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Mise en place des prestations

Plateforme MGX (Montpellier GenomiX) : 4 plateaux
techniques; activités principales : séquencage a haut débit,
analyses bio-informatiques.
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Mise en place des prestations

Plateforme MGX (Montpellier GenomiX) : 4 plateaux
techniques; activités principales : séquencage a haut débit,
analyses bio-informatiques.

» 2024 : Chromium iX (upgrade en Chromium X en
2025).

> 2024 : Cytassist
» 2025 : séquenceur NovaSeq X+
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Mise en place des prestations

Plateforme MGX (Montpellier GenomiX) : 4 plateaux
techniques; activités principales : séquencage a haut débit,
analyses bio-informatiques.

Projet-pilote : comparaison des technologies Visium HD (10X
Genomics) et Trekker (Curio Biosciences), en collaboration
avec le labo de Patrice Mollard (IGF, Montpellier) :

> C. Lafont, IGF : Chrystel.Lafont®@igf.cnrs.fr;

» T. Moore-Morris, IGF :
Thomas.Moore-Morris@inserm.fr :

» plateau RHEM-IGF (Anne.Guillou@igf.cnrs.fr) :
adaptations de protocoles de coupes de tissu et de
dépose sur lame.
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Visium HD :

Coupe de tissu

Lame avec
sondes de capture
(6,5 mm x 6,5 mm)

Préparation des banques,
séquengage
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séquengage
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Trekker :

Projet-pilote

Coupe de tissu

Lame avec

oligos de localisation
photoclivables

(10 mm x 10 mm)
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Visium HD : Trekker :
Projet-pilote
Coupe de tissu Coupe de tissu
Lame avec é é é Lame avec
sondes de capture é oligos de localisation
(6,5 mm x 6,5 mm) photoclivables
(10 mm x 10 mm)
Préparation des banques, Préparation des banques,
séquengage séquengage

Visium HD : limité Homme et Souris (en 2025) ; Trekker :
limité aux noyaux.
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Calendrier :

Implémentation

» Lancement du projet : début 2025.

» Manips : septembre—décembre 2025 (séquencage : fin
2025, début 2026).

» Analyses bio-info : mi-2026.
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Implémentation
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Calendrier :

Implémentation

» Lancement du projet : début 2025.

» Manips : septembre—décembre 2025 (séquencage : fin
2025, début 2026).

» Analyses bio-info : mi-2026.

Préparation des échantillons :

> Expertise en histologie : plateforme RHEM (réseau
d’histologie expérimentale de Montpellier).

» Coordination avec I'équipe de P. Mollard (échantillons
frais).
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Préesentation des technologies

¢ Visium HD (10X Genomics)

Fiducial frame
BE=
Principe : capture d’ARN in-situ grace a des paires de 8x8 im bin
gffgr sondes (Visium HD WT) ou des oligo barcodés v
spatialement (Visium HD 3’) ] = L
L T 2pm e 2pm
. . P s . . N . |2 pm
Imagerie intégrée : Combinaison de I'imagerie p—
[ﬂj%} histologique (H&E ou immunofluorescence) avec les O
données transcriptomiques — Cytassist Capture Area with Grid of 2 x 2 um barcoded squares,
Visium HD Slide, continuous lawn of oligos, binned to 8 x 8 um
6.5 mm 6.5x65mm
'Q? Compatlpl!lte : o .
- - Visium HD WT : Sondes Spécifiques (humain / Spat

patial
SOUI’iS) Side Read 1T UMI Barcode Pol‘(dT)VN g

- Visium HD 3': Capture des ARN polyA, compatible
avec de nombreuses espéces

Le Visium HD WT a été testé pour ce projet




Préesentation des technologies

¢ Visium HD (10X Genomics)

Principe : capture d’ARN in-situ grace a des paires de
&j}‘ sondes (Visium HD WT) ou des oligo barcodés
spatialement (Visium HD 3’)

Imagerie intégrée : Combinaison de I'imagerie
[ﬂﬁ%} histologique (H&E ou immunofluorescence) avec les
données transcriptomiques — Cytassist

>o Compatibilité :
() - Visium HD WT : Sondes Spécifiques (humain /
souris)
- Visium HD 3': Capture des ARN polyA, compatible
avec de nombreuses espéces

Le Visium HD WT a été testé pour ce projet




Préesentation des technologies

¢ Visium HD (10X Genomics)

Sample prep Probe hybridization CytAssist Probe Library Se. : Data processing
& imaging & ligation probe capture extension  construction . & visualization

Workflow Visium Whole Transcriptome HD



Préesentation des technologies

¢+ Trekker (Curio/Takara)

*

Spatially barcoded surface
Closely packed monolayer of beads;
each bead contains a spatial barcode

Tile slide

g Principe : marquage spatiale grace a une monocouche de billes contenant barcode
unique — Exposition aux UV — Libération des codes-barres, absorbés par le tissu

[Jk} Spatialisation par marquage/barcoding des noyaux — résolution unicellulaire, sans
Jt) workflow d’imagerie intégrée équivalent au CytAssist.

Tile size: 10 mmx 10 mm

Compatibilité : Adapté a 'humain, la souris, et d'autres espéces modeéles.

The 1 hr Trekker workflow preserves the spatial
information of each cell’s nucleus before isolation I
I
UV light Microwell based IEE[‘EUI[
cleaves spatial I UMAP
i barcodes =
TITITIIT
from beads ﬂ
/ R [ = - . g ;
e e ——— ‘ © dim
5 " | »eie T - !
—pp- B g By - =3 Droplet based - m —p
e ) 3 D W ‘ Sequencing I L
—m § = library = 3 L .
- 1 S |
. — 1’ 2
\® - l Spatial
\®/ L3
\»/ Combinatorial Trekker map
indexing spatial library




Préesentation des technologies

/~ Visium HD WT (10X Genomics)\ /" Trekker (Curio/Takara) N

Principe Sondes spécifiques (3 paires/transcrit) sur lame Barcodage spatial de noyaux + snRNA-seq
Type de tissu Tissus frais congelés, fixés ou FFPE Tissus frais congelés et FFPE
Morphologie Nécessite données spatiales et histologiques

H&E directement intégré (Cytassist)

tissulaire complémentaires
Résolution Quasi cellule unique (2 pm bins) Cellule unique / noyau unique
Logiciel Space Ranger, Loupe (+ pipeline tierce pour expression Trekker Analysis Software
différentielle entre tissus)
Point Fort Architecture tissulaire intacte Résolution cellulaire maximale

Limitations K Signal plus dispersé / K Perte du contexte spatiale direct /




Design Experimental

Condition expérimentale

e Espéce : souris °
e Tissue : Hypophyse

e Orientation de coupe : coronale °
e Type de conservation : Frais congelé

=

coupe £ !
[ e
coronale A

Hypophyse de souris (3-4
mm de large, 500K cellules)

Combien de tissus peut-on mettre sur un méme bloc ?
(Visium : 6,5mm x 6,5mm / Trekker : 10 mm x 10 mm)

Est-ce que la qualité des ARN extraits est conforme ?
(Visium : RIN > 4 / Trekker : RIN > 7)

Combien de noyaux arrive-on a extraire aprés dissociation ?
(spécificité Trekker)

Tissue embedding




Design Experimental

Sample: L1-Hypophyse entiere
Well location: A5
Created: mardi 3 juin 2025 17:42:55
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Design Experimental ;

Echange
avec Takara
= Probléme
de lot de kit

Brightfield Counted




Design Experimental

Avec nouveau kit

° Plus de présence de billes
dans I'extraction des
noyaux

. Concentration d’environ 40
000 noyaux

° Plusieurs clusters de
cellules mal dissociés —
a améliorer

Brightfield Counted



Designs Experimentaux

1er design : Manip 1 et 2 (Curio et Visium)

"o

Normal lodine Diet

Low lodine Diet

Day0 27§ 35
I ' |
L t 1
Eutyroidie Hypotyroidie Recovery
(ND) (LID 3sem)

d ND REC

° 2 coupes issues du
méme bloc déposées
sur des lames Curio
ou Visium
LID
— 2 réplicats techniques par 3sem
approche

REC

LID
3sem

ND

Low lodine Diet

Day 0
I

42§

Normal lodine Diet

56]
]

Eutyroidie Hypotyroidie
(ND) (LID 3sem)

° 2 coupes issues de 2
blocs déposées sur
des lames Curio ou
Visium

— 2 réplicats biologiques par
approche

1
T

Hypotyroidie
(LID 6sem)

ND

ND

LID
3sem

LID
3sem

Recovery
LID REC
6sem
LID
6sem e




Résultats : Wetlab (Visium 10X Genomics
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Résultats : Wetlab
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esultats : Wetla

Manip Trekker
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Sequencage : (Visium, 10X Genomics]

Profondeur : 275 M de séquences minimum par
zone de capture compléte

Vislum HD Spatial Gene Expression - Probe-based Library
[} 4 zones de capture avec couverture entre Palred-end, dual Indexed sequencing
20% et 35% chacune Read 1T: 43 cycles

17 Index: 10 cycles

. _ . 15 Index: 10 cycles
= Total : 4 zones ensemble = 104% soit 286 REd 2550 cyales

millions de séquences

Visium HD Spatial Gene Expression - Probe-based Library

. H0000000000600000000 HO000000000060000000,0 Sample Index Read TT:43 sample Index
) °e o - o (i5:10) UMI+10xBC (i710)
(] @ 8 i " & 1 -
b3 L’b 2 o o ' ? o B | -

o - ‘0 o ¢
g i3 j 8 o % » o P5 Read1T UMI Spatial Poly(dTOVN Read 2S:50 Read 2S
° f [ p o w ! o Barcode Insert
0 % 'g o g 8
) . > 0 .
o bt} i d (*] - . (<]
o o s A& b o
® e oy Q 0 © » o
) a % o S M o i .
e & o P4 s Mode de ségquencgage pool 4 banques Visium:
@ & o ] °
g . 4 ] g 8 .
490000d6000000000069  AD00000000000000006'0 - 1piste 1,5B Novaseq X plus, PES0

Pas recommandé de séquencer avec d‘autres
20% de couverture 35% de couverture banques 10X




Sequencage : (Trekker, Takara)

Profondeur :

3’ Gene Expression Library

Sequencing Depth Minimum 20,000 read palrs per cell
Sequencing Type Palred-end, dual Indexing

Sequencing Read Recommended Number of Cycles

Read 1 28 cycles
17 Index 10 cycles
15 Index 10 cycles
Read 2 90 cycles

e  Capture d’environ 50 000 noyaux par banques :
- 3 GEXLibrary : 50K noyaux x 20k reads x 4 banques
= 4 milliards de reads nécessaires
- Spatial Barcode Library : 50 K noyaux x 5K reads x 4
bangues = 1 milliards de reads nécessaires

= Total : 5 milliards de reads

Spatial Barcode Library

Sequencing Depth Minimum 5,000 read pairs per cell
Sequencing Type Palred-end, dual Indexing

Sequencing Read Recommended Number of Cycles

Read 1 28 cycles
17 Index 10 cycles
15 Index 10 cycles
Read 2 90 cycles

(Minimum required Read 2 length for Cell Surface Protein
Librarles Is 25 bp)

Mode de séquencage pool 4 banques Trekker :
- 2 piste 25B Novaseq X plus, PE

Pool des banques GEX + SP avec ratio 5:1
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Outils
bio-informatiques
disponibles

Visium HD (10X Genomics) :
» Philosophie : développpement en interne d'outils
d'analyse (Space Ranger) et de visualisation (Loupe).

» S’appuie également sur des outils externes (Seurat ou
Scanpy), avec des modules d'interface (e.g., LoupeR).

Trekker (Curio Biosciences) :
P Philosophie : outils internes limités, mais beaucoup
d’outils développés par la communauté scientifique

(STalign, Seurat, ...).



https://satijalab.org/seurat/
https://scanpy.readthedocs.io/en/stable/
https://nbviewer.org/urls/tbusabianalysis.s3.us-west-1.amazonaws.com/STalign/Notebooks/STalign_Trekker_MouseEmbryo_h%26e.ipynb
https://satijalab.org/seurat/

Limitations actuelles

Identification de geénes différentiellement exprimés : pas
encore d'outil (existe pour Visium vl et v2, pas encore pour
Visium HD).
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Limitations actuelles

Identification de geénes différentiellement exprimés : pas
encore d'outil (existe pour Visium vl et v2, pas encore pour
Visium HD).

Trekker : résolution spatiale limitée :
> manip n°l : 24 923 noyaux;
» manip n°2 : 25 596 noyaux;
» manip n°3 : 26 498 noyaux;
> manip n°4 : 26 211 noyaux.
(pour I'ensemble des 4 a 6 coupes d'hypophyse)
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Limitations actuelles

Identification de geénes différentiellement exprimés : pas
encore d'outil (existe pour Visium vl et v2, pas encore pour
Visium HD).

Trekker : résolution spatiale limitée :
» manip n°l : 24 923 noyaux;
» manip n°2 : 25 596 noyaux;
» manip n°3 : 26 498 noyaux;
> manip n°4 : 26 211 noyaux.
(pour I'ensemble des 4 a 6 coupes d'hypophyse)

Visium HD : détection limitée des cellules de petite taille
(fibroblastes # cellules endocrines).
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