de biologia espacial y de células
individuales. Estos productos de preparacion y analisis
de librerias con una adopcién generalizada dependen
de la precision y la sencillez de los sistemas de
secuenciacion de lllumina. Los sistemas NextSeq 1000
y NextSeq 2000 con quimica XLEAP-SBS son los
sistemas de sobremesa ideales para estudios espaciales
y de células individuales, ya que ofrecen flexibilidad,
capacidad de ampliacién y datos de alta calidad para
adaptarse a la sensibilidad de estos ensayos.

Secuenciacion de ARN espacial y de células
individuales

La creacion de perfiles de expresion genética a escala
de cada célula o con un contexto espacial preservado
aumenta la capacidad de descubrimiento para
comprender los mecanismos patoldgicos y de desarrollo
con mayor profundidad y precision.

La secuenciacion de ARN de células individuales
(scRNA-Seq) utiliza la division celular y cédigos

de barras de oligonucledtidos para examinar los
transcriptomas de cientos a decenas de miles de
células individuales. Al proporcionar una vista detallada
de la variacién intercelular, la scRNA-Seq facilita la
identificacion de biomarcadores novedosos y tipos

de células raros que, de otro modo, se pasarian por
alto con una RNA-Seq a gran escala."?

La transcriptémica espacial combina tecnologias de
secuenciacioén y adquisicion de imagenes de alto
rendimiento para mostrar la expresion del ARNm a
nivel celular en tejidos estructuralmente conservados.
Visualizar la morfologia del tejido superpuesta con la
actividad génica puede ayudar a los investigadores

a conocer la relacion espacial entre las células dentro
de los tejidos normales y enfermos.

Tanto la estrategia de secuenciacion espacial como la de
células individuales se pueden aplicar otras modalidades
aparte del ARN, entre las que se incluyen el ADN,

el epigenoma o las proteinas. Por ejemplo, 10x Genomics
ofrece soluciones multiomicas que combinan la
sCRNA-Seq con ensayos para la accesibilidad a la
cromatina o la expresién proteica. Las soluciones
espaciales también pueden medir la expresidn proteica
y del ARN a la vez.
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NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System

NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System cuentan
con quimica XLEAP-SBS, la quimica de secuenciacion
por sintesis (SBS, sequencing by synthesis) de lllumina
mas rapida, de mayor calidad y mas potente hasta

la fecha. La quimica XLEAP-SBS, que se basa en la
probada quimica de SBS estandar de lllumina, mejora

la estabilidad de los reactivos al duplicar la velocidad
de incorporacion.®

NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System ofrecen
flexibilidad para adaptarse a una amplia gama de
requisitos de los proyectos espaciales o con células
individuales, lo que permite ajustar las células de cada
muestra, las lecturas de cada célula y las muestras

de cada experimento (tabla 1, tabla 2)." Tanto si los
investigadores desean secuenciar mas a fondo para
acceder a transcritos de menor abundancia o secuenciar
mas células o muestras, NextSeq 1000 System y
NextSeq 2000 System ofrecen una solucion accesible
para la secuenciacion y el analisis primario en un sistema
de sobremesa. Al contar con cuatro tipos de celdas de
flujo, los investigadores disponen de flexibilidad para
utilizar varios métodos de analisis de NGS y adaptarse

a diversos disefios de experimentos.

En esta nota técnica demostramos la sinergia de utilizar
NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System para

las soluciones espaciales y de células individuales de
10x Genomics, con varios tipos de libreria y rendimientos
de las celdas de flujo. Asimismo, comparamos el
rendimiento con la quimica XLEAP-SBS con respecto a
la quimica de SBS estandar, proporcionamos orientacion
sobre la configuracion de los experimentos, indicamos

el rendimiento previsto de la secuenciacion y aportamos
ejemplos de criterios de medicion del andlisis.

Métodos
Ensayos de scRNA-Seq

Los ensayos Chromium Single Cell Gene Expression

de 10x Genomics ofrecen una solucién optimizada

para la ScCRNA-Seq. La tecnologia GEM-X mejora el
rendimiento y aumenta el rendimiento del flujo de trabajo
de los ensayos Chromium, a la vez que proporciona
capacidades multiomicas y de expresion génica 3'

del transcriptoma de células individuales. El ensayo
Chromium Gene Expression Flex permite la creacion de
perfiles de expresiones genéticas para miles o cientos
de miles de células o nucleos fijos con un método
sensible basado en sondas. Un experimento tipico

de scRNA-Seq con ensayos de células individuales
Chromium sigue un flujo de trabajo de preparacién

de muestras, divisién de células y aplicacion de
cédigos de barras en ellas, preparacién de librerias,
secuenciacion y analisis (figura 1).

* En el caso de los ensayos de biologia espacial, los proyectos
se miden en términos de puntos histicos y dreas de captura
en vez de por células.
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SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES Y ESPACIAL EN LAS CELDAS DE FLUJO NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000 XLEAP-SBS

Chromium GEM-X Single Cell 3' Gene Expression v4

Las muestras para scRNA-Seq se prepararon a partir
de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
humanas crioconservadas. Las librerias de células
individuales se prepararon con Chromium GEM-X Single
Cell 3' Reagent Kits v4 (10x Genomics, n.° de catdlogo
PN-1000691) siguiendo el protocolo de la gufa del
usuario (10x Genomics, n.° de documento CG000731,
Rev A).* La secuenciacion se realizd en NextSeq 2000
System con kits de reactivos NextSeq 2000
XLEAP-SBS P4 (100 ciclos) (lllumina, n.° de catélogo
20100994). Por comparacion, las mismas librerias
también se secuenciaron en NextSeq 2000 System
con el kit de reactivos SBS estandar NextSeq 2000

P3 (100 ciclos) (lllumina, n.° de catdlogo 20040559).
Las configuraciones del experimento se ajustaron

de acuerdo con los pardmetros proporcionados por
10x Genomics: lectura 1 de 28 ciclos, lecturas de los
indices i7 e i5 de 10 ciclos, y lectura 2 de 90 ciclos.

La concentracion de la carga tanto para XLEAP-SBS
como para los reactivos SBS estandar fue de 650 pmol
y se afiadid PhiX al 1 %. El analisis de datos se realizd
con Cell Ranger pipeline v8.0.0 (10x Genomics).

Chromium Single Cell Gene Expression Flex

Las muestras se prepararon a partir de CMSP humanas
crioconservadas. Las células se fijaron con Chromium
Next GEM Single Cell Fixed RNA Sample Preparation Kit
(10x Genomics, n.° de catalogo PN-1000414) siguiendo el
protocolo demostrado (10x Genomics, n.° de documento
CG000478, Rev D).* Las librerias se prepararon con
Chromium Fixed RNA Kit, Human Transcriptome

(10x Genomics, n.° de catdlogo PN-1000476) siguiendo
el protocolo de la gufa del usuario (10x Genomics,
documento CG000527, Rev F).° La secuenciacion

se realizd en NextSeq 2000 System con quimica
XLEAP-SBS en celdas de flujo P4 de 100 ciclos y quimica
de SBS estandar en celdas de flujo P3 de 100 ciclos con
la longitud de lectura siguiente: lectura 1 de 28 ciclos,
lecturas de los indices i7 e i5 de 10 ciclos, y lectura 2 de
90 ciclos. La concentracién de la carga fue de 650 pmol
y se afiadié PhiX al 5 %. El andlisis de datos se realizd
con Cell Ranger pipeline v7.1.0 (10x Genomics).

Tabla 1: Ejemplo de productividad de muestras de los ensayos de células individuales de Chromium

en NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System

Pares de lectura

N.° de muestras por experimento® para las celdas de flujo

2 NextSeq 1000 y NextSeq 2000
Producto minimos por il e S Jres

muestra

celda?
e p2 PEy p4d

Chromium GEM-X Single Cell
3' Gene Expression v4 20000 5000 ! 4 12 8
Chromium Single Cell Gene 10 000 5000 5 3 o4 36

Expression Flex — Multiplex

a. Recomendaciones minimas de lectura proporcionadas por cortesfa de 10x Genomics. Ajuste la profundidad de la secuenciacion para el rendimiento o la aplicacion
necesarios. El criterio de medicion y la curva de saturacion de la secuenciacion en el resumen del experimento de Cell Ranger se pueden utilizar para optimizar

la profundidad de la secuenciacion para tipos de muestras especificos.

b. Elndmero de muestras de células individuales por experimento de secuenciacion se basa en una libreria de control PhiX de lllumina con densidades de grupos y
concentracion de la carga compatibles. Los pardmetros de rendimiento reales pueden variar en funcion del tipo de muestra, de la calidad de la muestra y de los grupos

que superan el filtro.

[oRNe]

. Las celdas de flujo P3 y P4 solo estan disponibles en NextSeq 2000 System.

. Las celdas de flujo P1son una buena opcion para los experimentos de control de calidad de células individuales.

Division de células

Preparacion de muestras > individuales y aplicacion > Preparacion de librerfas >

Secuenciacion lisis de datos

de codigos de barras

ooeo —

& 00 T —
LE B

1:?’:

Disociacién de células Instrumento Chromium Chromium Single Cell Gene NextSeq 1000 System Software Cell Ranger

Expression y NextSeq 2000 System

Figura 1: Flujo de trabajo de Chromium Single Cell Gene Expression. Un experimento tipico de scRNA-Seq sigue un flujo de trabajo
de preparacién de muestras, division de células y aplicacion de codigos de barras en ellas, preparacion de librerias, secuenciacion
y analisis de datos.
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SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES Y ESPACIAL EN LAS CELDAS DE FLUJO NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000 XLEAP-SBS

Ensayos espaciales de RNA-Seq

Los ensayos Visium Spatial Gene Expression de

10x Genomics asignan todo el transcriptoma con
contexto morfoldgico en tejidos fijados en formol y
embebidos en parafina (FFPE, formalin fixed, paraffin-
embedded) y congelados en fresco. Las areas de
captura de portaobjetos de tejido Visium v1y v2
tienen una array de aproximadamente 5000 puntos
con cadigos de barras, 55 ym de didmetro y una
separacion de 100 um. Por el contrario, las dreas de
captura Visium HD de alta definicion contienen una
cuadricula continua con cédigos de barras en cada
cuadrado de 2 x 2 um, aproximadamente 11,2 millones
en total. Un experimento tipico de RNA-Seq espacial
con ensayos espaciales Visium sigue un flujo de trabajo
de preparacion de muestras de tejido, adquisicion de
imagenes, preparacion de librerias, secuenciacién y
analisis (figura 2).

Visium CytAssist Spatial Gene Expression v2

Se secciond un bloque FFPE de cerebro de

ratén conforme a lo explicado en el protocolo

de demostracion de la preparacion de tejidos de
Visium CytAssist Spatial Gene Expression for FFPE

(10x Genomics, n.° de documento CG000518, RevD).”
La desparafinacién, la tincién con hematoxilina y
eosina, la adquisicion de imagenes y la desvinculacion
siguieron ese protocolo de demostracién (10x Genomics,
n.° de documento CG000520, Rev C)8 y el tejido se
transfirid a un portaobjetos de Visium CytAssist Spatial
Gene Expression mediante el instrumento CytAssist.
Las librerias se prepararon con Visium CytAssist
Spatial Gene Expression for FFPE (10x Genomics,

n.° de catdlogo PN-1000521) siguiendo el protocolo

de la guia del usuario (10x Genomics, n.° de documento
CG000495, Rev F).° La secuenciacion se realizd en

Tabla 2: Ejemplo de productividad de muestras de los ensayos de células individuales de Visium en NextSeq 1000

System y NextSeq 2000 System

N.° de dreas de captura por experimento?®

Pares de Lecturas por para las celdas de flujo NextSeq 1000 y
) lectura por iy NextSeq 2000
Producto Tipo de muestra punto de seccion de extoeq
tejidoc tejido’
P2 p3¢ p4d
o ) Tejido FFPE 25000 125 M 3 9 14
Visium CytAssist
Spatial Gene Tejido congelado
Expression v22
p en fresco 50000 250 M 1 4 7
Tejido FFPE - 275 M 1 4 6
Visium HD Spatial
G E H b .
ene txpression Tejido congelado B 700 M B ] 5

en fresco

a. Recomendaciones minimas de lectura proporcionadas por cortesia de 10x Genomics. La productividad de muestras se calcula tomando como base los pares de lectura
recomendados por punto de tejido, 5000 puntos de tejido por drea de captura y un promedio del 50 % del &rea de captura cubierta por la seccién de tejido. Los portaobjetos
de tejido congelado en fresco de Visium Spatial Gene Expression tienen cuatro areas de captura para procesar hasta cuatro secciones de tejido por portaobjetos.

Los portaobjetos de tejido FFPE de Visium Spatial Gene Expression tienen dos éreas de captura para procesar hasta dos secciones de tejido por portaobjetos.

b. Laproductividad de muestras se calcula tomando como base 275 M de lecturas (para el tejido FFPE) 0 700 M (para el tejido congelado en fresco) por area de captura
completamente cubierta por la seccion de tejido (o en proporcion al drea de captura cubierta por la seccion de tejido). Los portaobjetos de Visium HD Spatial Gene
Expression contienen una cuadricula continua con cédigos de barras en cada cuadrado de 2 x 2 ym.

c. Recomendaciones minimas de lectura proporcionadas por cortesfa de 10x Genomics. La guia de profundidad de lectura de Visium HD para tejido congelado en fresco es solo

de referencia y auin no estéa validada en NextSeq 2000 System con quimica XLEAP-SBS.

d. Las celdas de flujo P3 'y P4 solo estéan disponibles en NextSeq 2000 System.

Preparacion y

adquisicién de imagenes > Preparacion de librerias >

Secuenciacion > Anélisis de datos

de muestras de tejido

Instrumento CytAssist Visium Spatial Gene

Expression

I

NextSeq 1000 System
y NextSeq 2000 System

Software Space Ranger

Figura 2: Flujo de trabajo de Visum Spatial Gene Expression. Un experimento tipico de RNA-Seq espacial sigue un flujo de trabajo
de preparacién de muestras de tejido, adquisicion de imagenes, preparacion de librerias, secuenciacién y andlisis de datos.
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SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES Y ESPACIAL EN LAS CELDAS DE FLUJO NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000 XLEAP-SBS

NextSeq 2000 System con quimica XLEAP-SBS en
celdas de flujo P4 de 100 ciclos y quimica de SBS
estandar en celdas de flujo P3 de 100 ciclos con la
siguiente longitud de lectura: lectura 1 de 28 ciclos,
lecturas de los indices i7 e i5 de 10 ciclos y lectura 2 de
90 ciclos. La concentracién de la carga fue de 650 pmol
y se afiadid PhiX al 1 %. El andlisis de datos se realizd
con Space Ranger pipeline v2.0 (10x Genomics).

Visium HD Spatial Gene Expression

Se secciond, desparafinizé y tifid con hematoxilina

y eosina un bloque FFPE de embriones de ratdn,

y se adquirieron imagenes de este conforme al

manual de preparacién de tejidos FFPE de Visium HD
(10x Genomics, n.° de documento CG000684, Rev. A).
La hibridacién de sondas, ligadura de sondas,
preparacion de portaobjetos, liberacion de sondas,
extension y construccion de librerias se llevaron a cabo
mediante el kit de reactivos Visium HD (10x Genomics,
n.° de catdlogo PN-1000668) siguiendo el protocolo

de la guia del usuario (10x Genomics, n.° de documento
CG000685, Rev A).'° La secuenciacion se llevd a cabo
en NextSeq 2000 System con quimica XLEAP-SBS

en celdas de flujo P4 de 100 ciclos y quimica de SBS
estandar en celdas de flujo P3 de 100 ciclos con la
siguiente longitud de lectura: lectura 1 de 43 ciclos,
lecturas de los indices i7 e i5 de 10 ciclos, y lectura 2 de
50 ciclos. La concentracion de la carga fue de 650 pmol
y se afiadié PhiX al 1 %. El analisis de datos se realizé con
Space Ranger pipeline v3.0 (10x Genomics).

Resultados

La secuenciacion de las librerias de células individuales
de Chromium o las librerias espaciales de Visium
mediante la quimica XLEAP-SBS de alto rendimiento

en NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System
generaron resultados similares a los de la quimica

de SBS estandar y, ademds, permitieron aumentar el
rendimiento de los datos y agilizaron el procesamiento
(tabla 3).

Ensayos de scRNA-Seq

Chromium GEM-X Single Cell 3' Gene Expression v4

Los resultados demuestran una alta concordancia entre
los datos de la quimica XLEAP-SBS y la quimica de SBS
estandar con las librerias de scRNA-Seq de Chromium.
En lo referente a los criterios de medicidn principales,
se produce una mejora de aproximadamente el 2 % en
el porcentaje de grupos que superan el filtro (% de PF) y
las puntuaciones de Q30 (tabla 4). En lo referente a los
criterios de medicion de la secuenciacién, se produce
una mejora del 2 % de las bases Q30 en las lecturas

de cddigos de barras y ARN, y una mejora del 4 %

de las bases Q30 en los identificadores moleculares
unicos (UMI, unigue modular identifiers) (tabla 5).

La visualizacion de la clasificacion de los tipos de
células mediante el grafico de t-SNE muestra resultados
semejantes para ambos conjuntos de datos (figura 3A).

Tabla 3: Guia de carga y resultado esperado de los criterios de medicion del experimento para las celdas de flujo
NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS con respecto a las celdas de flujo de SBS estandar de NextSeq 2000 P3

Configuracion de  Concentracion  Porcentaje  Porcentaje % de PF de % de PF de
Producto la secuenciacion de lacargade deentrada de alineacion grupos de P4 grupos de P3
(R1,i7,i5, R2) librerias de PhiX de Phix2 XLEAP-SBS® SBS estandar®
Chromium GEM-X Single Cell - »g 41 49 g0 650 pmol 1% 04 % 77.4 % 75,8 %
3" Gene Expression v4
Chromium Single Cell Gene o o o o
Expression Flex — Multiplex 28,10, 10, 90 650 pmol 5% 2,7 % 88,9 % 84,4 %
Visium CytAssist Spatial 28,10, 10, 90 650 pmol 1% 0,9 % 87,8 % 78,3 %
Gene Expression v2
Visium HD Spatial Gene 43,10, 10, 50 650 pmol 1% 0,5% 89,2 % 72,2 %

Expression

a. Porcentaje de valores de alineacion de PhiX mostrados para las celdas de flujo NextSeq 2000 P4 XLEAP-SBS. Consulte las tablas 4, 6, 8 y 10 para ver los valores de la celda
de flujo de SBS estandar P3 de NextSeq 2000 para el porcentaje de alineacion de PhiX. La variacion en el porcentaje de alineacién de PhiX esté dentro de la variacion normal

entre experimentos.
b. % de PF, porcentaje de grupos que superan el filtro.

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.
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SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES Y ESPACIAL EN LAS CELDAS DE FLUJO NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000 XLEAP-SBS

Tabla 4: Criterios de medicién principales de
Chromium GEM-X Single Cell 3' Gene Expression v4

Quimica de P4 Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar

Tabla 5: Criterios de medicién del experimento de
secuenciacién de Chromium GEM-X Single Cell 3'
Gene Expression v4

Configuracion

: 28,10, 10, 90 28,10, 10, 90
del experimento

Quimica de P4 Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar

Cédigos de barras

. 957 % 957 %

validos
Rendimiento 244,89 Gb 172,07 Gb

Lecturas asignadas con
Concentracion confianza a regiones 57,2 % 57,0 %

650 pmol 650 pmol g ' ,

de la carga P P exdnicas
% de PF 774 % 75,8 % Lecturas asignadas

con confianza al 70,7 % 70,6 %
% de alineacion de PhiX 0,4% 1,9 % transcriptoma
Bases de la lectura 1 o o Lecturas de fraccién o o
>Q30 96,3 % 93,7 % en células 96,9 % 96,9 %
Bases de la lectura 2 o o Bases Q30 en el codigo o o
>Q30 94,2 % 92,3 % de barras 96,2 % 93,9 %
Tasa de error o o Bases Q30 en la lectura o o
de la lectura 1 0,07 % 0,07 % de ARN 95.87% 93,6 %
Tasa de error o o Bases Q30 en el UMI 96,9 % 93,0 %
de la lectura 2 0,16 % 016 %
N.° estimado de celulas 1077 1072
por muestra
N.° de genes detectados 26 825 26 312
Mediana de los
recuentos de UMI 22683 21174

por célula

A. Chromium GEM-X Single Cell 3' Gene Expression v4

B. Chromium Single Cell Gene Expression Flex

Figura 3: Chromium Single Cell Gene Expression en NextSeq 2000 System. Visualizacion de la clasificacion de los tipos de célula con
gréficos de inclusion de vecinos estocasticos distribuidos en t (t-SNE, t-distributed stochastic neighbor embedding) para (A) Chromium
GEM-X Single Cell 3' Gene Expression v4 y (B) Chromium Single Cell Gene Expression Flex, secuenciados en NextSeq 2000 System con
la celda de flujo NextSeq 2000 P4 con quimica XLEAP-SBS (en azul) y la celda de flujo NextSeq 2000 P3 con quimica de SBS estandar
(en naranja). Tenga en cuenta que los puntos azules y naranjas pueden ser dificiles de distinguir debido a la superposicién de datos.
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SECUENCIACION DE CELULAS INDIVIDUALES Y ESPACIAL EN LAS CELDAS DE FLUJO NEXTSEQ 1000 Y NEXTSEQ 2000 XLEAP-SBS

Chromium Single Cell Gene Expression Flex

Los resultados demuestran una alta concordancia entre
los datos de la quimica XLEAP-SBS y la quimica de

SBS estandar con las librerias de scRNA-Seq Flex de
Chromium. En lo referente a los criterios de medicion
principales, se produce una mejora de aproximadamente
el 5% en el % de PF (tabla 6). El aumento del % de PF
significa que un mayor nimero de bases han superado
el filtro, lo que incrementa el rendimiento de la celda

de flujo. Las métricas de secuenciacién y los graficos
de t-SNE muestran resultados semejantes entre los
conjuntos de datos (tabla 7, figura 3B).

Ensayos espaciales de RNA-Seq

Visium CytAssist Spatial Gene Expression v2

Los resultados demuestran una alta concordancia

entre los datos de la quimica XLEAP-SBS y la quimica

de SBS estandar con las librerias de RNA-Seq espacial
de Visium. En lo referente a los criterios de medicién
principales, se produce una mejora de aproximadamente
el 12 % en el % de PF (tabla 8). Los criterios de medicién
de la secuenciacién y la visualizacion de la expresion
génica espacial muestran resultados similares entre

los conjuntos de datos (tabla 9, figura 4).

Visium HD Spatial Gene Expression

Los resultados demuestran una alta concordancia

entre los datos de la quimica XLEAP-SBS y la quimica

de SBS estandar con las librerias de RNA-Seq espacial
de Visium HD. En lo referente a los criterios de medicion
principales, se produce una mejora de aproximadamente
el 23 % en el % de PF (tabla 10). En lo referente a los
criterios de medicidn de la secuenciacién, se produce
una mejora del 2 % de las bases Q30 en las lecturas de
codigos de barras y ARN, asi como de las bases Q30 en
los UMI (tabla 11). La visualizacion de la expresion génica
espacial muestra mayores recuentos de UMI para los
datos generados con la quimica XLEAP-SBS (figura 5).

Para uso exclusivo en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos de diagndstico.

Tabla 6: Criterios de medicién principales de
Chromium Single Cell Gene Expression Flex

Quimica de P4 Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar

Configuracion del 28,10,10,90 28,10, 10, 90
experimento
Rendimiento 281,25 Gb 191,85 Gb
Concentracion 650 pmol 650 omol
de la carga P P
% de PF 88,9 % 84,4 %
% de alineacion de PhiX 2,7 % 1,8 %
Bases de la lectura 1 o o
>Q30 97,3 % 959 %
Bases de la lectura 2 o o
>Q30 73,8 % 74,5 %
Tasa de error o o
delalectura 0,06 % 0,05%
Tasa de error o o
delalectura 2 12,02% 12,24 %
N.° estimado de células
por muestra 4033 4015
N.° de genes detectados 13717 13 686
Mediana de los
recuentos de UMI 5809 5472

por célula

Tabla 7: Criterios de medicién del experimento
de secuenciacion de Chromium Single Cell Gene
Expression Flex

Quimicade P4  Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar

Caodigos de barras o o
validos 97,0 % 95,3 %
Lecturas asignadas con o o
confianza en las células 96,3 % 96,2 %
Lecturas de fraccion
as!gnadas con confianza 94,9 % 94,9 %
al juego de sondas
filtradas
Bases Q30 en el codigo o o
de barras 95,7 % 94,8%
Bases Q30 en la lectura o o
de la sonda 91.9% 920%
Bases Q30 en el UMI 98,0 % 96,4 %
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Tabla 8: Criterios de medicién principales de Visium
CytAssist Spatial Gene Expression v2

Quimica de P4 Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar

Configuracion

: 28,10, 10, 90 28,10, 10, 90
del experimento

Rendimiento 277,89 Gb 177,56 Gb
Concentracion 650 pmol 650 pmol
de la carga P P

% de PF 87,8 % 78,3 %
% de alineacion de PhiX 0,9% 1,4 %
Bases de la lectura 1 o o
>Q30 97,2 % 96,3 %
Bases de la lectura 2 o o
>Q30 75,0 % 701 %
Tasa de error o o
de lalectura 0,06 % 0,04 %
Tasa de error o o
de la lectura 2 3,99 % Nn.72%
N.° de genes

detectados 19 358 19 354
Mediana de los

recuentos de UMI 180 374 119 010

por punto

A. Celda de flujo NextSeq 2000 P4
con quimica XLEAP-SBS

Recuentos de UMI

55000

50 000

45000

40 000

35000

30 000

25000

20000

15 000

Tabla 9: Criterios de medicién del experimento de
secuenciacién para Visium CytAssist Spatial Gene

Expression v2

Quimica de P4 Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar

Cingos de barras 991% 991%
validos
UMI validos 99,5 % 100,0 %
Lecturas de fraccién o o
en puntos bajo el tejido 914 % 914 %
Lecturas de fraccion
as!gnadas con confianza 92,8 % 92,6 %
al juego de sondas
filtradas
Bases Q30 en el codigo o o
de barras 97,3 % 96,5 %
Bases Q30 en la lectura o o
de ARN 97,3 % 94,6 %
Bases Q30 en el UMI 97,7 % 96,6 %

B. Celda de flujo NextSeq 2000 P3
con quimica de SBS estandar

Recuentos de UMI

55 000

50 000

45 000

40 000

35000

30000

25000

20 000

15 000

Figura 4: Visium Spatial Gene Expression para tejidos FFPE en NextSeq 2000 System. Visualizacién de la expresion génica en el
contexto de la arquitectura histica para secciones de tejido FFPE de cerebro de ratén con Visium CytAssist Spatial Gene Expression
v2, secuenciado en NextSeq 2000 System con (A) la celda de flujo NextSeq 2000 P4 con quimica XLEAP-SBS y (B) la celda de flujo
NextSeq 2000 P3 con quimica de SBS estandar. Los gréficos de tejido se colorean por el recuento de UMI. La celda de flujo P4 y la
quimica XLEAP-SBS logran datos semejantes con recuentos de UMI méas elevados.
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Tabla 10: Criterios de medicion principales de Visium Tabla 11: Criterios de medicién de los experimentos
HD Spatial Gene Expression de secuenciacion de Visium HD Spatial Gene
Expression

Quimica de P4 Quimica de P3
XLEAP-SBS SBS estandar Quimicade P4  Quimica de P3

XLEAP-SBS SBS estandar

Configuracion

43,10, 10, 50 43,10, 10, 50

del experimento ‘i
Clegos de barras 92.8% 93.3 %
validos
Rendimiento 228,07 Gbp 133,24 Gbp
UMI validos 100,0 % 99,7 %
Concentracion
650 pmol 650 pmol
de la carga Lecturas de fraccién
asignadas con confianza N o
% de PF 89,2 % 72,2 % al juego de sondas 98,9 % 98,7 %
filtradas
% de alineacion de PhiX 0,5% 19 %
Bases Q30 en el codigo o o
Bases de la lectura 1 973 % 956 % de barras 976 % 955 %
=Q30 e =
Bases Q30 en la lectura o o
Bases de la lectura 2 967 % 94.4% de ARN 971 % 94,9 %
=Q30 e e
Bases Q30 en el UMI 97,6 % 95,9 %
Tasa de error o o
delalectura 0,09 % 0,06 %
Tasa de error o o
delalectura 2 010 % 014 %
N.° de genes
detectados 19 038 19 036
Mediana de los
recuentos de UMI 522,4 424.,4
por grupo de 8 um
A. Celda de flujo NextSeq 2000 P4 con quimica XLEAP-SBS B. Celda de flujo NextSeq 2000 P3 con quimica de SBS estandar

Recuentos de UMI Recuentos de UMI

[ T

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800

Figura 5: Visum HD Spatial Gene Expression en NextSeq 2000 System. Visualizacion de la expresion génica en el contexto de la
arquitectura histica para secciones de tejido FFPE de embridn de ratén con Visium HD Spatial Gene Expression, secuenciado en
NextSeq 2000 System con (A) la celda de flujo NextSeq 2000 P4 con quimica XLEAP-SBS y (B) la celda de flujo NextSeq 2000 P3 con
quimica de SBS estandar. Los graficos de tejido se colorean por el recuento de UMI. La celda de flujo P4 y la quimica XLEAP-SBS logran
datos semejantes con recuentos de UMI mas elevados.
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Resumen

Los métodos de secuenciacion espacial y de células
individuales pueden ayudar a los investigadores a
conocer en mayor profundidad las poblaciones 'y

tejidos celulares complejos. NextSeq 1000 System y
NextSeq 2000 System, en sinergia con las soluciones de
preparacion y anadlisis de librerias espaciales y de células
individuales de Genomics 10x, hacen que estos métodos
de NGS en alta resolucion sean accesibles para mas
laboratorios. La quimica XLEAP-SBS de alto rendimiento
en NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System
ofrece resultados similares a la quimica de SBS estandar.
Ademas, permite aumentar el rendimiento de los datos

y agilizar los experimentos en ensayos de expresion
génica espacial y de células individuales.

Mas informacion
NextSeq 1000 System y NextSeq 2000 System
Chromium Single Cell Gene Expression

Visium Spatial Gene Expression
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