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DESCRIPCION
Secuenciacién de alto rendimiento de multiples transcritos de una Unica célula

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general al campo de la biologia molecular y la inmunologia. Mas en particular, se
refiere a procedimientos para el aislamiento con alto rendimiento de ADNc que codifican receptores y anticuerpos de
células inmunitarias.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Existe la necesidad de identificar la expresién de dos o mas transcritos de células individuales con alto rendimiento.
En particular, para numerosas aplicaciones biotecnolégicas y médicas, es importante identificar y secuenciar los
pares de genes que codifican las dos cadenas que comprenden receptores inmunitarios adaptativos de células
individuales con un rendimiento muy alto para determinar con exactitud los repertorios completos de receptores
inmunitarios expresados en pacientes o en animales de laboratorio. Los receptores inmunitarios expresados por los
linfocitos B y T se codifican respectivamente por los genes VH y VL de anticuerpos y por los genes de cadena a/§ o
y/d de TCR. Los humanos tienen muchas decenas de miles o millones de linfocitos B y T distintos clasificados en
diferentes subconjuntos en base a la expresion de marcadores de superficie (proteinas CD) y factores de
transcripcion (por ejemplo, FoxP3 en el subconjunto de linfocitos T Treg). Se han usado tecnologias de
secuenciacion de ADN de alto rendimiento para determinar los repertorios de cadenas VH o VL o, de forma
alternativa, de TCR a y B en subconjuntos de linfocitos de relevancia para estados de enfermedad particulares o,
mas en general, para estudiar la funcion del sistema inmunitario adaptativo (Wu et al., 2011). Los investigadores en
inmunologia tienen una necesidad especialmente grande de analizar con alto rendimiento mdltiples transcritos a la
vez.

Los procedimientos disponibles actualmente para la secuenciacion de repertorios inmunitarios implican el
aislamiento de ARNm de una poblacién celular de interés, por ejemplo, linfocitos B de memoria o células
plasmaticas de la médula 6sea, seguido de RT-PCR en masa para sintetizar ADNc para secuenciacion de ADN de
alto rendimiento (Reddy et al., 2010; Krause et al., 2011). Sin embargo, las cadenas de anticuerpos pesadas y
ligeras (o receptores de linfocitos T a y ) se codifican en cadenas de ARNm separadas y se deben secuenciar por
separado. Por tanto, estos procedimientos disponibles tienen el potencial de revelar todos los repertorios
inmunitarios de cadena pesada y ligera individualmente, pero aun no pueden resolver los emparejamientos de
cadena pesada y ligera con alto rendimiento. Sin un analisis de multiple transcritos a nivel de una Unica célula para
recopilar datos de emparejamientos de cadena pesada y ligera, el receptor inmunitario adaptativo completo, que
incluye ambas cadenas, no se puede secuenciar o reconstruir y expresar para su posterior estudio.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un procedimiento que comprende a) separar células individuales en un
compartimento con microesferas conjugadas con oligonucleétidos poli(T); b) lisar las células; c¢) permitir que los
transcritos de ARNm liberados de las células se hibriden con oligonucledtidos conjugados con las microesferas; d)
agrupar, lavar y resuspender las microesferas en solucion con reactivos para retrotranscripcion asociada a reaccion
en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento, que incluye cebadores disefiados para crear un Unico
producto de PCR que comprende ADNc de al menos dos transcritos de interés unidos covalentemente; €) realizar
una retrotranscripcion asociada a reaccién en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento para formar
una molécula de ADN individual que comprende al menos dos ADNc de los al menos dos transcritos derivados de
una unica célula, en el que los al menos dos ADNc comprenden secuencias de TCR emparejadas o secuencias de
VH y VL emparejadas; y f) secuenciar el ADNc asociado con las microesferas.

De acuerdo con la invencion, en algunos aspectos se proporciona un procedimiento para obtener una pluralidad de
secuencias de VH y VL de anticuerpos emparejadas que comprende (a) aislar linfocitos B individuales en
compartimentos individuales con oligonucleétidos inmovilizados para cebar la retrotranscripcion; (b) lisar los
linfocitos B y permitir que los transcritos de ARNm se asocien con los oligonucleétidos inmovilizados; (c) realizar la
retrotranscripcion seguida de la amplificacion por PCR para obtener los ADNc correspondientes a los transcritos de
ARNm de linfocitos B individuales; (d) secuenciar los ADNc; y (e) identificar las secuencias de VH y VL de
anticuerpos emparejadas para una pluralidad de linfocitos B individuales. En otros aspectos, se proporciona un
procedimiento para obtener una pluralidad de secuencias de receptores de linfocitos T emparejadas que comprende
(a) aislar linfocitos T individuales en compartimentos individuales con oligonucleétidos inmovilizados para cebar la
retrotranscripcion; (b) lisar los linfocitos T y permitir que los transcritos de ARNm se asocien con los oligonucledtidos
inmovilizados; (c) realizar la retrotranscripcion seguida de la amplificacion por PCR para obtener los ADNc
correspondientes a los transcritos de ARNm de linfocitos T individuales; (d) secuenciar los ADNc; y (e) identificar las
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secuencias de receptores de linfocitos T emparejadas para una pluralidad de linfocitos T individuales en base a la
secuenciacion.

En otros aspectos, el procedimiento comprende obtener secuencias de al menos 10.000, 100.000 o 1.000.000
células individuales (por ejemplo, entre aproximadamente 100.000 y 10 millones o 100 millones de células
individuales). Por tanto, en algunos aspectos, un procedimiento comprende obtener al menos 5.000, 10.000 o
100.000 secuencias de VH y VL de anticuerpos emparejadas individuales (por ejemplo, entre aproximadamente
10.000 y 100.000, 1 millén o 10 millones de secuencias emparejadas individuales). De acuerdo con la invencion, la
obtencién de secuencias emparejadas, tales como las secuencias de VH y VL, comprende unir ADNc (por ejemplo,
ADNCc VH y VL) realizando una retrotranscripcion asociada a reaccion en cadena de la polimerasa con extensién de
solapamiento para unir los ADNc en moléculas individuales.

En un aspecto, el procedimiento puede comprender ademas determinar transcritos emparejados de forma natural
usando analisis de probabilidad. En este aspecto, la identificacion de los transcritos emparejados puede comprender
comparar recuentos de lectura de secuenciacion sin procesar. Por ejemplo, un analisis de probabilidad puede
comprender realizar las etapas de la FIG. 9. En un aspecto especifico, un procedimiento puede comprender
identificar las secuencias de VH y VL de anticuerpos emparejadas realizando un analisis de probabilidad de las
secuencias. En determinados aspectos, el analisis de probabilidad se puede basar en las secuencias CDR-H3 y/o
CDR-L3. En algunos casos, identificar las secuencias de VH y VL de anticuerpos emparejadas puede comprender
comparar recuentos de lectura de secuenciacién sin procesar. En otro aspecto, el analisis de probabilidad puede
comprender realizar las etapas de la FIG. 9.

Determinados aspectos de los presentes modos de realizacion se refieren a agentes de captura de ARNm. El agente
de captura de ARNm es una microesfera que comprende oligonucledtidos inmovilizados. En un aspecto, la
microesfera es una microesfera de silice o una microesfera magnética. El agente de captura de ARNm comprende
oligonucledtidos que hibridan ARNm; en particular, los oligonucleétidos comprenden al menos un poli(T). En
determinados aspectos, una microesfera de los modos de realizacion es mas pequefa que las células individuales
que se estan aislando (por ejemplo, linfocitos B).

En algunos aspectos, los compartimentos individuales de los modos de realizacion pueden ser pocillos en una placa
de gel o microtitulacion. En un aspecto, los compartimentos individuales pueden tener un volumen de menos de 5 nl.
En algunos aspectos, los pocillos se pueden sellar con una membrana permeable antes de la lisis de las células o
antes de realizar la RT-PCR. En aun otro aspecto, los compartimentos individuales pueden ser microvesiculas en
una emulsion.

En otros aspectos de la presente divulgacion, la fijacion de células individuales (y un agente de captura de ARNm) y
la lisis de las células (etapas (a) y (b)) se pueden realizar simultaneamente. Por tanto, en algunos aspectos, un
procedimiento puede comprender aislar células individuales y un agente de captura de ARNm en microvesiculas
individuales en una emulsién y en presencia de una solucion de lisis celular.

El procedimiento de los modos de realizacion comprende unir ADNc realizando una retrotranscripcion asociada a
reaccion en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento para unir al menos 2 transcritos en una
molécula de ADN individual (por ejemplo, en la etapa (e)).

En aun otros aspectos, la fijacion de las células individuales puede comprender introducir células en un dispositivo
que comprende una pluralidad de micropocillos de modo que la mayoria de las células se capturen como células
individuales (junto con un agente de captura de ARNm, tal como una microesfera). Los procedimientos comprenden
la secuenciacion de dos o mas transcritos unidos covalentemente a la misma microesfera.

Por tanto, en algunos modos de realizacién se proporciona un procedimiento para obtener una pluralidad de
secuencias de VH y VL de anticuerpos emparejadas en las que las células son linfocitos B. En un aspecto, el
procedimiento es un procedimiento para obtener secuencias de VH y VL de anticuerpos emparejadas para un
anticuerpo que se une a un antigeno de interés. En determinados aspectos, las microesferas se pueden conjugar
con el antigeno de interés y los oligonucledtidos solo se pueden conjugar con las microesferas en presencia de un
anticuerpo que se une al antigeno de interés. Por ejemplo, las microesferas se pueden recubrir con un antigeno de
interés y el agente de captura de ARNm, a saber, el oligo-T se puede asociar con la microesfera solo en presencia
de un anticuerpo que se une al antigeno (véase, por ejemplo, la FIG. 10). Por ejemplo, el agente de captura de
ARNm se puede asociar con proteina A o funcionalizar de otro modo para unirse a un anticuerpo si esta presente.

Se puede obtener una muestra de un sujeto para su uso en los procedimientos reivindicados (por ejemplo, una
muestra que comprende células para su uso en los procedimientos de los modos de realizacion). Las muestras se
pueden tomar directamente de un sujeto o se pueden obtener de un tercero. Las muestras incluyen, pero no se
limitan a, muestras de suero, mucosa (por ejemplo, saliva), linfa, orina, heces y tejido sélido. De forma similar,
determinados aspectos de los modos de realizacion se refieren a liquidos bioldgicos y anticuerpos y/o acidos
nucleicos a partir de los mismos. Por ejemplo, el liquido biolégico puede ser sangre (por ejemplo, suero), liquido
cefalorraquideo, liquido sinovial, leche materna, sangre del cordon umbilical, liquido peritoneal, secreciones de la
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mucosa, lagrimas, secreciones nasales, saliva, leche o secreciones genitourinarias. En determinados aspectos, las
células para su uso de acuerdo con los modos de realizacion son células de mamifero, tales como células de ratén,
rata o mono. En aspectos preferentes, las células son células humanas.

En algunos aspectos, las células para su uso en los modos de realizacion son linfocitos B, tales como linfocitos B de
un o6rgano seleccionado, tal como médula 6sea. Por ejemplo, los linfocitos B pueden ser linfocitos B maduros, tales
como células plasmaticas de médula 6sea, células plasmaticas de bazo o células plasmaticas de ganglios linfaticos,
o células de sangre periférica o de un organo linfatico. En determinados aspectos, los linfocitos B se seleccionan o
enriquecen en base a la expresion diferencial de los marcadores de la superficie celular (por ejemplo, Blimp-1,
CD138, CXCR4 o CD45). En algunos casos se obtienen secuencias de una clase seleccionada de anticuerpos, tales
como secuencias de IgE, IgM, 1gG o IgA.

No de acuerdo con la invencion, un procedimiento puede comprender inmunizar al sujeto (por ejemplo, antes de
obtener una muestra celular). El procedimiento puede comprender ademas el aislamiento de un tejido linfatico. El
aislamiento del tejido linfatico se puede realizar al menos o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 6, 8, 9, 10 dias o
cualquier intervalo intermedio después de la inmunizacion. El procedimiento puede comprender ademas obtener una
poblaciéon de acidos nucleicos de tejido linfatico, preferentemente sin separar los linfocitos B del tejido linfatico. El
tejido linfatico puede ser un tejido linfatico primario, secundario o terciario, tal como médula 6sea, bazo o ganglios
linfaticos. El sujeto puede ser cualquier animal, tal como mamiferos, peces, anfibios o aves. El mamifero puede ser
un ser humano, ratén, primate, conejo, oveja o cerdo.

Para determinar las secuencias de acido nucleico (por ejemplo, en los linfocitos B o en los tejidos linfaticos), se
puede usar cualquier procedimiento de secuenciacion de acidos nucleicos conocido en la técnica, incluyendo la
secuenciacion de ADN de alto rendimiento. Ejemplos no limitantes de procedimientos de secuenciacion de alto
rendimiento comprenden secuenciacion por sintesis (por ejemplo, secuenciacion 454), secuenciacion por fijacion,
secuenciacion por hibridacion, secuenciacion de ADN de molécula individual, secuenciacién de multiples colonias,
secuenciacion de nanoporos o una combinacién de las mismas.

También se describe en el presente documento un sistema que comprende (a) una salida de fase fluida acuosa
dispuesta dentro de una fase oleosa que fluye de forma anular; y (b) una fase fluida acuosa, en la que el fluido de
fase acuosa comprende una suspension de células y se dispersa dentro de la fase oleosa que fluye, dando como
resultado gotitas emulsionadas con baja dispersion de tamafio que comprenden una suspension acuosa de células.
En un aspecto, la salida de la fase fluida acuosa es una aguja. En otro aspecto, la salida de la fase fluida acuosa es
un tubo de vidrio. En determinados aspectos, la fase oleosa fluye a través de un tubo de vidrio o tubo polimérico. En
determinados aspectos, la fase acuosa fluye a través de un tubo polimérico. En todavia otro aspecto, la
concentracion de células, el caudal de la fase fluida acuosa y el caudal de la fase oleosa permiten la formacion de
gotitas, en las que cada gotita contiene una uUnica célula. En algunos aspectos, las celdas se seleccionan del grupo
que consiste en: linfocitos B, linfocitos T, células NKT y células cancerosas. En determinados aspectos, la fase fluida
acuosa comprende microesferas para reactivos de retrotranscripcion para captura de acidos nucleicos, reactivos de
reaccion en cadena de polimerasa y/o combinaciones de los mismos.

Se describe ademas una composicidon que comprende (a) una microesfera; (b) un oligonucleétido que se puede unir
a ARNm; y (c) dos o mas cebadores especificos para un transcrito de interés.

Se describe ademas una composicidon que comprende una emulsién que tiene una pluralidad de microvesiculas
individuales, comprendiendo dichas microvesiculas una microesfera con oligonucleétidos inmovilizados para cebar la
retrotranscripcion y linfocitos B individuales, que se han alterado para liberar transcritos de ARNm.

También se describe en el presente documento un procedimiento que comprende (a) afiadir una secuencia comun a
la region 5' de dos o mas oligonucledtidos que son especificos de un conjunto de dianas génicas; (b) realizar la
amplificacion de acidos nucleicos del conjunto de dianas génicas cebando la secuencia comun; y (c) incluir en la
amplificacion de acidos nucleicos oligonucledtidos que comprenden la secuencia comun inmovilizada sobre una
superficie de modo que los oligonucledtidos inmovilizados ceban la amplificacion de acidos nucleicos y dando como
resultado la captura en superficie de secuencias amplificadas.

Como se usa en el presente documento en la memoria descriptiva, "uno" o "una" pueden significar uno o mas. Como
se usa en el presente documento en la(s) reivindicacion(es), cuando se usa junto con la palabra "que comprende”,
las palabras "uno" o "una" pueden significar uno o mas de uno.

El uso del término "o" en las reivindicaciones se usa para significar "y/o" a menos que se indique explicitamente que
se refiere solo a alternativas o que las alternativas sean mutuamente excluyentes, aunque la divulgacién respalda
una definicion que se refiere solo a alternativas e "y/o." Como se usa en el presente documento, "otro" puede
significar al menos un segundo o0 mas.
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A lo largo de la presente solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variacion
inherente de error para el dispositivo, siendo empleado el procedimiento para determinar el valor, o la variacién que
existe entre los sujetos del estudio.

Otros objetos, rasgos caracteristicos y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada, mientras que la invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invencion. La invencion se puede entender mejor por referencia a uno o mas
de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de modos de realizacion especificos presentados en el
presente documento.

FIG. 1 muestra células aisladas en pocillos sellados individuales. Los objetos pequefios y esféricos dentro de los
pocillos son microesferas. Esta imagen se toma a través de la membrana de dialisis. El diametro del pocillo es de
aproximadamente 56 um.

FIG. 2 muestra /zquierda: una Unica célula aislada inmediatamente antes de la lisis; Centro: la célula durante el
proceso de lisis; y Derecha: el micropocillo inmediatamente después de la lisis, usando microscopia de lapso de
tiempo. El diametro del pocillo es de aproximadamente 56 um.

FIG. 3 muestra el producto de RT-PCR OE unido. Las letras indican localizaciones aproximadas de regiones
constantes, variables, de union y de diversidad, mientras que los numeros indican localizaciones aproximadas de
regiones determinantes de la complementariedad.

FIG. 4 muestra una vision general del proceso de RT-PCR (con extension de solapamiento) de unién. a) Los
cebadores de la region V con una region de solapamiento pesada/ligera complementaria 5' se hibridan al ADNc de
primera hebra. b) El ADNc de segunda hebra se forma por una extension 5' a 3'; la regién de solapamiento se
incorpora a todo el ADNc. c) Después de la desnaturalizacion, las cadenas pesada y ligera con el sentido de primera
hebra se hibridan para generar un producto completo de 850 pb a través de una extensién 5' a 3'. La CDR-H3 y la
CDR-L3 se localizan cerca del exterior de la construccion unida final, lo que permite el analisis de CDR3 mediante
secuenciacion de ambos extremos 2x250 con lllumina.

FIG. 5 muestra células MOPC-21 encapsuladas de manera viable en gotitas formadas por medio de flow focusing
(enfoque de flujo). Las dos corrientes de entrada al dispositivo de flow focusing estaban compuestas de partes
iguales de células MOPC-21 en PBS (100.000 células/ml, corriente celular) y azul tripano al 0,4 % en PBS (corriente
de tinte), y la corriente celular y la corriente de tinte se mezclaron entre si inmediatamente antes del punto de
formacion de gotitas de emulsion. Se demostré que las células MOPC-21 excluian el azul tripano, lo que demuestra
la encapsulacion viable de células individuales dentro de las gotitas de emulsion.

FIG. 6 presenta una visién general de la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento para multiples transcritos
aplicada a la secuenciacion de ARNm de VH y VL de anticuerpos naturales a partir de poblaciones de linfocitos B. i)
Las poblaciones de linfocitos B se separan segun el fenotipo deseado (por ejemplo, linfocitos B de memoria (LBm),
linfocitos B indiferenciados (LB indiferenciados)). ii) Las células individuales se aislan por sedimentacion aleatoria en
una matriz de micropocillos; a los pocillos se afiaden también microesferas de poli(dT). iii) Los pocillos se sellan con
una membrana de didlisis y se equilibran con tampén de lisis para lisar las células e hibridar los ARNm de VHy VL a
microesferas de poli(dT) (la mancha representa una célula lisada, los circulos representan microesferas magnéticas,
las lineas negras representan hebras de ARNm). iv) Las microesferas se recuperan y se emulsionan para sintesis de
ADNc y PCR de unién para generar un producto de ADNc de VH:VL de ~850 pares de bases. v) Se realiza una
secuenciacion de nueva generacion para secuenciar las hebras unidas. vi) El procesamiento bioinformatico se usa
para analizar el repertorio de emparejamientos VH:VL.

FIG. 7 muestra la amplificacién de ADN de cadena pesada y ligera en microesferas magnéticas con oligonucleotidos
inmovilizados para la secuenciacion de alto rendimiento. a) Las microesferas muestran una mezcla de 3
oligonucledtidos inmovilizados: poli(T) para la captura de ARNm, AHX89 para la amplificacion de la cadena pesada y
BRHO06 para la amplificacion de la cadena ligera. b) La retrotranscripcion se inicia a partir del ARNm capturado
(representado por lineas discontinuas grises) que se ha hibridado a oligonucledtidos poli(T) inmovilizados. Los
cebadores de retrotranscripcion de region constante de inmunoglobulina especialmente disefiados tienen AHX89 en
el extremo 5' (para la cadena pesada) o BRHO6 (para la cadena ligera). La retrotranscripcion asociada a reaccion en
cadena de la polimerasa se produce dentro de gotitas de emulsién. c) Los cebadores directos de la region V tienen
una secuencia <F3> en el extremo 5' (cadena pesada) o una secuencia <F5> (cadena ligera) que se usara para
iniciar la pirosecuenciacion. Las hebras de ADNc se muestran como lineas negras.

FIG. 8 muestra un diagrama del aparato de corriente portadora y boquilla. Un tubo capilar de vidrio suministra una
corriente portadora de fase oleosa externa (flechas) que rodea una salida de aguja. La aguja inyecta la fase acuosa
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que contiene las células, y las fuerzas de cizallamiento del flujo anular de la fase oleosa generan gotitas
monodispersas.

FIG. 9 muestra un algoritmo de arbol de decisiones general para el emparejamiento de secuencias de VH y VL.

FIG. 10 muestra esquematicamente un proceso ejemplar de captura de ARNm de células individuales aisladas que
codifican anticuerpos de alta afinidad para un antigeno particular. (a) Los linfocitos B secretores de anticuerpos
(arriba a la izquierda) se aislan en compartimentos que contienen microesferas con antigeno inmovilizado. Las
microesferas capturan el anticuerpo secretado (gris) si el linfocito B codifica un anticuerpo de alta afinidad para el
antigeno. (b) Cualquier anticuerpo secretado por las células no unido se elimina por lavado y se afiade un anticuerpo
anti-lgG (blanco) con ADNmc poli(dT) unido (hebras negras) al compartimento. La construccion anti-lgG:poli(dT) (u
otro resto de captura de ARNm) se inmoviliza en microesferas que contienen el anticuerpo capturado. El ADNmc
poli(dT) se colocaliza solo con células que secretan el anticuerpo de alta afinidad para el antigeno deseado. (c) Los
compartimentos se sellan y las células se lisan. Las hebras de ARNm (circulos pequerios) liberadas de las células
que secretaron el anticuerpo de alta afinidad se capturan por medio de hibridacién al poli(dT) de las construcciones
poli(dT):anticuerpo:microesfera. A continuacion, las microesferas se pueden recuperar para el analisis de transcritos
de ARNm de una unica célula.

DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION ILUSTRATIVOS

La presente divulgacion se refiere en general a la secuenciacion de dos o mas genes expresados en una Unica
célula con alto rendimiento. Mas en particular, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para la
secuenciacion de alto rendimiento de pares de transcritos coexpresados en células individuales para determinar los
pares de cadenas polipeptidicas que comprenden receptores inmunitarios (por ejemplo, secuencias de VH y VL de
anticuerpos).

Los procedimientos de la presente divulgacion permiten determinar el repertorio de receptores inmunitarios y
anticuerpos en un organismo individual o poblacion de células. En particular, los procedimientos de la presente
divulgacion pueden ayudar a determinar pares de cadenas polipeptidicas que constituyen receptores inmunitarios.
Los linfocitos B y los linfocitos T expresan cada uno receptores inmunitarios; los linfocitos B expresan
inmunoglobulinas y los linfocitos T expresan receptores de linfocitos T (TCR). Ambos tipos de receptores
inmunitarios consisten en dos cadenas polipeptidicas. Las inmunoglobulinas consisten en cadenas pesada variable
(VH) y ligera variable (VL). Los TCR son de dos tipos: uno que consiste en una cadena a y una cadena 3, y uno que
consiste en una cadena y y una cadena &. Cada uno de los polipéptidos de un receptor inmunitario tiene una regiéon
constante y una region variable. Las regiones variables son el resultado de la recombinacion y el reordenamiento de
terminacion de fragmentos de genes en el cromosoma de un linfocito B o T. En los linfocitos B se produce una
diversificacion adicional de regiones variables por hipermutacién somatica. Por tanto, el sistema inmunitario tiene un
gran repertorio de receptores, y cualquier par de receptores dado expresado por un linfocito se codifica por un par de
transcritos separados y unicos. Solo conociendo la secuencia de ambos transcritos del par se puede estudiar el
receptor como un todo. Conocer las secuencias de los pares de cadenas de receptores inmunitarios expresadas en
una unica célula también es esencial para determinar el repertorio inmunitario de un individuo o poblacién de células
dados.

Los procedimientos actualmente disponibles para analizar multiples transcritos en células individuales, tales como
los dos transcritos que comprenden receptores inmunitarios adaptativos, estan limitados por el bajo rendimiento y los
muy altos costes de instrumentacion y reactivos. Actualmente no existe ninguna tecnologia para analizar
rapidamente cuantas células expresan un conjunto de transcritos de interés o, mas especificamente, para
secuenciar pares de cadenas de receptores de linfocitos naturales con un rendimiento muy alto (mas de 10.000
células por ejecucion). La presente divulgacion tiene como objetivo corregir estas deficiencias proporcionando una
nueva técnica para secuenciar multiples transcritos simultdneamente a nivel de una Unica célula con un rendimiento
dos a tres 6rdenes de magnitud mayor que el estado de la técnica actual.

Una ventaja de los procedimientos de la presente divulgacion es que los procedimientos dan como resultado un
rendimiento que es varios 6rdenes de magnitud mayor que el estado de la técnica. Ademas, la presente divulgacion
permite la capacidad de unir dos transcritos para poblaciones de células grandes con alto rendimiento, mas
rapidamente y a un coste mucho menor que las tecnologias de la competencia.

En determinados modos de realizacién, la presente divulgacion proporciona procedimientos que comprenden
separar células individuales en un compartimento con microesferas conjugadas con oligonucleétidos; lisar las células;
permitir que los transcritos de ARNm liberados de las células se hibriden con los oligonucleétidos; realizar una
retrotranscripcién asociada a reaccidon en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento para unir
covalentemente el ADN a partir de al menos dos transcritos derivados de una unica célula; y secuenciar el ADN
unido. En determinados modos de realizacion, las células pueden ser células de mamifero. En determinados modos
de realizacion, las células pueden ser linfocitos B, linfocitos T o células NKT.
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En otros modos de realizacion, la presente divulgacion proporciona procedimientos que comprenden separar células
individuales en un compartimento con microesferas conjugadas con oligonucledétidos; lisar la célula; permitir que los
transcritos de ARNm liberados de las células se hibriden con los oligonucleotidos conjugados con las microesferas;
realizar una retrotranscripcion asociada a reaccion en cadena de la polimerasa para formar al menos dos ADNc a
partir de al menos dos transcritos derivados de una Unica célula; y secuenciar el ADNc unido a las microesferas.

En otro modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona un procedimiento que comprende mezclar células
con microesferas que tienen un diametro menor que el didametro de las células, en el que las microesferas se
conjugan con oligonucleoétidos, fijar las células y las microesferas dentro de compartimentos que tienen un volumen
de menos de 5 nl, lisar las células y permitir que los transcritos de ARNm se asocien con las microesferas, aislar las
microesferas y el ARNm asociado de los compartimentos, realizar una retrotranscripcion seguida de amplificacion
por PCR en el ARNm asociado a microesferas, y secuenciar el producto de ADN de cada microesfera para
identificar el ADNc asociado con cada microesfera

La presente divulgacion también describe un sistema que comprende una salida de fase fluida acuosa dispuesta
dentro de una fase oleosa que fluye de forma anular, en la que el fluido de fase acuosa comprende una suspension
de células y se dispersa dentro de la fase oleosa que fluye, dando como resultado gotitas emulsionadas con baja
dispersién de tamaio que comprende una suspension acuosa de células.

La presente divulgacion también describe una composicion que comprende una microesfera, un oligonucleétido que
se puede unir a ARNm, y dos o mas cebadores especificos para un transcrito de interés.

La presente divulgacion también describe un dispositivo que comprende conjuntos ordenados de micropocillos, cada
uno con dimensiones disefiadas para acomodar un unico linfocito. Los micropocillos pueden ser pocillos circulares
de 56 ym de diametro y 50 um de profundidad, para un volumen total de 125 pl. El volumen de dichos micropocillos
normalmente oscilaria entre 20 y 3.000 pl, aunque se puede usar una amplia variedad de tamafos, formas y
dimensiones de pocillos para acomodar una Unica célula. El micropocillo puede ser un nanopocillo. El dispositivo
puede ser un chip. El dispositivo de la presente divulgacion permite el atrapamiento directo de decenas de miles de
células individuales, con cada célula en su propio micropocillo, en un solo chip. El chip puede ser del tamafio de un
portaobjetos de microscopio. Se puede usar un chip de micropocillos para capturar células individuales en sus
propios micropocillos individuales (FIG. 6). El chip de micropocillos se puede preparar en polidimetilsiloxano (PDMS);
sin embargo, también se pueden usar otros materiales adecuados conocidos en la técnica, tales como poliacrilimida,
silicio y vidrio esmerilado para crear el chip de micropocillos.

También se pueden capturar varias microesferas u otras particulas conjugadas con oligonucleétidos en los
micropocillos con las células individuales de acuerdo con los procedimientos de la presente divulgacion. En
determinados modos de realizacion, las microesferas pueden comprender oligonucleétidos inmovilizados en la
superficie de las microesferas. En otros modos de realizacion, las microesferas pueden ser magnéticas. En otros
modos de realizacion, las microesferas se pueden recubrir con uno o mas oligonucleétidos. Los oligonucleétidos
comprenden poli(T). Una membrana de dialisis cubre los micropocillos, manteniendo las células y las microesferas
en los micropocillos mientras se dializan los reactivos de lisis en los micropocillos. Los reactivos de lisis provocan la
liberacion de los transcritos de ARNm de las células en el micropocillo con las microesferas. Los oligonucleétidos
poli(T) en las microesferas capturan las colas poli(A) de ARNm. Por tanto, cada microesfera se recubre con
moléculas de ARNm de una Unica célula. A continuacion, las microesferas se agrupan, lavan y resuspenden en
solucién con reactivos para la retrotranscripcion asociada a reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con
extension de solapamiento (OE). Esta mezcla de reaccion incluye cebadores disefiados para crear un Unico
producto de PCR que comprende ADNc de dos transcritos de interés unidos covalentemente entre si. Antes del
termociclado, la suspension de microesferas y solucion de reactivos se emulsiona en la fase oleosa para crear
gotitas con no mas de una microesfera por gotita. Los productos de ADNc unidos de RT-PCR OE se recuperan y
usan como molde para la PCR con cebadores internos, que amplifica los transcritos de interés unidos. Los productos
purificados de la PCR con cebadores internos se secuencian a continuacién y se analiza la informacion de
emparejamiento (FIG. 6).

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para atrapar ARNm de células individuales en
microesferas, realizar sintesis de ADNc, unir las secuencias de dos o mas ADNc deseados de células individuales
para crear una molécula individual, y finalmente revelar la secuencia de los transcritos unidos por secuenciacion
(NextGen) de alto rendimiento. De acuerdo con la presente divulgacion, una manera de incrementar el rendimiento
en ensayos biolégicos es usar una emulsion que genere una gran cantidad de microrreactores paralelos
tridimensionales. Los protocolos de emulsiéon en biologia molecular a menudo producen 109-1011 gotitas por ml
(volumen inferior a pl). Los procedimientos basados en emulsidn para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de células individuales han encontrado una amplia aceptacion, y la PCR en emulsion es un procedimiento solido y
fiable que se encuentra en muchos protocolos de secuenciacion de nueva generacion. Sin embargo, la RT-PCR de
muy alto rendimiento en gotitas de emulsién aun no se ha implementado debido a que los lisados celulares dentro
de la gotita inhiben la reacciéon de la retrotranscriptasa. La inhibicién del lisado celular de la RT-PCR se puede
mitigar mediante dilucién a un volumen adecuado.
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En otro modo de realizacion, las células se lisan en gotitas de emulsién que contienen microesferas para la captura
de acidos nucleicos. Las microesferas se conjugan con oligonucleétido, y el oligonucleétido comprende poli(T). En
determinados modos de realizacion, la microesfera puede ser magnética. Una solucién acuosa con una suspension
de células y microesferas se emulsiona en fase oleosa inyectando una suspension acuosa de células y microesferas
en una corriente de fase oleosa en rapido movimiento. Las fuerzas de cizallamiento generadas por la fase oleosa en
movimiento crean gotitas a medida que la suspension acuosa se inyecta en la corriente, creando una emulsiéon con
una baja dispersion de tamafo de las gotitas. Cada célula esta en su propia gotita junto con varias microesferas
conjugadas con oligonucleétidos. La uniformidad del tamafio de las gotitas ayuda a garantizar que las gotitas
individuales no contengan mas de una célula. A continuacion, las células se lisan térmicamente y la mezcla se enfria
para permitir que las microesferas capturen ARNm. La emulsion se rompe y se recogen las microesferas. Las
microesferas se resuspenden en una solucién para RT-PCR OE en emulsién para unir entre si los ADNc de los
transcritos de interés. La PCR con cebadores internos y la secuenciacion de los transcritos unidos se realizan de
acuerdo con la presente divulgacion. En determinados modos de realizacion, la suspension acuosa de células
comprende reactivos de retrotranscripcion. En determinados otros modos de realizacion, la suspensién acuosa de
células comprende al menos uno de los reactivos de reaccion en cadena de la polimerasa y los reactivos de
retrotranscripcion asociada a reaccién en cadena de la polimerasa.

En otro modo de realizacion, las gotitas de emulsion que contienen células individuales y reactivos de RT-PCR se
forman mediante inyecciéon en una fase oleosa en rapido movimiento. El termociclado se realiza a continuacion en
estas gotitas directamente. En determinados modos de realizacion se puede usar una retrotranscripcion asociada a
reaccion en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento para unir ADNc de multiples transcritos de
interés.

En otro modo de realizacién, los ADNc de interés de una Unica célula se unen por medio de RT-PCR a las
microesferas como se describe a continuacion, y los transcritos en las microesferas se secuencian directamente
usando secuenciacion de alto rendimiento. Una mezcla equitativa de tres especies de cebadores oligonucleotidicos
funcionalizados se puede conjugar con microesferas funcionalizadas. Uno de los oligonucleétidos puede ser poli(T)
para capturar la cola poli(A) de los ARNm. Los otros dos oligonucleétidos pueden ser cebadores especificos para
amplificar los transcritos de interés. Las microesferas preparadas de esta manera se mezclan con las células en una
solucién acuosa, y la suspension de células y microesferas se emulsiona de modo que cada célula esté en su propia
gotita junto con un exceso de microesferas. En determinados modos de realizacion, cada gotita puede contener un
promedio de 55 microesferas. Las células se lisan térmicamente, y los oligonucleétidos poli(T) de las microesferas
se unen a los ARNm. La emulsién se rompe y las microesferas se recogen, lavan y resuspenden en una solucion
con reactivos y cebadores para RT-PCR que dara como resultado la amplificacion de los transcritos de interés de tal
manera que los transcritos se unan a las microesferas. La suspension de microesferas se emulsiona y se realiza la
RT-PCR. Las microesferas se recogen y someten a secuenciacion de alto rendimiento, que secuencia directamente
los dos transcritos unidos a las microesferas iniciando lecturas de secuencias multiples usando al menos dos
cebadores diferentes, donde cada cebador de iniciacion es especifico para un transcrito de interés. Las dos
transcritos se emparejan mediante localizacion de las microesferas en la rejilla de secuenciacion de alto rendimiento,
revelando secuencias que se expresan juntas a partir de una Unica célula. La secuenciacion se puede realizar, por
ejemplo, en la plataforma SOLID de Applied Biosystem, el Proton Torrent de Life Technologies o la plataforma de
secuenciacion HiSeq de lllumina.

El disefio del cebador para RT-PCR OE determina qué transcritos de interés expresados por una célula dada se
unen entre si. Por ejemplo, en determinados modos de realizacion, los cebadores se pueden disefiar para que los
respectivos ADNc de los transcritos de la cadena VH y VL se unan covalentemente entre si. La secuenciacion de los
ADNCc unidos revela los pares de secuencias de VH y VL expresados por células individuales. En otros modos de
realizacion, los conjuntos de cebadores también se pueden disefiar de modo que se puedan determinar las
secuencias de pares de TCR expresados en células individuales o de modo que se pueda determinar si una
poblacién de células coexpresa cualquiera de los dos genes de interés.

El sesgo puede ser un problema importante en las reacciones de PCR que usan multiples cebadores de
amplificacion porque las pequenias diferencias en la eficacia del cebador generan grandes disparidades de producto
debido a la naturaleza exponencial de la PCR. Una manera de aliviar el sesgo del cebador es amplificando multiples
genes con el mismo cebador, lo que normalmente no es posible con un conjunto de mdltiples cebadores. Al incluir
una region de amplificacion comudn en el extremo 5' de multiples cebadores unicos de interés, la region de
amplificacién comun se afiade al extremo 5' de todos los productos de PCR durante el primer acontecimiento de
duplicacion. Después del acontecimiento de duplicacion inicial, la amplificacién se logra cebando solo en la region
comun para reducir el sesgo del cebador y permitir que la distribucion final del producto de PCR siga siendo
representativa de la distribuciéon de molde original.

Dicha region comun se puede explotar de diversas maneras. Una aplicacion clara es afiadir el cebador de
amplificacion comun a una concentracion mayor y los cebadores uUnicos (con una regidon comun 5') a una
concentracion baja, de modo que la mayoria de la amplificacion de acidos nucleicos se produzca por medio de la
secuencia comun para reducir el sesgo de amplificacion. Otra aplicacion es la captura en superficie de productos de
amplificacién, por ejemplo, para capturar el producto de PCR en una microesfera durante la PCR en emulsion. Si los
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oligonucledtidos d secuencia comun se inmovilizan sobre la superficie de una microesfera, los productos de PCR de
interés se uniran covalentemente a la microesfera durante la amplificacion. De esta manera, se puede capturar un
conjunto muy diverso de transcritos en una superficie usando una Unica secuencia de oligonucleétido inmovilizado.

Por ejemplo, dos regiones comunes diferentes se pueden inmovilizar sobre la superficie de una microesfera a igual
concentracion (por ejemplo, una secuencia comun para la cadena pesada y una secuencia comun diferente para la
cadena ligera). Después de la amplificacion por PCR, la microesfera se recubrira con aproximadamente un 50 % de
producto de amplificacion de cadena pesada y un 50 % de producto de amplificacion de cadena ligera. Este
equilibrio entre la representacion de la cadena pesada y ligera en la superficie de la microesfera ayuda a garantizar
una sefal suficiente de las cadenas pesada y ligera cuando la microesfera se somete a secuenciacion de alto
rendimiento.

En consecuencia, la presente divulgacion describe procedimientos que comprenden afiadir una secuencia comun a
la region 5' de dos o mas oligonucledtidos que son especificos para un conjunto de dianas génicas; y realizar la
amplificacion de acido nucleico del conjunto de dianas génicas cebando la secuencia comun. En determinados
ejemplos, la secuencia comun n se inmoviliza sobre una superficie. En otros ejemplos, la secuencia comun se puede
usar para capturar productos de amplificacion.

Los procedimientos de la presente divulgacién permiten obtener informacién con respecto a mudltiples transcritos
expresados a partir de una Unica célula. En determinados modos de realizacion se pueden usar andlisis
probabilisticos para identificar pares naturales con recuentos de lectura o frecuencias superiores a los recuentos de
lectura o frecuencias de pares no naturales. La informacion se puede usar, por ejemplo, para estudiar patrones de
coexpresion de genes en diferentes poblaciones de células cancerosas. En determinados modos de realizacion, los
tratamientos se pueden adaptar en base a la informacién de expresion obtenida usando los procedimientos de la
presente divulgacion. Otros modos de realizaciéon se pueden centrar en el descubrimiento de nuevos receptores de
linfocitos.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar modos de realizacion preferentes de la invencion. Los expertos
en la técnica deben apreciar que las técnicas divulgadas en los ejemplos que siguen representan técnicas
descubiertas por el autor de la invencién para funcionar bien en la practica de la invencion y, por tanto, se pueden
considerar modos preferentes para su practica.

Ejemplo 1 - Construccién de una placa de micropocillos de alta densidad

Una rejilla de micropilares (56 pm de diametro, 50 ym de altura) se modelan fotolitograficamente en una oblea de
silice usando un SU-8 fotorresistente (Fisher Scientific) y la oblea de silice se usa como molde para imprimir chips
de polidimetilsiloxano (PDMS) (Sylgard 184, Dow Corning) con las dimensiones de un portaobjetos de microscopio
estandar y que contiene aproximadamente 170.000 pocillos por chip. Las dimensiones del micropilar pueden variar
de aproximadamente 5 ym a aproximadamente 300 ym de ancho y de aproximadamente 5 ym a aproximadamente
300 ym de altura. Los chips de PDMS moldeados se silanizan en una camara de plasma de oxigeno durante 5
minutos para generar una superficie hidrofila. Los chips de PDMS se bloquean a continuacion en seroalbimina
bovina (BSA) al 1 % durante 30 minutos y se lavan con agua desionizada y solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) para preparar la siembra celular.

Ejemplo 2 - Procedimiento para unir dos transcritos de una tnica célula con alto rendimiento

El procedimiento para unir fisicamente dos o mas transcritos derivados de una Unica célula con alto rendimiento usa
el dispositivo de micropocillos de PDMS sellado del Ejemplo 1 para atrapar las células individuales en pocillos
separados. También se produce la lisis celular, y las microesferas magnéticas de tamafio en micrometros de poli(T)
para la captura de ARNm también se introducen en los micropocillos. Tras cargar las células y las microesferas, el
dispositivo se sella con una membrana de dialisis y se introduce una solucién de lisis. Posteriormente, las
microesferas se recuperan, resuspenden en solucidon con reactivos, cebadores y enzima polimerasa para RT-PCR
con extension de solapamiento (OE), y la solucién se emulsiona a continuacion de modo que cada microesfera se
encapsule dentro de una gotita de emulsion individual. La emulsién se somete a termociclado para unir fisicamente
los dos transcritos (por ejemplo, ADNc de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina), y los productos unidos se
recuperan de la emulsiéon después del ciclado. Se realiza una amplificacion por PCR con cebadores internos vy, a
continuacion, el ADN resultante se secuencia usando lllumina o cualquier otra tecnologia de secuenciacion NextGen
que pueda proporcionar lecturas de longitud apropiada para interpretar inequivocamente la informacion de
emparejamiento de los transcritos (FIG. 6).

El procedimiento explicado anteriormente se empled para unir la cadena pesada variable (VH) y la cadena ligera
variable (VL) de inmunoglobulina en mezclas que comprenden las lineas celulares de hibridoma de raton MOPC-21
y MOPC-315. Se conocen las secuencias de VH y VL expresadas por cada una de estas lineas celulares y, por tanto,
estos experimentos sirvieron para la validacion del procedimiento. Se retiraron por separado 5 ml de cada una de las
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células MOPC-21 y MOPC-315 del cultivo dos dias después del paso (las células se cultivaron en matraces de
cultivo T-25 ventilados Falcon de 10 ml de volumen en RPMI-1640, FBS al 10 %, P/S al 1 %) y se colocaron en
tubos de 15 ml. Se determiné la densidad celular de 150.000 células viables/ml con >98 % de viabilidad, medida con
un hemocitdmetro y exclusion con azul tripano. Se afiadié RNasa A a cada tubo a una concentracion de 30 ug/ml y
las células se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. A continuacion, las células se lavaron tres veces con medio de
cultivo completo y dos veces con PBS (pH 7,4). Los lavados se realizaron por centrifugacion a 250 x g a temperatura
ambiente durante 5 minutos, seguida de aspiracion y resuspension. Las concentraciones celulares se determinaron
nuevamente con un hemocitémetro, y las células MOPC-21 y MOPC-315 se mezclaron para formar una suspension
celular con una concentracion total de 35.000 células/ml en PBS, compuesta de 17.500 células MOPC-21/ml y
17.500 células MOPC-315/ml.

Se coloraron 500 pl de la mezcla de células MOPC-21 y MOPC-315 a un dispositivo de micropocillos de PDMS que
se habia incubado con BSA para bloquear la adsorciéon no especifica. Se afadieron 17.500 células totales a cada
chip. Se usaron cuatro chips en paralelo (70.000 células totales distribuidas en cuatro chips de PDMS), y se permitié
que las células se depositaran en los pocillos por gravedad durante 5 minutos con agitacion suave. Como cada chip
de PDMS contiene aproximadamente 120.000 pocillos y la carga de células se estima eficazmente en
aproximadamente un 70 %, aproximadamente 1 de cada 10 pocillos contiene células aisladas. La incidencia de dos
células por pocillo se puede estimar con exactitud con las estadisticas de Poisson y, en estas condiciones, >95 % de
los pocillos que contienen células contenian una Unica célula.

A continuacion, las superficies de los dispositivos de micropocillos se lavaron con PBS para eliminar las células no
adsorbidas de las superficies del chip, y se resuspendieron 25 pl de microesferas magnéticas de poli(T) (kit mRNA
Direct, 2,8 ym de diametro, Invitrogen Corp.) en 50 yl de PBS y se aplicaron a cada superficie del dispositivo de
micropocillos, para un promedio de 55 microesferas de poli(T) por pocillo. Después de permitir que las microesferas
magnéticas se depositaran en los pocillos por gravedad, sobre cada superficie de chip se colocé una membrana de
didlisis bloqueada con BSA (celulosa regenerada con un MWCO de 12.000-14.000, ancho plano de 25 mm, Fisher
Scientific) que se enjuagdé con PBS. Se elimind el PBS de las superficies del chip y de la membrana usando una
pipeta de 200 ul. A continuacion, se corté el extremo coénico de una punta de pipeta de 1000 pl para formar un
cilindro plano que se arrastrd a través de las membranas, presionando las membranas hacia los chips de PDMS y
eliminando el exceso de PBS entre los dispositivos de micropocillos de PDMS y la membrana de dialisis, sellando
asi los micropocillos y atrapando las células y las microesferas en su interior (FIG. 1).

La lisis celular y la union de ARNm a las microesferas magnéticas de poli(T) atrapadas dentro de los micropocillos se
realizaron mediante didlisis. Se aplicaron 500 pl de solucion de lisis celular (LiCI 500 mM en tampdn Tris 100 mM
(pH 7,5) con desoxicolato de sodio al 0,1 % y complejo de vanadil ribonucleésido 10 mM) a las membranas de
didlisis, y la lisis se produjo a temperatura ambiente mientras se dializaban los reactivos en los micropocillos. La lisis
celular se completé completamente en <5 minutos, como se determind por microscopia de lapso de tiempo (FIG. 2).

Los chips de micropocillos de PDMS se mantuvieron durante 20 minutos a temperatura ambiente dentro de una
placa de Petri y, a continuacion, se colocaron en una sala fria a 4 °C durante 10 minutos adicionales. Se colocé un
iman Dynal MPC-S debajo del dispositivo de micropocillos de PDMS para mantener las microesferas magnéticas
dentro de los micropocillos mientras se retiraba la membrana de didlisis con unas pinzas y se desechaba. El iman se
colocé a continuacion debajo de otra placa de Petri con 4 subdivisiones, una de las cuales contenia 2 ml de tampdn
de lisis/union frio del kit mRNA Direct (Tris 100 mM, pH 7,5, LiCl 500 mM, EDTA 10 mM, LiDS al 1 %, DTT 5 mM).
Los cuatro dispositivos de micropocillos de PDMS se invirtieron y resuspendieron secuencialmente en los 2 ml de
soluciéon para permitir que el iman arrastrara las microesferas fuera de los micropocillos y los introdujera en la
solucion tampdn de lisis/union del kit mMRNA Direct. Las microesferas magnéticas se resuspendieron en los 2 ml de
tampon de lisis/union del kit mRNA Direct y la solucion se dividié en dos tubos Eppendforf y se colocd en el
separador magnético Dynal MPC-S. Las microesferas se lavaron una vez sin resuspension usando 1 ml por tubo de
tampon de lavado 1 (Tris 100 mM, pH 7,5, LiCl 500 mM, EDTA 1 mM, 4 °C). A continuacion, las microesferas se
lavaron de inmediato nuevamente en el tampén de lavado 1 con resuspensién. A continuacioén, las microesferas se
resuspendieron de inmediato en el tampdn de lavado 2 (Tris 20 mM, pH 7,5, KCI 50 mM, MgCl 3 mM) y se volvieron
a colocar en el separador magnético. Finalmente, las microesferas se suspendieron en 2,85 ml de mezcla fria de
RT-PCR (Quanta OneStep Fast, VWR) que contenia BSA al 0,05 % en peso (Invitrogen Ultrapure BSA, 50 mg/ml) y
las concentraciones de cebador enumeradas en la Tabla 1. La amplificacion se realizé con dos cebadores comunes
(CHrev-AHX89 y CLrev-BRHO06) a alta concentracion que se hibridan al complemento reverso del extremo 5' de los
cebadores especificos CLrev y CHrev. Los cebadores de la regidon V también contienen secuencias conectoras en el
extremo 5' para efectuar el enlace VH-VL. Se reservaron previamente 25 ul de la mezcla fria de RT-PCR para ciclar
sin microesferas o emulsionar como control sin molde. La mezcla fria de RT-PCR que contenia las microesferas
magnéticas de poli(T) se afiadié gota a gota a un tubo de dispersion lka en agitacion (DT-20, VWR) que contenia
9 ml de fase oleosa enfriada (aceite mineral de calidad para biologia molecular con Span-80 al 4,5 %, Tween 80 al
0,4 %, Triton X-100 al 0,05 %, % en v/v, siendo los reactivos de la fase oleosa de Sigma Aldrich Corp.), y la mezcla
se agité durante 5 minutos a baja velocidad. La emulsion resultante se afiadié a placas de PCR de 96 pocillos, con
100 pl de emulsiéon por pocillo, y se colocaron en un termociclador. La etapa de RT se realizd en las siguientes
condiciones: 30 minutos a 55 °C, seguido de 2 min a 95 °C. La amplificacion por PCR se realiz6é a continuacion en
las siguientes condiciones: tres ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacion, 57 °C durante 1 min de
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hibridacion y 72 °C durante 3 min de extension; a continuacion veintisiete ciclos de 94 °C durante 30s de
desnaturalizacion, 59 °C durante 30 s de hibridacion y 72 °C durante 3 min de extensioén; a continuacion, una etapa
de extension final durante 7 min a 72 °C. La FIG. 3 muestra un diagrama de los productos unidos finales.

Tabla 1: Cebadores para RT-PCR de unién en emulsién de MOPC-21/MOPC-315

Conc. ID del cebador

400 CLrev-BRH06

400 CHrev-AHX89

40 MOPC21-CHrev-AHX89
40 MOPC21-CLrev-BRHO06
40 MOPC315-CLrev-BRH06
40 MOPC315-CHrev-AHX89
40 MOPC21-VH-OE2

40 MOPC21-VL-OE2

40 MOPC315-VH-OE

40 MOPC315-VL-OE

Después del termociclado, la emulsion se recogio y se dividio en tres tubos Eppendorf y se centrifugd a temperatura
ambiente durante 10 minutos a 16.000 x g. La fase superior del aceite mineral se desech6 y se afiadieron 1,5 ml de
éter dietilico para extraer la fase oleosa restante y romper la emulsion. Se retir6 la fase superior de éter y se
realizaron dos extracciones adicionales con éter. A continuacion, se desechd la fase de éter y se elimind el
disolvente de éter residual en un SpeedVac durante 25 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa restante se
diluyé 5:1 en tampdn de uniéon a ADN; a continuacion, se dividié en tres partes y se paso a través de tres columnas
de centrifugacion de silice (DNA Clean & Concentrator, Zymo Research Corp.) para capturar el producto de ADNc
de RT-PCR. Después de lavar cada columna con 300 pl de tampdn de lavado (Zymo Research Corp), el ADNc se
eluy6é con 20 yl en cada columna, y se realizd una reaccién de PCR con cebadores internos (tampén de PCR
ThermoPol con polimerasa Taq, New England Biosciences) en un volumen total de 200 pl usando 4 pyl de ADNc
eluido como molde. Después de una etapa de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C, el ciclado se realizé a 94 °C
durante 30 s de desnaturalizacion, 62 °C durante 30 s de hibridacion, 72 °C durante 20 s de extensiéon, durante
30 ciclos. Se usaron 400 nM de cada cebador interno (Tabla 2) para amplificar las cadenas pesada y ligera unidas,
lo que generd un producto unido de aproximadamente 800 pb.

Tabla 2: Cebadores para PCR con cebadores internos de MOPC-21/MOPC-315

Conc. ID del cebador

400 MOPC21-CHrev-seq
400 MOPC21-CLrev-seq
400 MOPC315-CHrev-seq
400 MOPC315-CLrev-seq

El producto de PCR con cebadores internos se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, y la banda de
800 pb se cortd y se disolvid en tampoén de disolucion de agarosa durante 10 minutos a 50 °C; a continuacion, se
capturo en y se eluyd de una columna de centrifugacion de silice de acuerdo con los protocolos del fabricante (Zymo
Research Corp.) para obtener un producto de PCR con cebadores internos purificado. EI ADNc purificado se
sometié a lecturas de pares de bases de ambos extremos con la plataforma de secuenciacién lllumina HiSeq.
También se puede usar para este propdsito otra tecnologia de secuenciacion NextGen (por ejemplo, Roched 454,
Pacific Biosciences, etc.) que pueda proporcionar lecturas adecuadas para identificar el transcrito unido. (FIG. 3).
Los datos de HiSeq obtenidos se asignaron a secuencias MOPC-21 y MOPC-315 conocidas usando el programa
informatico SHort Read Mapping Package (SHRiIMP) y se filtraron para lecturas de alta calidad con >90 % de
identidad con secuencias de transcritos conocidas. De esta manera, se obtuvieron aproximadamente
18.000 secuencias de cadena pesada y ligera unidas (Tabla 3).

Tabla 3: Recuentos de lectura sin procesar para pares VH-VL secuenciados

Ligera
MOPC-21 MOPC-315
Pesada MOPC-21 9.689 426
MOPC-315 1.042 6.591
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Los emparejamientos de transcritos correctos se determinaron adicionalmente a partir del grado de asimetria de
emparejamiento de los datos de secuenciacion de ADN sin procesar. Para dos transcritos cualesquiera dados, por
ejemplo, la cadena pesada H; y la cadena ligera Lj de inmunoglobulina, con frecuencias globales asignadas de
cadena pesada o ligera fxi y fij, se calcula una medida de la asimetria de emparejamiento, s:

_ _ [(n.e de pares Hi]Lj
$ = Lecturas esperadas (emparejamiento aleatorio) ~ fHix fLj x (n.2 total de pares)

Lecturas observadas

El valor de s calculado compara la frecuencia con la que VL se empareja con una VH particular con la frecuencia de
VL en todo el conjunto de secuencias. Un valor de s >1 indica que se observa un emparejamiento cadena pesada-
cadena ligera a una frecuencia superior a la correspondiente al emparejamiento aleatorio. Los emparejamientos
naturales se restan de las entradas con un valor maximo de s (Tabla 4). La asimetria de emparejamiento, s, para
pares de cadena pesada y ligera secuenciados, calculada a partir de aproximadamente 18.000 pares VH-VL
secuenciados se muestra en la Tabla 4. Los emparejamientos naturales de cadena pesada y ligera se predicen por
el valor maximo de s para cada cadena pesada y se resaltan en verde. Esta tabla demuestra la capacidad de
nuestro procedimiento para resolver emparejamientos naturales de cadena pesada y ligera en una mezcla
heterogénea de células.

Tabla 4: Asimetria de emparejamiento calculada

Ligera
MOPC-21 MOPC-315
Pesada MOPC-21 1,58 0,11
MOPC-315 0,23 2,18

Ejemplo 3 - Analisis de emparejamiento de transcritos de alto rendimiento usando mezclas definidas de 5
lineas celulares

Se mezclaron cinco lineas de linfocitos B inmortalizadas en diferentes proporciones y se usaron para examinar la
eficacia del emparejamiento de los productos unidos generados por PCR OE. Las cinco lineas de linfocitos B usadas
en este experimento fueron: MOPC-21, MOPC-315, IM-9, ARH-77 y DB (véase la Tabla 5). DB expresa niveles
extremadamente bajos de transcritos de VH y VL y se usé como control negativo.

Todas las lineas celulares se obtuvieron de ATCC y se cultivaron en RPMI-1640 complementado con FBS al 10 % y
penicilina/estreptomicina al 1 % (véase el Ejemplo 2). Después de un tratamiento con RNasa durante 30 minutos y
posterior lavado, las células se sembraron en micropocillos a una densidad de 17.500 células totales por chip junto
con microesferas magnéticas de poli(T) de acuerdo con el Ejemplo 2. Los pocillos se sellaron con una membrana de
didlisis, se lisaron las células y se permiti6 que el ARNm se hibridara con las microesferas (Ejemplo 2). A
continuacion, se recuperaron las microesferas, se resuspendieron en una mezcla de RT-PCR OE y se colocaron en
una emulsion (Ejemplo 2). Las concentraciones de cebador de RT-PCR OE usadas se dan en la Tabla 6, y las
condiciones de termociclado se presentan en la Tabla 7.

Tabla 5: Una vision general de las 5 lineas celulares

% en mezcla|Linea celular |ID de ATCC| Organismo Clase Ilg | Expresion relativa de Ig
65 IM-9 CCL-159 | Homo sapiens | 1gG/IgK Baja
35 MOPC-21 63035 Mus musculus | 1gG/IgK Media
6 ARH-77 CRL-1621 | Homo sapiens | 1gG/IgK Alta
3 MOPC-315 TIB-23 Mus musculus | IgA/IgL Media
1 DB CRL-2289 | Homo sapiens | 1gG /IgL Muy baja

Tabla 6: Cebadores de RT-PCR OE para la mezcla de lineas celulares

Conc. ID del cebador

400 CLrev-BRH06

400 CHrev-AHX89

40 MOPC21-CHrev-AHX89
40 MOPC21-CLrev-BRHO06
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40 MOPC315-CLrev-BRH06
40 MOPC315-CHrev-AHX89
40 MOPC21-VH-OE2

40 MOPC21-VL-OE2

40 MOPC315-VH-OE

40 MOPC315-VL-OE

40 hlgG-rev-OE-AHX89
40 higKC-rev-OE-BRHO06
40 higLC-rev-OE-BRHO06
40 hVH1-fwd-OE

40 hVH157-fwd-OE

40 hVH2-fwd-OE

40 hVH3-fwd-OE

40 hVH4-fwd-OE

40 hVH4-DP63-fwd-OE
40 hVH6-fwd-OE

40 hVH3N-fwd-OE

40 hVKI-fwd-OE

40 hVK2-fwd-OE

40 hVK3-fwd-OE

40 hVK5-fwd-OE

40 hVLI-fwd-OE

40 hVL1459-fwd-OE

40 hVL15910-fwd-OE

40 hVL2-fwd-OE

40 hVL3-fwd-OE

40 hVL-DPL16-fwd-OE
40 hVL3-38-fwd-OE

40 hVL6-fwd-OE

40 hVL78-fwd-OE

Tabla 7: Condiciones de termociclado de RT-PCR OE

N° de ciclos Temp. (°C) Tiempo (min)
1 55 30
94 2
4 94 0,5
50 0,5
72 3
4 94 0,5
55 0,5
72 3
22 94 0,5
60 0,5
72 3
1 72 7

5 El producto de RT-PCR OE en emulsidon se recuperd por extraccion con éter dietilico, seguido de captura en y
elucién de una columna de centrifugacion de silice (Ejemplo 2) para su uso como molde en una PCR con cebadores
internos en las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 min de desnaturalizacion inicial, 94 °C durante 30 s de
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desnaturalizacion, 62 °C durante 30 s de hibridacion, 72 °C durante 20 s de extension, 40 ciclos en total. Las
secuencias y concentraciones de cebadores internos se informan en las Tablas 2 y 8.

Tabla 8: Cebadores de PCR con cebadores internos para generar productos unidos de aproximadamente 800 pb

Conc. (nM) ID del cebador

400 hlgG-all-rev-OEnested
400 hlgKC-rev-OEnested
400 hlgLC-rev-OEnested

El producto de PCR con cebadores internos se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, se cortd una
region de 650 a 1000 pb y se purificd con una columna de centrifugacion de silice (Ejemplo 2). EI ADNc recuperado
se sometié a secuenciacion de ambos extremos de 100 pb lllumina HiSeq. Los datos de HiSeq se asignaron a un
archivo de referencia que contenia secuencias de cadena pesada y ligera para los cinco clones, y los datos se
filtraron para obtener lecturas de ambos extremos con >90 % de coincidencia con las secuencias de referencia,
como en el Ejemplo 2. Los emparejamientos naturales se identificaron consultando los datos de asimetria de
emparejamiento. Para cualquier cadena pesada H; y la cadena ligera L; de inmunoglobulina, con frecuencias
globales asignadas de cadena pesada o ligera fxi y fij, se calculé una medida de la asimetria de emparejamiento, s:

_ Lecturas observadas _ [(n.e de pares Hi]Lj
$ = Lecturas esperadas (emparejamiento aleatorio) ~ fHix fLj x (n.2 total de pares)

El valor de s calculado compara la frecuencia con la que VL se empareja con una VH particular con la frecuencia de
VL en todo el conjunto de secuencias. Un valor de s >1 indica que se observa un emparejamiento cadena pesada-
cadena ligera a una frecuencia superior a la correspondiente al emparejamiento aleatorio. Los emparejamientos
naturales se restan de las entradas con un valor maximo de s para cada cadena pesada. La Tabla 9 muestra los
emparejamientos naturales identificados y la asimetria de emparejamiento, s, para pares de cadena pesada y ligera
secuenciados, calculada a partir de aproximadamente 66.000 pares VH-VL secuenciados. Los emparejamientos
naturales de cadena pesada y ligera se predijeron por el valor maximo de s para cada cadena pesada y se resaltan
en verde. La Tabla 9 demuestra la capacidad de nuestro procedimiento para resolver emparejamientos naturales de
cadena pesada y ligera en una mezcla heterogénea de células con alto rendimiento.

Tabla 9: Resolucion de pares naturales de cadena pesada y ligera

Ligera
IM-9 MOPC-21 ARH-77 MOPC-315
Pesada IM-9 9,11 0,29 0,48 0,00
MOPC-21 0,87 1,48 0,38 0,93
ARH-77 0,86 0,08 2,25 0,21
MOPC-315 1,91 0,17 1,89 23,84

Ejemplo 4 - Procedimiento para unir dos transcritos de linfocitos B individuales atrapados dentro de placas
de micropocillos de alta densidad

Se deja que una poblacion de linfocitos B se depositen por gravedad en placas de micropocillos de PDMS,
construidas como se describe en el Ejemplo 1. En este ejemplo, cada portaobjetos de PDMS contiene
1,7 x 10° pocillos, de modo que cuatro portaobjetos procesados simultaneamente admiten 68.000 linfocitos en una
ocupacion =1:10 célula/pocillo, lo que da al menos un 95 % de probabilidad de que haya solo una célula por pocillo
en base a estadisticas de Poisson. Las microesferas magnéticas de poli(dT) con un diametro de 2,8 um se depositan
en los micropocillos a un promedio de 55 microesferas/pocillo y los portaobjetos se cubren con una membrana de
didlisis. Posteriormente, los portaobjetos cubiertos con membrana se incuban con una solucidon de lisis celular
optimizada que contiene dodecilsulfato de litio al 1 % que da como resultado una lisis celular completa en <1 min. El
ARNmM se hibrida a las microesferas magnéticas de poli(dT) que se recogen, lavan y resuspenden en solucién con
reactivos, cebadores, enzima retrotranscriptasa y enzima polimerasa para RT-PCR con extension de solapamiento
(OE). De esta manera, las microesferas se aislan dentro de las gotitas que comprenden la emulsion de agua en
aceite. La emulsién se somete a termociclado para unir fisicamente los dos transcritos (por ejemplo, ADNc de
cadena pesada y ligera de inmunoglobulina), y los productos unidos se recuperan de la emulsion después del
ciclado. Se realiza una amplificacion por PCR con cebadores internos y, a continuacion, el ADN resultante se
secuencia usando lllumina o cualquier otra tecnologia de secuenciacion NextGen que pueda proporcionar lecturas
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de longitud apropiada para interpretar inequivocamente la informacion de emparejamiento de los transcritos. Una
vision general del procedimiento se presenta en la FIG. 6.

El procedimiento explicado anteriormente se empled para unir la cadena pesada variable (VH) y la cadena ligera
variable (VL) de inmunoglobulina en mezclas de células primarias humanas.

Se vacuno a un varén sano de 30 afios de edad con la vacuna antigripal trivalente FluVirin de 2010-2011 (Novartis) y
se extrajo sangre el dia 14 después de la vacunacion después de obtener el consentimiento informado. Las PBMC
se aislaron y se resuspendieron en DMSO/FCS al 10 % para su crioconservacion. Las PBMC congeladas se
descongelaron y las suspensiones celulares se tifieron en PBS/BSA al 0,2 % con anti-CD19 humano (HIB19,
BioLegend, San Diego, CA), anti-CD27 humano (0323, BioLegend), anti-CD38 humano (HIT2, BioLegend) y anti-
CD3 humano (7D6, Invitrogen, Grand Island, NY). Los linfocitos B de memoria CD19*CD3-CD27*CD38™ se
separaron usando un sistema separador FACSAria Il (BD Biosciences, San Diego, CA). Las células se
crioconservaron en DMSO/FCS al 10 % para el posterior emparejamiento VH:VL de alto rendimiento o se separaron
como células individuales en placas de 96 pocillos que contenian un coctel de inhibidores de RNasa (Promega,
Madison, WI) y Tris-HCI 10 mM a pH 8,0 para el analisis por RT-PCR de células individuales. El ADNc se sintetiz6 a
partir de células separadas como células individuales usando el kit de sintesis de ADNc Maxima First Strand
(Fermentas, Waltham, MA), seguido de la amplificacion de los genes variables de inmunoglobulina usando conjuntos
de cebadores y condiciones de PCR descritas previamente (Smith et al., 2009). Los genes variables se determinaron
con un programa informatico de analisis interno usando el motor de busqueda IMGT (Brochet et al., 2008).

Los linfocitos B de memoria congelados para emparejamiento VH:VL de alto rendimiento se descongelaron y
recuperaron por centrifugacion a 250 x g durante 10 min. Las células se resuspendieron en 200 ul de RPMI-1640
complementado con 1 x GlutaMAX, 1 x aminoacidos no  esenciales, 1 xpiruvato de sodio vy
1 x penicilina/estreptomicina (Life Technologies) y se incubaron a 37 °C durante 13 h en una placa de 96 pocillos.
Las células recuperadas se centrifugaron nuevamente a 250 x g durante 10 min y se resuspendieron en 400 yl de
PBS, y se extrajeron 6 pl para el recuento celular con un hemocitémetro. Se recuperaron aproximadamente
8.800 células de las reservas congeladas. Los linfocitos B de memoria se enriquecieron a continuacion con ~880
células IM-9 (numero ATCC: CCL-159) como control interno. Las células se resuspendieron sobre dos portaobjetos
de micropocillos de PDMS (340.000 pocillos) y se permitié que se depositaran por gravedad en los pocillos durante
5 min con agitacién suave. Se ha calculado que el procedimiento de siembra celular tiene una eficacia de un 90 %
midiendo la concentracion celular en los tampones de siembra, tanto antes como después de la siembra; por tanto,
en este experimento se analizaron 8.000 células primarias. La fraccion de células aisladas en los estados de célula
Unica y de multiples células por pocillo se calculé usando estadisticas de Poisson:

uke#
k!

P(k,p) =

donde k es igual al nimero de células en un unico micropocillo y p es el nimero promedio de células por pocillo, de
modo que la proporcion de 1:39 célula:pocillo usada en este experimento corresponde a que un 98,7 % de las
células se depositaron a una ocupacion de una célula/pocillo. Se resuspendieron 25 ul de microesferas magnéticas
de poli(dT) (kit mRNA Direct de Invitrogen) en 50 ul de PBS y se distribuyeron sobre cada superficie de portaobjetos
de PDMS (media de 55 microesferas de poli(dT) por pocillo). Se permitid6 que las microesferas magnéticas se
depositaran en los pocillos por gravedad durante ~5 min; a continuacién, sobre cada superficie de portaobjetos se
colocé una membrana de dialisis bloqueada con BSA (celulosa regenerada con un MWCO de 12.000-14.000, ancho
plano de 25 mm, Fisher Scientific) que se enjuagé con PBS, sellando los micropocillos y atrapando las células y las
microesferas en su interior (FIG. 1). Se elimind el exceso de PBS de las superficies del portaobjetos y de la
membrana usando una pipeta de 200 ul. Se aplicaron 500 pl de solucion de lisis celular (LiCI 500 mM en tampdn
TRIS 100 mM (pH 7,5) con dodecilsulfato de litio al 1 %, EDTA 10 mM y DTT 5 mM) a las membranas de dialisis
durante 20 min a temperatura ambiente. La microscopia de lapso de tiempo reveld que todas las células se lisaron
completamente en un periodo de 1 min (FIG. 2). Posteriormente, los portaobjetos se incubaron a 4 °C durante
10 min, momento en el cual se colocd un iman Dynal MPC-S debajo del dispositivo de micropocillos de PDMS para
mantener las microesferas magnéticas dentro de los micropocillos mientras se retiraba la membrana de dialisis con
unas pinzas y se desechaba. Los portaobjetos de PDMS se invirtieron rapidamente en una placa de Petri que
contenia 2 ml de solucion de lisis fria y se colocd el iman debajo de la placa de Petri para sacar las microesferas de
los micropocillos. Posteriormente, partes alicuotas de 1 ml de la soluciéon de lisis que contenia microesferas
resuspendidas se colocaron en tubos Eppendorf y las microesferas se dejaron sedimentar en un separador
magnético Dynal MPC-S y se lavaron una vez sin resuspension usando 1 ml por tubo de tampdn de lavado 1 (Tris
100 mM, pH 7,5, LiClI 500 mM, EDTA 1 mM, 4 °C). Las microesferas se resuspendieron en el tampén de lavado 1, se
dejaron sedimentar y se resuspendieron en tampoén de lavado 2 (Tris 20 mM, pH 7,5, KCI 50 mM, MgCIl 3 mM) y se
dejaron sedimentar nuevamente. Finalmente, las microesferas se suspendieron en 2,85 ml de mezcla fria de RT-
PCR (Quanta OneStep Fast, VWR) que contenia BSA al 0,05 % en peso (Invitrogen Ultrapure BSA, 50 mg/ml) y
conjuntos de cebadores para la amplificacion de la uniéon de VH y VL (FIG. 4 y Tablas 6 y 10). La suspension que
contenia las microesferas magnéticas de poli(dT) se afiadié gota a gota a un tubo de dispersion IKA en agitacion
(DT-20, VWR) que contenia 9 ml de fase oleosa enfriada (aceite mineral de calidad para biologia molecular con
Span-80 al 4,5 %, Tween 80 al 0,4 %, Triton X-100 al 0,05 %, en % v/v, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), y la mezcla
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se agité durante 5 min a baja velocidad. La emulsion resultante se afadié a placas de PCR de 96 pocillos, con
100 pl de emulsiéon por pocillo, y se colocaron en un termociclador. La etapa de RT se realizd en las siguientes
condiciones: 30 min a 55 °C, seguido de 2 min a 94 °C. La amplificacion por PCR se realizd en las siguientes
condiciones: cuatro ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizaciéon, 50 °C durante 30 s de hibridacion, 72 °C
durante 2 min de extension; cuatro ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacion, 55 °C durante 30s de
hibridacioén, 72 °C durante 2 min de extension; 22 ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacion, 60 °C durante
30 s de hibridacién, 72 °C durante 2 min de extension; a continuacién, una etapa de extension final durante 7 min a
72 °C. Después del termociclado, la emulsidon se inspeccion6é visualmente para garantizar la ausencia de una fase
acuosa voluminosa, que es un indicador clave de la estabilidad de la emulsion. Después de la verificacién visual, la
emulsion se recogié y se centrifugd a temperatura ambiente durante 10 min a 16.000 x g, se descarté la fase
superior del aceite mineral y se afiadieron 1,5 ml de éter dietilico para extraer la fase oleosa restante y romper la
emulsion. Se desechd la fase superior de éter, se realizaron dos extracciones adicionales con éter y se elimind el
éter residual en un SpeedVac durante 25 min a temperatura ambiente. La fase acuosa se diluyé 5:1 en tampodn de
union a ADN y se paso6 a través de una columna de centrifugacion de silice (DNA Clean & Concentrator, Zymo
Research, Irvine, CA) para capturar el producto de ADNc. La columna se lavé dos veces con 300 pl de tampon de
lavado (Zymo Research Corp) y el ADNc se eluyd en 40 yl de agua sin nucleasas. Finalmente, se realizd una
amplificacion por PCR con cebadores internos (tampén de PCR ThermoPol con polimerasa Taq, New England
Biosciences, Ipswich, MA) en un volumen total de 200 yl usando 4 pl de ADNc eluido como molde con cebadores
400 nM (Tablas 8 y 11) en las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 min,
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s durante 39 ciclos, hibridacion a 62 °C durante 30 s y extensiéon a 72 °C
durante 20 s, extension final a 72 °C durante 7 min. El producto unido de aproximadamente 850 pb (FIG. 3) se
extrajo mediante electroforesis en gel de agarosa y se secuencié usando la plataforma MiSeq NextGen de
secuenciacion de ambos extremos 2x250 (lllumina, San Diego, CA).

Tabla 10: Conjuntos de cebadores para amplificacion por RT-PCR de la unién de VH y VL humanas

Conc. (nM) ID del cebador
40 higA-rev-OE-AHX89
40 higM-rev-OE-AHX89

Tabla 11: Conjuntos de cebadores para amplificacion por PCR con cebadores internos de VH y VL humanas

Conc. (nM) ID del cebador
400 hlgA-all-rev-OEnested
400 higM-rev-OEnested

Para el analisis bioinformatico, se filtraron datos sin procesar de MiSeq 2x250 para obtener una puntuacién minima
de calidad de Phred de 20 sobre el 50 % de los nucledétidos para garantizar una alta calidad de lectura en la region
que contiene CDR3 (aproximadamente nt 65-115 de HC o nt 55-100 de LC). Los datos de secuenciacion se
sometieron al Sistema Internacional de Informacion ImMunoGeneTics (IMGT) para mapear los genes de la estirpe
germinal V(D)J (Brochet et al., 2008). Los datos de secuenciacion se filtraron para los puntos de uniéon V(D)J sin
cambio de pauta de lectura, y las secuencias VH y VK, A productivas se emparejaron con el ID de lectura de lllumina.
Las secuencias de nuclettidos de CDR-H3 se extrajeron y agruparon a una identidad de nucleétidos del 96 % con
omisiones terminales ignoradas, para generar una lista de CDR-H3 uUnicas en el conjunto de datos. Se descubrié que
el punto de corte de identidad de nucledtidos del 96 % era el punto de corte éptimo para agrupar los errores de
secuenciacion en clones de control enriquecidos; el nimero de secuencias Unicas de CDR-H3 y, por tanto, el
numero de genes V unicos informados se refieren al niumero de grupos recuperados de la muestra (Tabla 12). El
recuento de lectura superior de CDR-L3 para cada grupo de CDR-H3 se asigné como un par afin y se generdé una
lista de pares VH:VL recuperados. La proporcion de exactitud observada de 942:1 demostré la conservacion de los
emparejamientos correctos de cadena pesada y ligera en la linea celular de control enriquecida IM-9 (Tabla 12).

Tabla 12: Estadisticas experimentales clave para el Ejemplo 4

Inmunizacion Gripe (Fluvirin 2010-11)

Tipo de célula Dia 14, linfocitos B de memoria
Células frescas vs. Congelacion/descongelacion Congelacién/descongelacion
Proporcién célula:pocillo 1:39

% de células como células individuales 98,7 %

CDR-H3 individuales recuperadas 240

Enriquecimiento con células de control IM-9

Proporcion de exactitud’ 942:1
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' Para células enriquecidas conocidas (lecturas VL correctas):(lecturas VL incorrectas superiores) |

Los emparejamientos VH:VL identificados usando este enfoque de alto rendimiento se compararon con los
identificados usando el procedimiento de separacion de células individuales establecido (Smith et al., 2009;
Wrammert et al., 2008); este analisis se realizd con enmascaramiento doble. Los linfocitos B de memoria
CD19*CD3-CD27+*CD38" se aislaron de un voluntario sano 14 dias después de la vacunacion con la vacuna
antigripal Fluvirin trivalente de 2010-2011 (Smith et al, 2009). Para el analisis scRT-PCR, 168 linfocitos B
individuales se distribuyeron en cuatro placas de 96 pocillos y se llevaron a cabo 168 reacciones de RT-PCR y 504
reacciones de PCR con cebadores internos individualmente para amplificar por separado los genes de VHy VL (ky
A). Los productos de ADN se resolvieron mediante electroforesis en gel y se secuenciaron para proporcionar un total
de 51 pares VH:VL, de los cuales 50 eran Unicos. Se recuperaron un total de 240 pares CDR-H3:CDR-L3 unicos. En
el andlisis de RT-PCR de células individuales también se observaron cuatro secuencias de CDR-H3 detectadas en
el conjunto de emparejamiento de alto rendimiento. Un analisis con enmascaramiento revelé que los pares CDR-
H3:CDR-L3 aislados por los dos enfoques estaban en total concordancia (DeKosky et al., 2013). La concordancia
entre los procedimientos de secuenciacion por RT-PCR de células individuales establecidos y los procedimientos de
secuenciacion de alto rendimiento demostré una alta exactitud en las secuencias VH:VL recuperadas de acuerdo
con los procedimientos descritos en la presente divulgacion.

Ejemplo 5 - Aislamiento de anticuerpos de alta afinidad después del emparejamiento VH:VL de alto
rendimiento

Este ejemplo describe el aislamiento de anticuerpos antitetanicos de alta afinidad a partir de linfocitos B periféricos
humanos después de la inmunizacién de refuerzo. Una donante femenina se sometié a inmunizaciéon de refuerzo
contra TT/toxoide diftérico (TD, 20 I.LE. TT y 2 |.E. toxoide diftérico, Sanofi Pasteur Merck Sharpe & Dohme GmbH,
Leimen, Alemania) después de obtener el consentimiento informado de la Charité Universitatsmedizin Berlin (las
muestras se codificaron anénimamente y el estudio se aprobd por la junta de aprobacion ética del hospital, nimero
EA1/178/11, y la Junta de Revision Institucional de la Universidad de Texas en Austin, IRB n.° 2011-11-0095). Siete
dias después de la inmunizacién contra toxoide tetanico (TT), se extrajo sangre EDTA y se aislaron PBMC mediante
separacion por gradiente de densidad como se describe (Mei et al., 2009). Las PBMC se tifieron en PBS/BSA a 4 °C
durante 15 min con anti-CD3/CD14-PacB humano (clones UCHT1 y M5E2, respectivamente, Becton Dickinson, BD),
anti-CD19-PECy7 humano (clon SJ25CI, BD), anti-CD27-Cy5 humano (clon 2E4, amable obsequio de René van Lier,
Academic Medical Center, Universidad de Amsterdam, Paises Bajos, etiquetado en Deutsches
Rheumaforschungszentrum (DRFZ), Berlin), anti-CD20-PacO humano (clon HI47, Invitrogen), anti-lgD-PerCpCy5.5
humano (clon L27, BD), anti-CD38-PE humano (clon HIT2, BD) y anti-TT-digoxigenina humana (marcada en DRFZ)
durante 15 min a 4 °C. Las células se lavaron y se realizé6 una segunda tinciéon con anti-digoxigenina-FITC (Roche,
marcada en DRFZ) y se afadi®6 DAPI antes de la separacion. Los plasmoblastos CD19*CD3CD14"
CD38**CD27**CD20°TT* se separaron usando un sistema separador FACSAria Il (BD Biosciences). Una porcion de
las células separadas se lavaron y se crioconservaron en DMSO/FCS al 10 % para un emparejamiento VH:VL de
alto rendimiento.

Un vial que contenia aproximadamente 2.000 plasmoblastos TT* congelados se descongel6 y se recuperaron por
centrifugacion a 250 x g durante 10 min; se anticipa que aproximadamente un 20-30 % de las células son viables
(Kyu et al, 2009). Las células se resuspendieron en 300 yl de RPMI-1640 complementado con FBS al 10 %,
1 x GlutaMAX, 1 x aminoacidos no esenciales, 1 x piruvato de sodio y 1 x penicilina/estreptomicina (todo de Life
Technologies) y se incubaron a 37 °C durante 13 h en una placa de 96 pocillos. Las células recuperadas se
centrifugaron nuevamente a 250 x g durante 10 min y se resuspendieron en 400 pl de PBS, y se extrajeron 6 ul para
el recuento celular con un hemocitémetro. Las células se enriquecieron con aproximadamente 30 células ARH-77
como control interno (numero ATCC CRL-1621) y los transcritos VH:VL se unieron como se describe en el Ejemplo 4,
omitiendo los cebadores IgM y usando una PCR con cebadores internos de 38 ciclos; el producto resultante se
sometié a secuenciacion MiSeq 2x250. Las cadenas VH y VL también se amplificaron individualmente para obtener
secuencias de VH y VL completas para la expresion de anticuerpos. El producto de PCR con cebadores internos se
diluyé 1:9 y se usaron 0,5yl como molde en una reaccién de PCR con las siguientes condiciones: cebadores
400 nM (Tablas 8, 11 y 13), desnaturalizacion inicial durante 2 min a 94 °C, desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s
durante 12 ciclos, hibridacion a 62 °C durante 30 s y extension a 72 °C durante 15 s, extension final a 72 °C durante
7 min. Los productos resultantes de VH de 450 pb o VL de ~400 pb se purificaron por electroforesis en gel de
agarosa y se sometieron a secuenciacion MiSeq 2x250. Los datos de secuenciacidon se procesaron como se
describe anteriormente; adicionalmente, se seleccionaron diez pares de VH y VL de los emparejamientos de
plasmoblastos TT* para someterlos a expresion de anticuerpos y someterlos a prueba. Para la secuenciacion de
anticuerpos completos de estos diez genes, las lecturas de 2 x 250 pb que contenian el gen V 5' FR1-CDR2 y 3'
CDR2-FR4 se emparejaron por ID de lectura en lllumina y se construyeron secuencias consenso a partir de lecturas
que contenian el CDR3 exacto de interés. Los genes de anticuerpos se clonaron a continuacion en los vectores de
expresion de IgG humana pMAZ-VH y pMAZ-VL, respectivamente (Mazor et al., 2007). Se cotransfectaron 40 ug de
cada producto de conexion circularizado en células HEK293F (Invitrogen, NY, EE. UU.). El medio se recogi6é 6 d
después de la transfeccion por centrifugacion y la IgG se purific6 mediante una columna de cromatografia de
agarosa con proteina A (Pierce, IL, EE. UU.).
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Tabla 13: Conectores para cebadores de amplificacion separados de VH y VL

Conc. (nM) ID del cebador
400 Conector-VHfwd
400 Conector-VLfwd

Las afinidades antigénicas se determinaron mediante ELISA competitivo (Friguet et al., 1985) usando diferentes
concentraciones de IgG en una dilucién en serie del antigeno, que varia de 100 nM a 0,05 nM en presencia de leche
al 1 % en PBS. Las placas se recubrieron durante la noche a 4 °C con 10 yg/ml de TT en tampdn carbonato 50 mM,
pH 9,6, se lavaron tres veces en PBST (PBS con Tween 20 al 0,1 %) y se bloquearon con leche al 2 % en PBS
durante 2 h a temperatura ambiente. Se afadieron muestras preequilibradas de IgG con antigeno TT a la placa de
ELISA bloqueada, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente, y las placas se lavaron 3 veces con PBST y se
incubaron con 50 yl de anticuerpo secundario anti-cadena ligera kappa humano conjugado con HRP (1:5.000, leche
al 2% en PBS) durante ~2 min a 25 °C. Las placas se lavaron 3 veces con PBST; a continuacion, se afiadieron
50 ul de sustrato Ultra TMB (Thermo Scientific, Rockford, IL) a cada pocillo y se incubaron a 25 °C durante 5 min.
Las reacciones se detuvieron usando un volumen igual de H.SO4 1 M y se leyd la absorbancia a 450 nm (BioTek,
Winooski, VT). Cada réplica de ELISA competitiva se ajustdé usando una ecuacion logistica de cuatro parametros
(4PL), con el error representado como la D.E. de 2-3 réplicas para cada IgG analizada. Los diez anticuerpos
mostraron especificidad para TT y TT unido con alta afinidad (0,1 nM < KD < 18 nM; Tabla 14) (DeKosky et al., 2013).
La alta afinidad de los anticuerpos anti-TT recuperados demuestra la aplicacion de los procedimientos de
secuenciacion de VH:VL de alto rendimiento en la presente divulgacion para el descubrimiento de anticuerpos de
donantes de células humanas.

Tabla 14: Afinidades de unidn a toxoide tetanico (TT) de IgG aisladas por secuenciacion de alto rendimiento de
pares VH:VL. Las afinidades se calcularon a partir de curvas de dilucién de ELISA competitiva.

ID de anticuerpo Asignacién a familia génica’ Afinidad (Kb)
TT1 HV3-HD1-HJ6: KV3-KJ5 1,6 £0,1 nM
TT2 HV3-HD3-HJ4: LV3-LJ1 14+ 3 nM
TT3 HV1-HD2-HJ4: KV3-KJ5 36+1,8nM
TT4 HV2-HD2-HJ4: KV1-KJ1 2,7+0,3nM
TT5 HV4-HD2-HJ6: KV2-KJ3 1814 nM
TT6 HV1-HD3-HJ4: KV1-KJ2 0,57 £ 0,03 nM
TT7 HV4-HD3-HJ4: KV1-KJ2 0,46 + 0,01 nM
TT8 HV3-HD3-HJ4: LV8-LJ3 2,8+0,3nM
TT9 HV4-HD2-HJ4: KV1-KJ1 0,10+ 0,01 nM
TT10 HV1-HD3-HJ5: KV3-KJ5 1,6 £0,1 nM

' Cada una de las cadenas pesada y ligera eran distintas.

Ejemplo 6 - Identificacion bioinformatica de secuencias de VH:VL mediante concordancia de emparejamiento
mutuo

Los ejemplos 4 y 5 divulgan la identificacion de pares de secuencias VH:VL correctos a partir de la secuenciacion de
alto rendimiento, con lo que la secuencia de VL de mayor recuento de lectura para una secuencia de VH dada reveld
los pares VH:VL asociados naturales codificados por linfocitos B individuales. De forma alternativa, este ejemplo
describe un procedimiento para identificar pares VH:VL correctos entre los datos de amplicon VH:VL de alto
rendimiento mediante emparejamiento de consenso de secuencias de VH y de VL.

Se recopilan datos de emparejamientos sin procesar y se tabula la maxima frecuencia de VL para cada secuencia
de VH en el Archivo 1. La maxima frecuencia de VH para cada VL se tabuldé por separado en el Archivo 2. Se
pueden usar muchas técnicas computacionales para lograr la etapa de tabulacion; por ejemplo, "grep -m 1 CDR3
filename" en el shell Bash/Linux puede seleccionar el par afin mejor clasificado para una secuencia de CDR-H3 o
CDR-L3 (CDR3) de un archivo (filename) que contiene datos de emparejamiento sin procesar que se han
preclasificado para contener secuencias ordenadas por recuentos de lectura descendentes. Otras soluciones para la
tabulacion de datos incluyen el uso de un hash para recopilar secuencias y recuentos de lectura de secuencias (por
ejemplo, lenguaje informatico Perl), o el uso de un diccionario para recopilar secuencias y recuentos de lectura (por
ejemplo, Python) u otras estructuras de almacenamiento de datos (por ejemplo, memorias asociativas o matrices
asociativas). El Archivo 1 y el Archivo 2 se compararon y cualquier par VH:VL que aparecia en ambos archivos
mostré "consenso” en que el par descrito por la VL mejor clasificada para una VH dada coincidia con el de la VH
mejor clasificada para una VL dada. Se pueden aplicar muchas técnicas computacionales para lograr
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comparaciones de archivos; una solucion para la comparacion de archivos usa el comando "join" en Bash/Linux,
donde las lineas que contienen los campos deseados que coinciden entre documentos se imprimen en la salida
estandar. El algoritmo descrito en el presente ejemplo fue eficaz tanto en la identificacion de los pares VH:VL
correctos como en la reduccion de errores de secuenciacion menores, ya que los pares VH:VL que contenian
errores de secuenciacion a menudo se filtran por criterios de concordancia mutuos. Un arbol de decisiones general
del algoritmo usado para el emparejamiento se proporciona en la FIG. 9.

Ejemplo 7 - Emparejamiento VH:VL de linfocitos B de memoria expandidos

Los linfocitos B de memoria se aislaron y expandieron in vitro, y dos partes alicuotas de las células expandidas se
procesaron para emparejamiento de alto rendimiento. La expansion clonal in vifro da como resultado multiples
copias de células que contienen los mismos pares VH:VL, aumentando por tanto la probabilidad de secuenciar el
mismo par VH:VL en partes alicuotas separadas derivadas de la misma muestra de linfocitos B.

Se aislaron PBMC de sangre humana donada y se tifieron con CD20-FITC (clon 2H7, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, EE. UU.), CD3-PerCP (HIT3a, BioLegend, San Diego, CA, EE. UU.), CD19-v450 (HIB19, BD) y CD27-
APC (M-T271, BD). Los linfocitos B de memoria CD3- CD19*CD20*CD27* se incubaron durante cuatro dias en
presencia de RPMI-1640 complementado con FBS al 10 %, 1 x GlutaMAX, 1 x aminoacidos no esenciales,
1 x piruvato de sodio y 1 x penicilina/estreptomicina (todo de Life Technologies) junto con 10 ug/ml de anticuerpo
anti-CD40 (5C3, BioLegend), 1 ug/ml de cPg ODN 2006 (Invivogen, San Diego, CA, EE. UU.), 100 unidades/ml de
IL-4, 100 unidades/ml de IL-10 y 50 ng/ml de IL-21 (PeproTech, Rocky Hill, NJ, EE. UU.). Se sembraron
91.000 linfocitos B expandidos en 12 chips y, después de alcanzar una proporcién de eficacia de siembra en pocillos
estimada del 90 %, se analizaron aproximadamente 41.000 linfocitos B expandidos por grupo (proporcion 1:25
célula:pocillo) de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 4. El andlisis bioinformatico se realizé
como se describe en el Ejemplo 6. Se secuenciaron 1.033 secuencias de CDR-H3 con >1 lectura en ambos grupos,
y 972/1.033 mostraron pares de CDR-L3 coincidentes para proporcionar una fraccion de coincidencia del 94,09 %.
La exactitud de emparejamiento, Ap, se puede estimar a partir de la fraccién de coincidencia de CDR-L3, feincidencia,
de los dos grupos independientes:

— — A2
fcoincidencia - AP,Grupol X AP,GrupoZ - AP

_r1/2
Ap = fcoincidencia
que proporciono una exactitud general de un 97,0 %. El limite tedrico de exactitud de la tasa de células individuales
por pocillo por distribucion de Poisson (98 % para la proporcion 1:25 célula:pocillo utilizada en este experimento) se
correlacioné muy estrechamente con la exactitud de los emparejamientos VH:VL determinada experimentalmente.

Ejemplo 8 - Uso de cebadores de péptidos lider para emparejamiento VH:VL

En este ejemplo se usaron cebadores que hibridan a la region del péptido lider de los ADNc de anticuerpos (a
diferencia de los cebadores especificos para el marco 1 de los dominios de VH y VL, divulgados en el Ejemplo 4)
para secuenciar los pares VH:VL de anticuerpos. Los linfocitos B de memoria se aislaron de PBMC humanas
donadas, y las células se dividieron en dos grupos: El Grupo 1 consisti6 en 29.000 células y se analizé
inmediatamente (usando un total de 510.000 pocillos, proporcion 1:16 célula:pocillo), mientras que el Grupo 2 se
expandié como se describe en el Ejemplo 7 y se analizaron 28.000 células después de la expansion in vitro (usando
un total de 680.000 pocillos, proporcion 1:24 célula:pocillo). Ambos experimentos se llevaron a cabo como se
describe en el Ejemplo 7 usando cebadores para extension de solapamiento de péptidos lider informados en la
Tabla 15 y un ciclado por RT-PCR de unién en emulsion con las siguientes condiciones: 30 min a 55 °C, seguido de
2 min a 94 °C; cuatro ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacién, 54 °C durante 30 s de hibridacion, 72 °C
durante 2 min de extension; 29 ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacion, 60 °C durante 30 s de hibridacion,
72 °C durante 2 min de extension; a continuacion, una etapa de extension final durante 7 min a 72 °C. También se
incluydé una regiéon con cédigo de barras adicional en los cebadores de unién a VL (regiéon 16N) que se usé para
identificar lecturas de secuencias mlltiples de acontecimientos de unién individuales (Tabla 15). La PCR con
cebadores internos se realizé como en el Ejemplo 5, con 25 ciclos de PCR para cada grupo.

Tabla 15: Cebadores de RT-PCR con extension de solapamiento dirigidos a la region del péptido lider del ARNm de

anticuerpo
Conc. (nM) ID del cebador
400 CHrev-AHX89
400 CLrev-BRH06
40 hlgG-rev-OE-AHX89
40 hlgA-rev-OE-AHX89
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40 higM-rev-OE-AHX89
40 hlgKC-rev-OE-BRHO06
40 hlgLC-rev-OE-BRH06
40 VH_L

40 VH3 L

40 VH4/6_L

40 VH5 L

40 hVA1for_L

40 hVA2for_L

40 hVA3for_L

40 hVA3for-2_L

40 hVA3for-3_L

40 hVA4/5for_L

40 hVA6for_L

40 hVAT7for_L

40 hVA8for_L

40 hVk1/2for_L

40 hVk3for L

40 hVk4for L

Después de la secuenciacion de alto rendimiento con lllumina de 2 x 250 pb de productos de PCR con cebadores
internos, 23 de las 23 CDR-H3 observadas con =2 lecturas en ambos grupos de péptidos lider mostraron una CDR-
L3 coincidente. Este ejemplo demuestra que se pueden usar diversos conjuntos de cebadores para secuenciar
multiples transcritos usando los procedimientos de la presente divulgacion.

Ejemplo 9 - Formacion de gotitas de agua en aceite de una unica célula de baja dispersién usando una
boquilla y una corriente portadora anular

En este ejemplo, las lineas de linfocitos B inmortalizados MOPC-21 se encapsularon de manera viable en gotitas de
emulsion de tamafio controlado que consistian en una mezcla de células en PBS vy tinte de azul tripano para la
visualizacion de la viabilidad celular. Este ejemplo demuestra el aislamiento de células individuales en gotitas de
emulsion de distribucion de tamafio controlada; estando ademas las gotitas compuestas de dos corrientes acuosas
diferentes que se mezclan inmediatamente antes de la formacion de las gotitas (FIG. 7).

Las células MOPC-21 se resuspendieron a una concentracion de 500.000 células/ml de PBS. Se construyd un
aparato de emulsificacion coaxial insertando una aguja de calibre 26 (Hamilton Company, Reno, NV, EE. UU.)
dentro de un tubo hipodérmico de calibre 19 (Hamilton) y la aguja se ajust6 de modo que la punta de la aguja
quedara al ras del extremo del tubo hipodérmico. Se colocaron agujas concéntricas en el interior de un tubo de vidrio
con un diametro externo de 3/8 de pulgada (Wale Apparatus, Hellertown, PA, EE. UU.) con un orificio de 140 ym de
modo que la salida de la aguja quedara aproximadamente a 2 mm del orificio de la boquilla. La soluciéon acuosa de
PBS/células se inyect6 a través de la aguja a una velocidad de 500 pl/min, mientras que se inyecto una solucion de
PBS/azul tripano al 0,4 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) a través del tubo hipodérmico de calibre 19, y se
pas6 una fase oleosa (aceite mineral de calidad para biologia molecular con Span-80 al 4,5 %, Tween 80 al 0,4 %,
Triton X-100 al 0,05 %, en % v/v, Sigma Aldrich Corp.) a través del tubo de vidrio a una velocidad de 3 ml/min. Las
gotitas suspendidas en la fase oleosa se recogieron en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se usé una bomba de jeringa
(KD Scientific Legato 200, Holliston, MA, EE. UU.) para controlar los caudales acuosos y una bomba de engranajes
(M-50, Valco Instruments, Houston, TX, EE. UU.) para controlar los caudales de aceite, y las emulsiones resultantes
se analizaron mediante microscopia éptica. Se generaron gotitas con un diametro medio de aproximadamente 85 uym
y las células individuales encapsuladas mostraron una alta viabilidad medida por exclusion del azul tripano (FIG. 5).

Ejemplo 10 - Secuenciacion de multiples transcritos en linfocitos B mediante encapsulacion en gotitas de
emulsion

En este ejemplo, la lisis celular y la hibridacion de ARNm a microesferas de poli(T) se realizaron dentro de una
emulsion generada usando el procedimiento explicado en el Ejemplo 9. Se aislé una poblacion de linfocitos B de
memoria y las células se expandieron como en el Ejemplo 7. Los linfocitos B de memoria se resuspendieron en PBS
a una concentracion de 100.000 células/ml y se pasaron a través de la aguja de calibre 26 mas interna del
dispositivo generador de emulsion del Ejemplo 8 a una velocidad de 500 pl/min. Se dejaron sedimentar 450 pl de
microesferas magnéticas de poli(dT) (1,0 um de diametro, New England Biosciences, Ipswich, MA, EE. UU.) con un
iman y se resuspendieron en 5 ml de tampén de lisis/unién celular (Tris 100 mM, pH 7,5, LiClI 500 mM, EDTA 10 mM,
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dodecilsulfato de litio al 0,5 %, DTT 5 mM), y la mezcla resultante se paso a través del tubo hipodérmico de calibre
19 a una velocidad de 500 pl/min, mientras que la fase oleosa (aceite mineral de calidad para biologia molecular con
Span-80 al 4,5 %, Tween 80 al 0,4 %, Triton X-100 al 0,05 %, en % v/v, Sigma Aldrich Corp.) se paso a través del
tubo de vidrio mas externo a una velocidad de 3 ml/min para generar una emulsién que consistia en gotitas acuosas
de aproximadamente 85 pym de diametro que contenian células individuales. La corriente de emulsion se recogié en
tubos Eppendorf de 2 ml, y las células se lisaron con detergente a medida que se generaron las gotitas para permitir
la captura de ARNm en microesferas magnéticas de poli(dT) encapsuladas dentro de las gotitas de emulsion.

Cada uno de los tubos de emulsiéon de 2 ml se mantuvo a temperatura ambiente durante tres minutos antes de
colocarse en hielo durante un minimo de diez minutos. A continuacion, los tubos se centrifugaron a 16.000 x g
durante 5 minutos a 4 °C, y la fase superior de aceite mineral se retir6 y desechd. Se afiadieron 200 pl de éter
dietilico frio para romper quimicamente la emulsion y los tubos se centrifugaron a 16.000 x g durante 2,5 minutos
para permitir la sedimentacion de las microesferas magnéticas. Se extrajeron microesferas magnéticas usando una
pipeta, se dejaron sedimentar y se resuspendieron en 2 ml de tampoén de lisis/uniéon (Tris 100 mM, pH 7,5, LiCl
500 mM, EDTA 10 mM, LiDS al 0,5 %, DTT 5 mM). Las microesferas se lavaron y se resuspendieron en una mezcla
de RT-PCR OE como en el Ejemplo 8. Se usaron cebadores de péptidos lider, cuyas concentraciones se dan en la
Tabla 15. La suspension de microesferas en la mezcla de RT-PCR OE se emulsiond y se sometid a termociclado, se
extrajo el ADNc y se realiz6 una PCR con cebadores internos (véase el Ejemplo 8). El producto de PCR con
cebadores internos se sometid a electroforesis para purificar los transcritos unidos, que a continuacion se
secuenciaron como en el Ejemplo 8 anterior.

Después de la secuenciacion de alto rendimiento con lllumina de 2 x 250 pb de los productos de PCR con
cebadores internos, se recuperaron 14.121 pares VH:VL con 22 lecturas de acuerdo con el algoritmo descrito en el
Ejemplo 6 (7.367 pares VH:VL en el Grupo 1 y 6.754 pares en el Grupo 2). Se observaron 3.935 CDR-H3 con 22
lecturas en ambos grupos. 3.899 de las 3.935 CDR-H3 observadas en ambos grupos mostraron una CDR-L3
coincidente, lo que indica una exactitud general de un 99,5 % de acuerdo con la formula explicada en el Ejemplo 7.
El presente ejemplo demuestra la secuenciacion de multiples transcritos a través de la captura de ARNm de células
individuales aisladas dentro de gotitas de emulsion.

Ejemplo 11 - Secuenciacion paralela de ADNc de cadena pesada y ligera de células individuales

Los ejemplos anteriores demostraron el uso de microesferas magnéticas para capturar ARNm y la unién covalente
de los ADNc deseados de una unica célula (por ejemplo, ADNc de VH y VL) para crear un unico amplicon. Los
amplicones VH-VL individuales generados de este modo se secuenciaron mediante secuenciacion de ADN de alto
rendimiento para revelar el repertorio de secuencias de VH y VL emparejadas naturalmente.

En el ejemplo, los ADNc capturados en microesferas se secuenciaron directamente sin unirse (es decir, sin crear un
amplicon VH-VL unido). De esta manera, se revel6 la identidad de los transcritos deseadas de una Unica célula sin
necesidad de realizar una PCR con extensién de solapamiento. En primer lugar, se conjugd una mezcla equitativa
de tres cebadores 5'-amino funcionalizados (Tabla 17) con microesferas magnéticas funcionalizadas de modo que
los oligonucledtidos inmovilizados en cada microesfera magnética estuvieran en la siguiente proporcion: 1/3 de
poli(T) para la captura de ARNm, 1/3 de cebador especifico para el transcrito 1 deseado (por ejemplo, el cebador
AHX89 de la Tabla 1) y 1/3 de cebador especifico para el transcrito 2 deseado (Tabla 17). Estas microesferas
magnéticas conjugadas con cebador cumplieron un doble propdsito: en primer lugar, tras la lisis, los cebadores de
poli(T) capturaron el ARNm de cadena pesada y ligera de células individuales, como en los Ejemplos 4-6; en
segundo lugar, en la etapa de RT-PCR en emulsion, los cebadores AHX89 y BRHO6 provocaron que el ADNc de
cadena pesada y ligera se amplificara en la superficie de las microesferas. Después de la RT-PCR, las microesferas
magnéticas se usaron como molde de secuenciacion para la secuenciacion de alto rendimiento. El procedimiento se
explicaenlaFIG. 7.

Se inmovilizé una mezcla equitativa de tres oligonucledtidos 5'-amina (Tabla 16) en microesferas magnéticas
funcionalizadas de acuerdo con los protocolos del fabricante (microesferas de acido carboxilico Dynal MyOne,
1,0 ym de diametro, Invitrogen Corp.). A continuacién, una mezcla de células inmortalizadas MOPC-21 y MOPC-315
se lavo y suspendid6 a 100.000 células/ml en PBS (pH 7,4). Se afadieron 1,2 x 108 microesferas magnéticas
funcionalizadas por ml de solucion de lisis celular/union a ARNm, como se explica en el Ejemplo 10. La suspension
de células/microesferas se emulsioné como en el Ejemplo 10, las células se lisaron y el ARNm se hibrid6 con las
microesferas. A continuacion, se recuperaron las microesferas rompiendo la emulsién, se lavaron como se describe
en el Ejemplo 10 y se realiz6 la RT-PCR en emulsion. Las concentraciones de los cebadores de RT-PCR se dan en
la Tabla 17. Las condiciones de ciclado fueron como sigue: 30 min a 55 °C, seguido de 2 min a 94 °C; cuatro ciclos
de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacion, 57 °C durante 1 min de hibridacién, 72 °C durante 2 min de extension;
29 ciclos de 94 °C durante 30 s de desnaturalizacion, 59 °C durante 30 s de hibridacion, 72 °C durante 2 min de
extensioén; a continuacion, una etapa de extension final durante 7 min a 72 °C.
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Tabla 16: Cebadores conjugados con la superficie de las microesferas magnéticas

Conc. ID del cebador

33% oligodT(25)-5'amina
33% CHrev-AHX89-5'amina
33% CLrev-BRHO06-5'amina

Tabla 17: Cebadores en la mezcla de RT-PCR de MOPC-21/MOPC-315

Conc. ID del cebador

400 CHrev-AHX89

400 CLrev-BRH06

40 MOPC21-CHrev-AHX89
40 MOPC21-CLrev-BRHO06
40 MOPC315-CLrev-BRH06
40 MOPC315-CHrev-AHX89
400 MOPC21-VH-OE-5'<F3>
400 MOPC21-VL-OE-5'<F5>
400 MOPC315-VH-OE-5'<F3>
400 MOPC315-VL-OE-5'<F5>

Después de la RT-PCR en emulsién, la emulsion se rompié con n-butanol de acuerdo con los protocolos del
fabricante de secuenciacion génica SOLID (Applied Biosystems), y las microesferas magnéticas se usaron como
molde directo en la plataforma de secuenciacion lon Torrent (Life Technologies). La secuenciacion se inicié primero
con el cebador de cadena pesada <F3> para obtener secuencias de ADNc de cadena pesada, seguido de la
secuenciacion con el cebador de cadena ligera <F5> para obtener secuencias de ADNc de cadena ligera. Las
secuencias de la cadena pesada y ligera se hicieron coincidir segin su localizacion en la plataforma de
secuenciacion lon Torrent para obtener los emparejamientos naturales de cadena pesada y ligera.

Ejemplo 12 - Secuenciacion de transcritos con emparejamientos VH:VL de células que codifican anticuerpos
de alta afinidad

Los ejemplos previos detallaron el uso de diversas técnicas para secuenciar multiples transcritos a partir de una
variedad de poblaciones celulares. El presente ejemplo describe un procedimiento para la secuenciacion de alto
rendimiento de secuencias de anticuerpos de VH:VL emparejados de forma natural a partir de células individuales
que codifican anticuerpos de alta afinidad especificos para un antigeno de interés particular usando la captura de
poli(dT) dependiente de antigeno y la secuenciacion de VH:VL posterior.

Se prepararon microesferas magnéticas recubiertas de antigeno mediante acoplamiento covalente del toxoide
tetanico (TT) libre de vacunas (oligonucleétido 1 mM, TT 40 nM, Statens Serum Institut, Copenhague, Dinamarca) a
microesferas magnéticas funcionalizadas con acido carboxilico (microesferas Dynal MyOne COOH de 1 uym de
diametro, Life Technologies) de acuerdo con los protocolos del fabricante.

Se recogieron PBMC de sangre donada 14 dias después de la administracion de la vacuna de refuerzo con toxoide
tetanico (TT)/toxoide diftérico (TD; 20 I.E. TT y 2 |.E. toxoide diftérico, Sanofi Pasteur MSD GmbH, Leimen, Alemania)
y se separaron mediante tincidon con anticuerpos marcados y separacion FACS, como en el Ejemplo 7. Se
sembraron linfocitos B de memoria en portaobjetos de PDMS estériles como se describe en el Ejemplo 4 junto con
microesferas recubiertas de antigeno (aproximadamente 40 microesferas/pocillo), y las células se sellaron dentro de
los pocillos usando una membrana de dialisis y se cultivaron en el interior de los portaobjetos de micropocillos de
PDMS durante cuatro dias en un medio de estimulacion de linfocitos B de memoria: RPMI-1640 complementado con
FBS deficitario en inmunoglobulina al 10 %, 1 x GlutaMAX, 1 x aminoacidos no esenciales, 1 x piruvato de sodio y
1 x penicilina/estreptomicina (todo de Life Technologies) junto con 10 ug/ml de anticuerpo anti-CD40 (5C3,
BioLegend), 500 U/ml de IL-4 y 5 ng/ml de IL-5 (PeproTech, Rocky Hill, NJ, EE. UU.). Durante este tiempo, se
estimularon las células para secretar anticuerpos (Taubenheim et al, 2012), y cualquier anticuerpo secretado
especifico para TT se uni6 a las microesferas magnéticas que contenian antigeno inmovilizado.

Se mezclé una solucidon de oligonucledtidos poli(dT)s marcados con estreptavidina en 5' (Integrated DNA
Technologies, EE. UU.) en una proporcién equimolar con conjugado anti-lgG-biotina humano de cabra (B1140,
Sigma-Aldrich, EE. UU.). La estreptavidina y la biotina se asociaron en solucion para formar anticuerpos anti-IgG con
oligonucledtidos poli(dT)zs anclados para la captura de ARNm. Después de cuatro dias de cultivo, el sellado se
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rompié y la superficie del portaobjetos se lavd suavemente tres veces con 400 yl de PBS para eliminar los
anticuerpos secretados sin alterar las células y las microesferas del interior de los pocillos. Se eliminé el exceso de
PBS y se afiadieron 350 ul de medio RPMI-1640 que contenia conjugado anticuerpo anti-lgG/poli(dT)2s 10 nM a la
superficie del portaobjetos de micropocillos y el portaobjetos se incubd a temperatura ambiente durante 45 minutos.
Durante los 45 minutos de incubacion, cualquier microesfera marcada con antigeno que se habia recubierto por
anticuerpos anti-TT después de la fase de secrecion de 4 dias (es decir, microesferas marcadas con antigeno
colocalizadas en un pocillo con una célula secretora que codificaba un anticuerpo especifico para TT) se adorn6 con
poli(dT)2s para la captura de ARNm. Posteriormente, los portaobjetos se lavaron suavemente tres veces con 400 pl
de PBS para eliminar el exceso de conjugado anticuerpo/oligonucleétido y los micropocillos se sellaron con una
mezcla de dialisis, se lisaron las células, se recuperaron las microesferas con un iman y se realizé una RT-PCR de
union en emulsion como en el NUEVO Ejemplo 3, con la excepcion de que se uso6 dodecilsulfato de litio al 0,1 % en
el tampdn de lisis celular en lugar de dodecilsulfato de litio al 1 %. Se realizé una PCR con cebadores internos y los
transcritos unidos se secuenciaron usando una plataforma de secuenciacion Next Generation de lectura larga, como
en el NUEVO Ejempilo 5.

El procedimiento explicado en el presente procedimiento enriquecié el conjunto de secuencias para los pares VH:VL
especificos de antigeno de alta afinidad, ya que solo las microesferas marcadas con antigeno con inmunoglobulina
IgG unida contenian la secuencia de poli(dT)2s requerida para la captura de ARNm después de la lisis celular. Por
tanto, el procedimiento explicado en este ejemplo demuestra la aplicacion de la técnica de emparejamiento VH:VL
de alto rendimiento para la secuenciacion de un gran numero de pares VH:VL especificos de antigeno en un solo
experimento sin necesidad de expresion de inmunoglobulina en superficie.

Ejemplo 13 - RT-PCR en células individuales emulsionadas usando una emulsion de gotitas de baja
dispersion

Como en el Ejemplo 6, se formé una emulsién inyectando una corriente acuosa fuera de una boquilla en una fase
oleosa anular en rapido movimiento. Las fuerzas de cizallamiento generadas por la corriente portadora indujeron la
formacion de gotitas acuosas con una distribucion de tamafios estrechamente controlada, y el procedimiento de
boquilla/corriente portadora generé emulsiones de tamafios de gotitas monodispersas que reducen la incidencia de
multiples células por gotita de emulsion que se generan cuando existe un intervalo de tamafios de gotitas. En este
ejemplo se us6 una mezcla de dos lineas celulares inmortalizadas (MOPC-21 y MOPC-315) para demostrar la
encapsulacion celular y la RT-PCR de unién directamente en gotitas de emulsion de aproximadamente 4 nl de
volumen sin etapas intermedias de lisis celular o captura de ARNm.

Una mezcla equitativa de células MOPC-21 y MOPC-315 tratadas con RNasa y lavadas (como en el Ejemplo 2) se
resuspendid a una concentracién de 50.000 células totales/ml en PBS, mientras que se prepard otra fase acuosa
que consistia en 2x mezcla concentrada de RT-PCR (Quanta OneStep Fast qRT-PCR) con BSA al 0,1 % (Invitrogen
Ultrapure BSA, 50 mg/ml), inhibidor SuperAse In RNAse al 4 % (Invitrogen, EE. UU.) y detergente NP-40 al 0,1 %.
Se prepardé un aparato de emulsiéon como en el Ejemplo 10. Todas las agujas y los tubos de suministro de agujas se
prebloquearon en BSA al 1 % durante 30 minutos y se enjuagaron con PBS, y las células en PBS se administraron a
través de la aguja interior (calibre 26) mientras que la mezcla de RT-PCR vy el detergente se administraron por medio
de la aguja exterior (calibre 19), siendo ambas fases acuosas de 500 pl/min. La fase portadora de aceite (aceite
mineral de calidad para biologia molecular con Span-80 al 4,5 %, Tween 80 al 0,4 %, Triton X-100 al 0,05 %, % en
v/v, siendo los reactivos de la fase oleosa de Sigma Aldrich Corp.) fluyé a través del tubo de vidrio exterior en un
velocidad de 3 ml/min y las muestras se recogieron como en el Ejemplo 10. Se emulsioné un total de 2 ml de la
mezcla células/RT-PCR mezclada con 2 ml de diluyente NP-40 para aproximadamente 100.000 células analizadas.
Las concentraciones de cebadores para la mezcla de RT-PCR se dan en la Tabla 1, usandose las mismas
condiciones de termociclado que en el Ejemplo 11.

La emulsién de células para RT-PCR se colocé a continuacién en placas de 96 pocillos y se sometid a un
termociclado, se extrajo el ADNc y se realizé una PCR con cebadores internos (véase el Ejemplo 4). Los cebadores
de PCR con cebadores internos se dan en la Tabla 2, y las condiciones de termociclado para la PCR fueron como
sigue: una etapa de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C, seguida de termociclado a 94 °C durante 30 segundos de
desnaturalizacién, 62 °C durante 30 s de hibridacién, 72 °C durante 20 s de extensién, durante 30 ciclos. El producto
de PCR con cebadores internos se sometio a electroforesis para purificar el ADNc de VH-VL unido, que se us6 como
molde en secuenciacion NextGen.

Por lo tanto, la presente invencion se adapta bien para alcanzar los fines y ventajas mencionados, asi como aquellos
que son inherentes a la misma. Los modos de realizacion particulares divulgados anteriormente son solo ilustrativos,
ya que la presente invencion se puede modificar y practicar de maneras diferentes pero equivalentes que son
evidentes para los expertos en la técnica que tienen el beneficio de las ensefianzas del presente documento.
Ademas, no se prevén limitaciones a los detalles de construccién o disefio mostrados en el presente documento,
aparte de las descritas en las reivindicaciones a continuacion. Si bien las composiciones y los procedimientos se
describen en términos de "que comprende”, "que contiene" o "que incluye" diversos componentes o etapas, las
composiciones y los procedimientos también pueden "consistir esencialmente en" o "consistir en" los diversos
componentes y etapas. Todos los niUmeros e intervalos divulgados anteriormente pueden variar en cierta cantidad.
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Siempre que se divulgue un intervalo numérico con un limite inferior y un limite superior, se divulga especificamente
cualquier nimero y cualquier intervalo incluido que se encuentre dentro del intervalo. En particular, se debe entender
que todos los intervalos de valores (de la forma "de aproximadamente a a aproximadamente b", o, de manera
equivalente, "de aproximadamente a a b", o, de manera equivalente, "de aproximadamente a-b") divulgados en el
presente documento describen todos los numeros e intervalos englobados dentro del intervalo mas amplio de
valores. Ademas, los términos de las reivindicaciones tienen su significado simple y habitual, a menos que el titular
de la patente los defina explicita y claramente de otro modo. Ademas, los articulos indefinidos "un”, "uno" o "una",
como se usan en las reivindicaciones, se definen en el presente documento como uno o mas de uno de los

elementos que introducen.

Todos los procedimientos divulgados y reivindicados en el presente documento se pueden preparar y ejecutar sin
experimentacion excesiva a la luz de la presente divulgacion.

Ademas, los agentes que estan relacionados tanto quimica como fisioldgicamente se pueden sustituir por los
agentes descritos en el presente documento, siempre que se obtengan los mismos resultados o resultados similares.
Se considera que todos los sustitutos y modificaciones similares evidentes para los expertos en la técnica estan
dentro del alcance y el concepto de la invencion como se define por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento que comprende:

a) separar células individuales en un compartimento con microesferas conjugadas con oligonucledtidos que
comprenden poli(T);

b) lisar las células;

c) permitir que los transcritos de ARNm liberados de las células se hibriden con oligonucleétidos conjugados con las
microesferas;

d) agrupar, lavar y resuspender las microesferas en solucion con reactivos para retrotranscripcion asociada a
reaccion en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento, que incluye cebadores disefiados para crear
un unico producto de PCR que comprende ADNc de al menos dos transcritos de interés unidos covalentemente;

e) la suspension de microesferas y solucion de reactivos se emulsiona en la fase oleosa para crear gotitas con no
mas de una microesfera por gotita;

f) realizar una retrotranscripcion asociada a reaccion en cadena de la polimerasa con extension de solapamiento
para formar una molécula de ADN individual que comprende al menos dos ADNc de los al menos dos transcritos
derivados de una unica célula, en el que los al menos dos ADNc comprenden secuencias de TCR emparejadas o
secuencias de VH y VL emparejadas; y

g) secuenciar el ADNc asociado con las microesferas.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la microesfera es magnética.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los compartimentos individuales son micropocillos.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los compartimentos individuales son microvesiculas en una
emulsion.

5. El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que los pocillos se sellan con una membrana permeable antes de la
etapa (d).

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende obtener secuencias de al menos 10.000 células
individuales.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa (g) comprende la secuenciacion de dos o mas
transcritos unidos covalentemente a la misma microesfera.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que las células se seleccionan del grupo que consiste en: linfocitos B,
linfocitos T y células NKT.
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FIG. 2
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