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DESCRIPCION
Método para generar emulsiones monodispersas
Introduccién

La microfluidica de gotitas hace avanzar la automatizacién del laboratorio al reducir los volimenes de reaccion a
picolitros y aumentar el procesamiento a kilohertzio. Los dispositivos microfluidicos forman, procesan y clasifican las
gotitas suspendidas en un fluido portador; cada gotita proporciona un "tubo de ensayo” aislado en el que se puede
realizar una reaccién. El rendimiento del enfoque, combinado con el pequefio consumo de reactivo, proporciona un
potencial sin precedentes para una nueva era de la ciencia de alto rendimiento. Ademas, la compartimentalizacién
de gotitas monodispersas es un enfoque versatil para aplicaciones en biologia. Sin embargo, el requisito general de
microfluidica para la encapsulacion de gotitas es una barrera significativa para la mayoria de los investigadores que
rara vez tienen acceso a sistemas microfluidicos avanzados. La incapacidad de traducir inmediatamente los avances
de la microfluidica de gotitas a los investigadores impide la implementacion de nuevas y Utiles técnicas de gotitas. La
presente descripcidon aborda los problemas anteriores y proporciona ventajas relacionadas. Los documentos de la
técnica anterior que describen la produccién de gotitas de emulsién son los documentos W0O2015179848A1 y
WO2015157369A1.

Resumen

Los métodos descritos en la presente descripcion, denominados como emulsificacion con plantilla de particulas
(PTE), proporcionan un enfoque mejorado para generar una emulsién monodispersa que encapsula particulas
objetivo de interés sin requerir el uso de un dispositivo microfluidico. La presente descripcion se basa en parte en el
sorprendente descubrimiento de que se pueden obtener gotitas monodispersas de manera efectiva mediante el uso
de particulas monodispersas para servir de plantilla para la formacién de gotitas, que pueden incluir, por ejemplo,
gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple o vesiculas gigantes unilamelares (GUV)
(también denominadas en la presente descripcién como liposomas), sin destruir la integridad de las gotitas.

En algunas modalidades, las particulas objetivo pueden incluir una poblacién heterogénea de células, virus y/o
acidos nucleicos. En algunas modalidades, las particulas objetivo pueden diluirse antes de la encapsulacion, por
ejemplo, para encapsular una cantidad controlada de células, virus y/o &cidos nucleicos en las gotitas
monodispersas. Los reactivos de sintesis de acido nucleico, por ejemplo, los reactivos de amplificacion del acido
nucleico isotérmicos, los reactivos de amplificacién del acido nucleico no especificos (por ejemplo, los reactivos de
MDA), y/o los reactivos de PCR, pueden coencapsularse en las gotitas monodispersas, por ejemplo, junto con una o
mas particulas objetivo, o afiadirse a las gotitas monodispersas en un momento posterior mediante el uso de uno o
mas de los métodos descritos en la presente descripcion para facilitar la deteccion, clasificacion y/o analisis aguas
abajo como se describe en la presente descripcion.

La invencién se define por la reivindicacion 1. Las gotitas de emulsién multiple descritas en la presente descripcion
pueden formarse al combinar un primer fluido que incluye una pluralidad de particulas objetivo, por ejemplo, células,
virus y/o acidos nucleicos, junto con los reactivos de sintesis de acido nucleico, con una pluralidad de particulas de
plantilla monodispersas para proporcionar una primera mezcla; combinar la primera mezcla con un segundo fluido
para proporcionar una segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido; cizallar la
segunda mezcla de manera que una pluralidad de las particulas de plantilla monodispersas se encapsulan en una
pluralidad de gotitas monodispersas en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, una pluralidad de gotitas
monodispersas que incluyen el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas, y una de la pluralidad
de particulas objetivo; combinar la segunda mezcla con un tercer fluido, en donde el tercer fluido es inmiscible con el
segundo fluido; y cizallar la tercera mezcla para encapsular una o mas de las gotitas monodispersas, con o sin las
particulas de plantilla monodispersas, en una o mas gotitas en el tercer fluido para proporcionar una o mas gotitas
de emulsion doble. En algunas modalidades, el tercer fluido es inmiscible con el primer y el segundo fluido.

Las GUV pueden generarse a partir de gotitas de emulsién mdltiple (por ejemplo, gotitas de emulsién doble) al
inducir que las gotitas de emulsiéon multiple se sometan a deshumectacién, en donde el segundo fluido se expulsa,
dejando atras una membrana de surfactante con una pequefia gotita del segundo fluido adherida al exterior de la
membrana.

Las particulas de plantilla monodispersas para su uso en los métodos descritos en la presente descripcién pueden
generarse, por ejemplo, al hacer fluir un primer fluido, por ejemplo, un precursor de gel liquido, en un canal de un
dispositivo microfluidico; y poner en contacto el primer fluido con un segundo fluido, en donde el segundo fluido es
inmiscible con el primer fluido, por ejemplo, mediante el uso de un generador de gotitas de emulsion simple. En
algunas modalidades, las técnicas de generaciéon de gotitas paralelas que incluyen la division en serie y las placas
de distribucion pueden usarse para formar las particulas de plantilla monodispersas mas rapidamente. Las gotitas de
emulsién simple monodispersas se solidifican luego al activar la gelacion, por ejemplo, al polimerizar la matriz de gel
dentro de las gotitas o al reticular la matriz. En algunas modalidades, puede usarse un surfactante para evitar que
las particulas de plantilla monodispersas en contacto se fusionen entre si. Una o mas etapas del método para
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generar particulas de plantilla monodispersas pueden realizarse bajo control microfluidico.

En algunas modalidades, una muestra que incluye particulas objetivo, por ejemplo, células, se encapsula en gotitas
de emulsién simple monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcién o gotitas de emulsion
multiple o GUV preparadas como se describe en la presente descripcidn y se someten a condiciones de
amplificacién de acido nucleico isotérmicas y/o condiciones de amplificacion de acido nucleico como se describe en
la presente descripcion. En algunas modalidades, las células encapsuladas se someten a una o mas técnicas de
lisis celular, tales como digestién con proteinasa k o lisis térmica. Los ensayos de amplificacién de acido nucleico
isotérmicos o los ensayos de amplificacion de acido nucleico especificos para las células de interés pueden provocar
gotitas de emulsion simple monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcion o gotitas de
emulsién multiple o GUV preparadas como se describe en la presente descripcion que contienen las células de
interés, o los acidos nucleicos que se originan de las células de interés, para que se etiqueten de manera detectable,
por ejemplo, etiquetados de manera fluorescente. Las células y/o los acidos nucleicos celulares pueden recuperarse
luego al clasificar las gotitas de emulsién simple monodispersas o gotitas de emulsiéon multiple o GUV y recuperar su
contenido a través de la ruptura de gotitas, por ejemplo, a través de medios quimicos o eléctricos. Las etapas
anteriores pueden seguirse por una o0 mas etapas de secuenciacién, por ejemplo, una o mas técnicas de
secuenciacion de préxima generacion.

Las reacciones de amplificacion adicionales que pueden realizarse en gotitas de emulsiéon simple monodispersas
preparadas como se describe en la presente descripcion o gotitas de emulsién multiple o GUV preparadas como se
describe en la presente descripcion, incluyen, por ejemplo, la amplificacién por desplazamiento de la hebra (SDA) y
la amplificacién por circulo rodante (RCA).

En una modalidad, se proporciona un método para enriquecer una secuencia de acido nucleico objetivo, en donde el
método incluye encapsular una pluralidad de particulas objetivo, que incluyen acidos nucleicos en una pluralidad de
gotitas de emulsiéon simple monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcion o gotitas de
emulsién multiple o GUV preparadas como se describe en la presente descripcién; introducir reactivos de
amplificacién por desplazamiento multiple (MDA), reactivos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), y/u otra
sintesis de acidos nucleicos, por ejemplo, reactivos de amplificaciéon, que incluyen cebadores apropiados, en las
gotitas de emulsién simple o gotitas de emulsién mdltiple o GUV; incubar las gotitas de emulsién simple
monodispersas o gotitas de emulsién multiple o GUV en condiciones suficientes para la amplificacion por PCR, o
condiciones suficientes para la amplificacién por MDA seguido de condiciones suficientes para la amplificaciéon por
PCR, para producir productos de amplificacion por PCR, en donde los cebadores adecuados para PCR pueden
incluir uno o mas cebadores que se hibridan cada uno con uno o mas oligonucleétidos que incorporan la secuencia
de acido nucleico objetivo, y en donde los productos de amplificacion por PCR no incluyen la secuencia de acido
nucleico objetivo completa; introducir un componente de deteccion en las gotitas de emulsion simple monodispersas
o gotitas de emulsién multiple o GUV ya sea antes o después de la incubacion; detectar la presencia o ausencia de
los productos de amplificacién por PCR mediante la deteccion del componente de deteccién, en donde la deteccion
del componente de detecciéon indica la presencia de productos de amplificacion por PCR y la secuencia de acido
nucleico objetivo; y clasificar las gotitas de emulsién simple monodispersas o gotitas de emulsién multiple o0 GUV en
base a la deteccion del componente de deteccién, en donde la clasificacion separa las gotitas de emulsion simple
monodispersas o gotitas de emulsion multiple o GUV que incluyen los productos de amplificacién por PCR vy la
secuencia de acido nucleico objetivo, cuando estan presentes, de las gotitas de emulsion simple monodispersas o
gotitas de emulsién multiple o GUV que no incluyen los productos de amplificacion por PCR y la secuencia de acido
nucleico objetivo; y agrupar las secuencias de acido nucleico de las gotitas de emulsién simple monodispersas o
gotitas de emulsion multiple o GUV para proporcionar un grupo enriquecido de secuencias de acido nucleico
objetivo, cuando estan presentes. Las etapas anteriores pueden seguirse por una 0 mas etapas de secuenciacion,
por ejemplo, una o mas técnicas de secuenciacién de proxima generacion.

Como se describe en la presente descripcion, el término "secuenciacion de proxima generacion" se refiere
generalmente a los avances sobre la secuenciacién de ADN estandar (por ejemplo, la secuenciacién de Sanger).
Aunque la secuenciacién de ADN estandar permite al profesional determinar el orden preciso de nucleétidos en la
secuencia de ADN, la secuenciacion de préxima generacion también proporciona la secuenciacién paralela, durante
la cual pueden secuenciarse al unisono millones de fragmentos de pares de bases de ADN. La secuenciacion de
ADN estandar generalmente requiere una molécula plantilla de ADN monocatenario, un cebador de ADN y una ADN
polimerasa para amplificar la molécula plantila de ADN. La secuenciacién de proxima generacion facilita la
secuenciacion de alto rendimiento, lo que permite secuenciar un genoma completo en un periodo de tiempo
significativamente mas corto con relacién a la secuenciaciéon de ADN estandar. La secuenciacion de proxima
generacion también puede facilitar la identificacion de mutaciones que provocan enfermedades para el diagnostico
de afecciones patolégicas. La secuenciacién de proxima generacion también puede proporcionar informacién sobre
el transcriptoma completo de una muestra en un Unico analisis sin requerir el conocimiento previo de la secuencia
genética.

Cualquier método y reactivo de amplificacién de acido nucleico no especifico adecuado, por ejemplo, los métodos y

reactivos de MDA, pueden utilizarse en relaciéon con los métodos descritos siempre y cuando tales métodos y
reactivos sean compatibles con cualquier etapa de amplificacion adicional, por ejemplo, etapas y reactivos de
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amplificacién posteriores del método, por ejemplo, etapas y reactivos de amplificacion por PCR. Un gjemplo de una
polimerasa de MDA adecuada, que puede usarse en combinaciéon con una ADN polimerasa Tag es una polimerasa
Bst. La polimerasa Bst puede tener ventajas sobre otras polimerasas de MDA, tal como la polimerasa phi29, ya que
la polimerasa Bst es eficiente en un intervalo de temperatura mas amplio y es activa en condiciones de tampén
similares a las de la ADN polimerasa Tagq.

En la practica de los métodos de la presente invencion, puede emplearse una amplia gama de diferentes ensayos
basados en PCR, tales como PCR cuantitativa (QPCR) y PCR de gotitas digital. La cantidad y la naturaleza de los
cebadores usados en tales ensayos pueden variar, en base a, al menos en parte, el tipo de ensayo que se realiza, la
naturaleza de la muestra biolégica y/u otros factores. En ciertos casos, el nimero de cebadores que se pueden
afiadir a una gotita monodispersa, por ejemplo, una gotita de emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsién
multiple o una GUV puede ser de 1 a 100 o mas, y/o puede incluir cebadores para detectar de aproximadamente 1 a
100 o mas genes diferentes (por ejemplo, oncogenes). Ademas de, o en lugar de, tales cebadores, pueden
emplearse una o mas sondas (por ejemplo, TagMan® probetas) en la practica de los métodos de la presente
invencion.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "gota" y "gotita" se usan indistintamente para referirse a
microcompartimentos diminutos, generalmente esféricos, que contienen al menos un primer fluido, por ejemplo, una
fase acuosa (por ejemplo, agua), unidos por un segundo fluido que es inmiscible con el primer fluido. En algunos
casos, el segundo fluido sera un fluido portador de fase inmiscible. Las gotitas, que incluyen, por ejemplo, las gotitas
de emulsién simple y de emulsién multiple, generalmente varian de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000
um de diametro o la dimensién mas grande, y pueden usarse para encapsular células, ADN, enzimas y otros
componentes. En algunos casos, las gotitas, por ejemplo, las gotitas de emulsién simple y de emulsion multiple,
tienen un diametro o la dimensién mas grande de aproximadamente 1,0 um a 1000 pm, inclusive, tal como
aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 750 um, aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 500 pum,
aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 250 um, aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 200 pum,
aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 150 um, aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 100 pm,
aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 10 um, o aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 5 um,
inclusive. En algunos casos, las gotitas, por ejemplo, las gotitas de emulsién simple y de emulsién multiple, tienen un
diametro o la dimensién mas grande de aproximadamente 10 um a aproximadamente 200 um, por ejemplo, de
aproximadamente 10 um a aproximadamente 150 um, de aproximadamente 10 um a aproximadamente 125 um, o
de aproximadamente 10 um a aproximadamente 100 pm.

Las GUV, que pueden formarse a partir de gotitas de emulsién doble, generalmente tienen un tamafio similar a las
gotitas de emulsion doble de las que se originan. En consecuencia, las GUV descritas en la presente descripcion
pueden variar de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000 um de diametro o la mayor dimensién. En algunos
casos, las GUV descritas en la presente descripcién tienen un diametro o la dimensién mas grande de
aproximadamente 1,0 pm a 1000 pum, inclusive, tal como 1,0 um a 750 pm, 1,0 pm a 500 pum, 1,0 um a 250 ym, 1,0
pm a 200 pm, 1,0 pm a 150 pm 1,0 pm a 100 pm, 1,0 puma 10 um, o 1,0 um a 5 um, inclusive. En algunos casos, las
GUV descritas en la presente descripcion tienen un didametro o la mayor dimensién de aproximadamente 10 um a
aproximadamente 200 um, por ejemplo, de aproximadamente 10 pum a aproximadamente 150 pm, de
aproximadamente 10 um a aproximadamente 125 um, o de aproximadamente 10 um a aproximadamente 100 um.

Las gotitas, por ejemplo, las gotitas de emulsién simple monodispersas o las gotitas de emulsion multiple o las GUV,
pueden variar, incluso en tamafio, composicion, contenido y similares. Las gotitas de emulsion simple o las gotitas
de emulsién multiple o las GUV pueden tener generalmente un volumen interno de aproximadamente 0,001 a 1000
picolitros o mas, por ejemplo, de aproximadamente 0,001 picolitros a aproximadamente 0,01 picolitros, de
aproximadamente 0,01 picolitros a aproximadamente 0,1 picolitros, de aproximadamente 0,1 picolitros a
aproximadamente 1 picolitro, de aproximadamente 1 picolitro a aproximadamente 10 picolitros, de aproximadamente
10 picolitros a aproximadamente 100 picolitros, 0 de aproximadamente 100 picolitros a aproximadamente 1000
picolitros o mas. Ademas, las gotitas pueden o no estabilizarse mediante surfactantes y/o particulas.

Los medios por los cuales se afiaden reactivos a una gotita, por ejemplo, una gotita de emulsién simple
monodispersa o una gotita de emulsién multiple o GUV pueden variar en gran medida. Los reactivos se pueden
afiadir en una etapa o en multiples etapas, tales como 2 0 mas etapas, 4 0 mas etapas, o 10 o mas etapas. En
ciertos casos, se pueden afiadir reactivos a las gotitas de emulsién simple monodispersas o gotitas de emulsion
multiple o GUV a través de una o mas etapas de encapsulacion y ruptura. Por ejemplo, en algunos casos, el método
descrito puede incluir una etapa de encapsular una pluralidad de particulas objetivo, por ejemplo, un virus, célula o
acido nucleico, en una primera gotita monodispersa o GUV, que encapsula uno o mas reactivos y la primera gotita
monodispersa 0 GUV en una segunda gotita o GUV, y romper la primera gotita monodispersa o GUV, de esta
manera, poniendo la pluralidad de particulas objetivo en contacto con uno o mas reactivos.

En uno de tales casos, las células se encapsulan en gotitas de emulsion doble o GUV mediante el uso de gotitas de
emulsién simple monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcion junto con un tampon de
lisis adecuado, se incuban en condiciones suficientes para la lisis celular y/o digestién de proteinas, y se calientan
para inactivar las proteasas. Las emulsiones dobles o GUV pueden entonces encapsularse en emulsiones dobles o
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GUV que contienen los reactivos adecuados de sintesis de acido nucleico y se rompen para liberar su contenido en
las emulsiones dobles o GUV de encapsulacion, , de esta manera, se mezcla el lisado celular con los reactivos de
sintesis de &cido nucleico. Las emulsiones dobles o GUV restantes pueden incubarse luego en condiciones
adecuadas para la amplificacién de acido nucleico. Debido a sus propiedades hidréfilas e hidréfobas combinadas,
las emulsiones dobles o GUV tienen una amplia aplicabilidad en el suministro de farmacos, que incluye la
encapsulaciéon y el suministro de farmacos; usos cosméticos, que incluye la encapsulacion de cosméticos; y la
investigacion biomédica, que incluye la compartimentalizacién in vitro y el aislamiento de cepas en biologia sintética
con clasificacion de emulsion doble basada en FACS y estudios funcionales de proteinas de membrana.

Como una variacion del método anterior, las células pueden encapsularse en emulsiones monodispersas simples
con un tampén de lisis adecuado. Después de una etapa opcional de inactivaciéon de proteasas, las emulsiones
monodispersas simples pueden fusionarse luego mediante la fusién de gotitas con emulsiones monodispersas
simples que contienen reactivos adecuados para la sintesis de acido nucleico. Las gotitas de emulsion simple
monodispersas fusionadas pueden encapsularse en emulsiones dobles o GUV para la amplificacion subsecuente del
acido nucleico. Alternativamente, las células pueden encapsularse en emulsiones simples con un tampén de lisis
adecuado y luego, siguiendo una etapa opcional de inactivacién de proteasas, encapsularse en emulsiones dobles o
GUV que contienen reactivos de amplificacion de acido nucleico. Se debe sefialar que las etapas de encapsulacion
en emulsiones simples y las etapas de encapsulacion en emulsiones dobles pueden realizarse sin el uso de un
dispositivo microfluidico.

Como se mencioné anteriormente, donde se utilizan gotitas de emulsién simple monodispersas como se describe en
la presente descripcion, se pueden utilizar una variedad de técnicas aplicables a las gotitas de emulsién simple, que
incluyen, por ejemplo, la coalescencia de gotitas, la picoinyeccién, la coalescencia de gotitas multiples y similares,
como se describira mas completamente en la presente descripcion. En ciertos casos, los reactivos se afiaden
mediante un método en el que el propio fluido de inyeccion actia como un electrodo. El fluido de inyeccion puede
contener uno o mas tipos de electrolitos disueltos que permiten que se use como tal. Cuando el propio fluido de
inyeccion actlia como el electrodo, se puede eludir la necesidad de electrodos metalicos en el chip microfluidico con
el propésito de afiadir reactivos a una gotita. En ciertos casos, el fluido de inyeccién no actia como un electrodo,
pero se utilizan uno o mas electrodos liquidos en lugar de electrodos metalicos.

Pueden emplearse diversas formas de detectar la ausencia o presencia de productos de amplificacién de acido
nucleico, mediante el uso de una variedad de componentes de deteccion diferentes. Los componentes de deteccién
de interés incluyen, entre otros, la fluoresceina y sus derivados; la rodamina y sus derivados; la cianina y sus
derivados; la cumarina y sus derivados; Cascade Blue y sus derivados; Lucifer Yellow y sus derivados; BODIPY y
sus derivados; y similares. Los fluoréforos ilustrativos incluyen indocarbocianina (C3), indodicarbocianina (C5), Cy3,
Cy3.5, Cyb, Cy5.5, Cy7, Texas Red, Pacific Blue, Oregon Green 488, Alexa fluor-355, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor
532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor-555, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 647, Alexa Fluor 660, Alexa
Fluor 680, JOE, Lissamina, Rodamina Verde, BODIPY, isotiocianato de fluoresceina (FITC), carboxi-fluoresceina
(FAM), ficoeritrina, rodamina, diclororodamina (dRodamina), carboxi tetrametilrodamina (TAMRA), carboxi-X-
rodamina (ROX), LIZ, VIC, NED, PET, SYBR, PicoGreen, RiboGreen y similares. Los componentes de deteccién
pueden incluir perlas (por ejemplo, perlas magnéticas o fluorescentes, tales como perlas Luminex) y similares. En
ciertos casos, la deteccién puede implicar mantener una gotita monodispersa en una posicion fija durante el ciclaje
térmico para que se pueda visualizar repetidamente. Tal obtencién de imagenes repetida puede implicar el uso de
una matriz de megagotitas, como se describira mas completamente en la presente descripcion. En ciertos casos, la
deteccién puede implicar la fijacién y/o permeabilizaciéon de una o mas células en una o mas gotitas monodispersas,
por ejemplo, una 0 mas gotitas monodispersas de emulsién miltiple, o GUV.

Los sujetos adecuados para los métodos descritos en la presente descripcion incluyen mamiferos, por ejemplo,
seres humanos. El sujeto puede ser uno que exhiba presentaciones clinicas de una afeccién de la enfermedad o que
se haya diagnosticado con una enfermedad. En ciertos casos, el sujeto puede ser uno que se le ha diagnosticado
cancer, exhibe presentaciones clinicas de cancer o se determina que esta en riesgo de desarrollar cancer debido a
uno o mas factores tales como antecedentes familiares, exposicién ambiental, mutacién genética, estilo de vida (por
ejemplo, dieta y/o fumar), la presencia de una o mas afecciones de la enfermedad y similares. En ciertos casos, el
sujeto puede ser uno que se le ha diagnosticado una infeccién microbiana, exhibe presentaciones clinicas de una
infeccidon microbiana, o se determina que esta en riesgo de desarrollar una infecciéon microbiana debido a uno o mas
factores tales como antecedentes familiares, exposicién ambiental, mutacién genética, estilo de vida (por ejemplo,
dieta y/o viajes), la presencia de una o mas afecciones de la enfermedad, y similares. En ciertos casos, €l sujeto
puede ser uno que se le ha diagnosticado una infeccion viral, exhibe presentaciones clinicas de una infeccién viral, o
se determina que esta en riesgo de desarrollar una infeccién viral debido a uno o mas factores tales como
antecedentes familiares, exposicién ambiental, mutacion genética, estilo de vida (por ejemplo, dieta y/o viajes), la
presencia de una o mas afecciones de la enfermedad, y similares.

Los dispositivos microfluidicos usados para generar particulas de plantilla monodispersas para su uso en la
preparacién de gotitas monodispersas, incluyen, entre otros, los descritos en la publicacién de solicitud de patente
de Estados Unidos Num. 2015/0232942. En algunos casos, un sistema microfluidico que incluye una regién de
amplificacién de acido nucleico y una regién de deteccidén puede usarse en relacién con el procesamiento/incubacion
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y el andlisis de las gotitas monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcién. En algunos
casos, la regién de amplificacién de acido nucleico puede incluir un termociclador. En algunos casos, el sistema
incluye una region de deteccidn, que detecta la presencia o ausencia de productos de reaccion de la regién de
amplificacién de acido nucleico, y que puede conectarse de forma fluida a la regién de amplificacién de acido
nucleico. En algunos casos, el sistema incluye medios para afiadir un primer reactivo a una gotita de una emulsién
simple monodispersa, y/o un elemento de calentamiento. En algunos casos, el sistema incluye una regién de
clasificacion o una region de deteccion/clasificacion de combinacién conectada fluidamente a la regién de
amplificacién del acido nucleico. En algunos casos, alternativamente o ademas de una regién de clasificacion "en
chip", la clasificacién de las gotitas monodispersas puede producirse "fuera del chip". Por ejemplo, en el caso de las
emulsiones dobles acuosas de fase inmiscible en fase acuosa, puede utilizarse un dispositivo de citometria de flujo
fuera del chip, por ejemplo, un dispositivo FACS o un dispositivo MACS, para clasificar.

Breve descripcién de las figuras

La invencion se puede entender mejor a partir de la siguiente descripcion detallada cuando se lee junto con las
figuras adjuntas. En las figuras se incluyen las siguientes figuras:

La Figura 1 muestra un disefio de un dispositivo microfluidico usado para generar particulas para PTE.

La Figura 2 es un esquema que muestra un flujo de trabajo de generacién de gotitas monodispersas por PTE de
acuerdo con un caso de la presente descripcion. El panel A representa combinar una pluralidad de particulas de
plantilla monodispersas con un primer fluido que contiene particulas objetivo para proporcionar una primera
mezcla. El panel B representa combinar la primera mezcla con un segundo fluido para proporcionar una segunda
mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido. El panel C representa el cizallamiento de la
segunda mezcla de manera que las particulas de plantilla monodispersas se encapsulan en gotitas
monodispersas en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, gotitas monodispersas que incluyen el
primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas y una de las particulas objetivo.

La Figura 3 es un esquema que muestra un caso del flujo de trabajo de PTE representado en la Figura 2. El
panel A representa la adicion de perlas de poliacrilamida monodispersas (PAA) a la mezcla de reacciéon de PCR.
El panel B representa la captura de los reactivos de PCR en las perlas de PAA. El panel C representa la
eliminaciéon del exceso de solucién acuosa. El panel D representa la adicion de aceite con surfactante
estabilizante, y el panel E representa la generacién de emulsiones mediante agitacion vorticial. El panel F
representa la amplificacion de una de una pluralidad de particulas objetivo de &cido nucleico dentro de las gotitas
monodispersas y la deteccion de una sefial fluorescente relacionada con el producto de amplificacion.

La Figura 4 proporciona imagenes que comparan la monodispersidad de los tamafios de gotitas generados por
PTE con relacién a la monodispersidad de los tamafios de gotitas generadas mediante el uso de un dispositivo
microfluidico. El panel A representa imagenes de gotitas generadas sin particulas de plantilla monodispersas.
Las emulsiones se generaron mediante agitacién vorticial (izquierda) o mediante el uso de un dispositivo
microfluidico (derecha). El panel B representa emulsiones monodispersas generadas mediante el uso de PTE
con diferentes composiciones de particulas y detergentes solubles en agua. El panel C representa la distribuciéon
del tamario de las gotitas con diferentes métodos de emulsificacion.

La Figura 5 proporciona imagenes de gotitas preparadas bajo diferentes condiciones de PTE como se describe
en el Ejemplo 2. El panel A representa las gotitas preparadas mediante agitacion vorticial de las particulas de
PAA (sin surfactante de fase acuosa) durante 20 minutos. El panel B representa las gotitas preparadas mediante
agitacion vorticial de las particulas de PAA con 1 % de polietilenglicol (Sigma-Aldrich) durante 3 minutos. El panel
C representa las gotitas preparadas mediante agitacién vorticial de las particulas de PAA con 2 % de Tween 20
(Sigma-Aldrich) durante 3 minutos. El panel D representa las gotitas preparadas al mezclar las particulas de PAA
con 0,5 % de Tritdon con FC-40 con 5 % de flurosurfactante y agitacién vorticial durante 3 minutos. El panel E
representa las gotitas preparadas mediante el uso de las particulas de PAA con 0,18 % de N,N*-
bisacriloilcistamina como reticulante y agitacion vorticial de las particulas de PAA con 0,5 % de Triton durante 30
segundos.

La Figura 6 proporciona imagenes e histogramas de gotitas generadas con diferentes tiempos de agitacion
vorticial. El panel A representa imagenes € histogramas con un tiempo de agitacién vorticial de 5 s. El panel B
representa imagenes e histogramas con un tiempo de agitacion vorticial de 15 s. El panel C representa imagenes
€ histogramas con un tiempo de agitacion vorticial de 1 min. Las imagenes y los histogramas del panel D con un
tiempo de agitacién vorticial de 2 min.

La Figura 7 proporciona los resultados de una demostracién que indica que PTE permite la produccién de
emulsiones monodispersas de escalas de microlitros a mililitros. El panel A representa imagenes de emulsiones
de PTE de diferentes volimenes totales. El panel B representa histogramas de la distribucion del tamario de las
gotitas para las emulsiones de 200 pl y 2 ml. El panel C proporciona una tabla que compara el tiempo de
generacion de gotitas de los métodos de generacion basados en PTE y microfluidica.

La Figura 8 proporciona imagenes de la PCR de gotitas digitales-PTE (ddPCR) y la cuantificacién mediante el
uso de particulas de plantilla monodispersas. El panel A representa imagenes de fluorescencia de gotitas
después de la amplificacion por PCR con sondas y cebadores TagMan® para las plantillas de ADN gendmico de
levadura con factores de dilucién variables (A.U. = 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0). Las fracciones de gotitas positivas a
la fluorescencia observadas corresponden con las concentraciones de la plantilla. El panel B representa un
grafico de dispersion que muestra el tamafio y la distribuciéon de fluorescencia de una muestra en la serie de
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dilucién. La poblacién con baja fluorescencia (< 20 AU) y diametro pequefio (< 30 um) se compone de gotitas
que no contienen particulas de hidrogel. La poblacién con diametro esperado (30-40 um) consiste en gotitas de
nucleo de hidrogel simples. Esta poblaciéon forma dos conglomerados compactos: alta fluorescencia (PCR-
positiva) y baja fluorescencia (PCR-negativa, gotitas sin plantilla). El panel C representa el nimero promedio de
copias de plantilla por gotita estimado al asumir una escala de distribucién de Poisson con las concentraciones
de plantilla controladas en el intervalo de tres décadas probado (R"2=0,9994 y las barras de error representan la
desviacion estandar).

La Figura 9 proporciona un grafico que muestra los resultados con ddPCR microfluidica para la comparacion. El
numero promedio de copias de plantilla por gotita se estim6 al asumir una escala de distribucién de Poisson con
las concentraciones de plantilla controladas en el intervalo de tres décadas probado (R"2=0,9993 y la barra de
error representa el error estandar).

Las Figuras 10A y 10B proporcionan esquemas, imagenes y graficos de ddPCR basada en PTE y cuantificacion
con particulas disponibles comercialmente. La Figura 10A representa un esquema que muestra la generacion de
gotitas Utiles para la ddPCR basada en PTE mediante el uso de particulas comerciales cuasi monodispersas. La
Figura 10B, el panel A representa imagenes de fluorescencia después de la amplificacion por PCR de ADN
genomico de levadura a diferentes concentraciones (A.U. = 0, 0,1, 1). La Figura 10B, el panel B representa un
grafico de dispersion que muestra el tamafio y la distribuciéon de fluorescencia de una muestra en la serie de
dilucién. Los positivos y negativos de fluorescencia son claramente distinguibles entre si, lo que permite la
cuantificacién mediante analisis de imagenes. La Figura 10B, el panel C representa los valores del estimador de
Poisson que se obtienen mediante el uso de distribuciones de multiples Poisson ponderadas por volimenes de
gotitas, que muestran una correlacién lineal con la concentracion de la plantilla (R*2=0,9409 y las barras de error
representan la desviacion estandar).

La Figura 11 proporciona imagenes que muestran la ddPCR multiplexada basada en PTE de ADN de virus
lambda y levadura mixto. El panel A representa las sondas que se dirigen al virus lambda o a la levadura que se
etiquetan de forma fluorescente con Cy5 (rojo) y carboxi-fluoresceina (FAM) (verde), respectivamente. El panel B
representa células de levadura que crecen en gotitas preparadas por PTE. Después de 10 horas de incubacién,
las colonias que crecen a partir de células encapsuladas Unicas se pueden detectar mediante fluorescencia de
proteina amarilla fluorescente endégena (YFP).

La Figura 12 proporciona imagenes de emulsiones monodispersas preparadas en un formato de placa de 96
pocillos como se analizé en el Ejemplo 7.

La Figura 13 proporciona un esquema e imagenes relacionadas de un flujo de trabajo para generar emulsiones
dobles y GUV (es decir, liposomas) a través de PTE. El panel A representa un flujo de trabajo esquematico del
método de generacion de liposomas instantaneo. El panel B representa una emulsién simple formada mediante
la agitacion vorticial con perlas de poliacrilamida. El panel C representa una imagen de un liposoma que se forma
al afiadir una solucién acuosa externa seguida de agitacion vorticial. Barra de escala = 400 um. El panel D
representa una imagen fluorescente de un liposoma formado con lipido fluorescente adicional en la fase oleosa.
Las Figuras 14A-C proporcionan un diagrama esquematico de un método para realizar la scRNA-seq de alto
rendimiento mediante PTE. La Figura 14A representa las perlas de Drop-seq que se encapsulan en hidrogeles.
Las células, la proteinasa K y el tampén de hibridacion se mezclan. La Figura 14B representa la agitacién
vorticial de la mezcla para la emulsificacién. La Figura 14C representa la recuperacion de las perlas de Drop-seq
y la secuenciacion de RT, seguida del andlisis de datos.

La Figura 15 proporciona los resultados de imagenes de experimentos que realizan la scRNA-seq de alto
rendimiento mediante PTE, una scRNA-seq sin microfluidica. El panel A representa una imagen microscopica de
particulas con perlas de Drop-seq, que tiene una barra de escala de 2000 um. El panel B representa una imagen
microscopica de emulsiones con perlas de Drop-seq, que tienen una barra de escala de 1000 um. El panel C,
con una barra de escala de 400 um, y el panel D, con una barra de escala de 1000 um, representan imagenes
microscopicas de células tefiidas con calceina verde encapsuladas en gotitas antes y después de la lisis. El
panel E proporciona un grafico que representa los datos de un experimento de células mixtas de ratén y humano.
La Figura 16 proporciona un diagrama esquematico de un caso de un flujo de trabajo para crear un microgel
nucleo-cubierta mediante el uso de la tecnologia de emulsién instantanea, que combina la PTE basada en
afinidad con el analisis dirigido.

La Figura 17 proporciona imagenes de perlas de nicleo de poliacrilamida con una cubierta de agarosa. El panel
A representa las perlas de nucleo de poliacrilamida rodeadas por una cubierta de agarosa después de que se
rompen las gotitas. El panel B representa ddPCR en perlas de nucleo de poliacrilamida con una cubierta de
agarosa a dos factores de dilucién. El panel C representa imagenes de las gotitas después de FACS. El panel D
representa el resultado de la gPCR.

Descripcion detallada

La presente descripcion proporciona un método de emulsificacién con plantilla de particulas (PTE) mejorado para
generar emulsiones monodispersas como se define en la reivindicacion 1. Las gotitas presentes en tales emulsiones
se denominan indistintamente en la presente descripcién como gotitas de PTE y PIP. Los métodos descritos facilitan
la encapsulacion y el andlisis posterior de particulas objetivo de interés sin requerir el uso de un dispositivo
microfluidico. Los métodos descritos implican el uso de particulas monodispersas para servir como plantilla para la
formacion de gotitas monodispersas.
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Los métodos descritos facilitan la encapsulacion de particulas objetivo, por ejemplo, acidos nucleicos, que luego
pueden detectarse, cuantificarse y/o clasificarse, por ejemplo, en base a su secuencia como se detecta con técnicas
de amplificacién de &cido nucleico, por ejemplo, PCR y/o MDA.

También debe entenderse que la terminologia usada en la presente descripcidon es solo para el propésito de
describir casos particulares, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencion se limitara solo
por las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima de la unidad
del limite inferior a menos que el contexto claramente lo indique de cualquier otra manera, entre el limite superior e
inferior de ese intervalo y cualquier otro valor declarado o intermedio en ese intervalo declarado, se abarca dentro de
la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente
en los intervalos mas pequefios y también se abarcan dentro de la invencion, sujeto a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo indicado. Donde el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los
intervalos que excluyen uno o ambos de esos limites incluidos también se incluyen en la invencion.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado que se entiende cominmente por un experto en la técnica a la que
pertenece esta invencién. Aunque cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente
descripcién pueden usarse en la préactica o prueba de la presente invencién, ahora se describen algunos métodos y
materiales potenciales e ilustrativos.

Se debe sefialar que como se usa en la presente descripcidon y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto claramente indique de cualquier
otra manera. Por tanto, por ejemplo, la referencia a "una gotita" incluye una pluralidad de tales gotitas y la referencia
al "acido nucleico" incluye la referencia a uno o mas acidos nucleicos y equivalentes de los mismos conocidos para

los expertos en la técnica, etcétera.

Se observa ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento que pueda ser
opcional. Como tal, esta declaracién pretende servir como base antecedente para el uso de tal terminologia
LU L}

exclusiva como "Unicamente", "solamente” y similares en relacién con la enumeracién de elementos de acuerdo con
la reivindicacion, o el uso de una limitacién "negativa".

Las publicaciones analizadas en la presente descripcién se proporcionan Unicamente para su descripcién antes de
la fecha de presentacion de la presente solicitud. Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser
diferentes de las fechas de publicacién reales que pueden necesitar confirmarse independientemente.

Por ejemplo, en la presente descripcién se describen una variedad de métodos y aplicaciones adicionales, que
pueden realizarse en relacién con los métodos descritos en la presente descripcion relacionados con la generacion
de una emulsién monodispersa o que pueden utilizar las gotitas monodispersas preparadas de acuerdo con los
métodos descritos en la presente descripcion para la generacién de una emulsion monodispersa. Tales métodos y
aplicaciones incluyen, sin limitacion, los descritos en las secciones en la presente descripcion, tituladas: Métodos;
Particulas de plantilla monodispersas y generacion de estas; Gotitas monodispersas, que incluyen gotitas de
emulsién simple y gotitas de emulsién multiple, y generacién de estas; vesiculas unilamelares gigantes (GUV);
fluidos involucrados en la generacion de emulsiones monodispersas; surfactantes; cizallamiento; adicion de
reactivos a gotitas de emulsion simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV; restos de enlace; reacciones en gotitas
de emulsion simple, gotitas de emulsién miltiple y/o GUV; deteccién de productos de PCR; deteccion de células (por
ejemplo, células tumorales) en gotitas de emulsiéon simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV; deteccién de acido
nucleico en gotitas de emulsién simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV; amplificacién por desplazamiento
multiple; PCR; PCR doble; PCR digital; secuenciacion de ARN (RNAseq); medicion de las longitudes de los acidos
nucleicos; enriquecimiento microfluidico para analisis de secuencias (MESA) en gotitas de emulsién simple, gotitas
de emulsién multiple y/o GUV; clasificacion de células activadas por PCR (PACS) en gotitas de emulsién simple,
gotitas de emulsién mudltiple y/o GUV; clasificacién de células activadas por PCR de células vivas (PACS);
clasificacion de células activadas por espectrometria de masas (MS-ACS); crecimiento y lisis de colonias;
multiplexacion; ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) digital; ensayo inmunoabsorbente ligado a
oligonucleotidos digital (dOLISA); clasificacion; sujetos y/o muestras adecuadas; deteccion de proteinas o ADN con
sondas ligadas a enzimas; y deteccion del cancer.

Métodos

Como se resumid anteriormente, la presente descripciéon proporciona un método de PTE mejorado para generar
emulsiones monodispersas como se define en la reivindicacion 1. Los métodos descritos facilitan la encapsulacion vy,
opcionalmente, el analisis posterior de particulas objetivo de interés sin requerir el uso de un dispositivo
microfluidico. En particular, los métodos descritos implican la produccién de gotitas que contienen particulas objetivo
monodispersas sin la necesidad de sistemas microfluidicos avanzados. Si bien los sistemas microfluidicos pueden
usarse en relacién con las gotitas monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcion, por
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ejemplo, para la adicion de reactivos a las gotitas o para la clasificacién de las gotitas, tales sistemas no son
necesarios para la produccion de las gotitas monodispersas en si mismas. Los métodos descritos implican el uso de
particulas monodispersas para servir de plantilla para la formacién de gotitas monodispersas mediante la aplicacion
de una fuerza de cizallamiento, que puede aplicarse, por ejemplo, mediante el uso de un homogeneizador (por
ejemplo, un mezclador vorticial), pasar una mezcla adecuada a través de una punta de pipeta, agitar una mezcla
adecuada mediante el uso de un agitador de perlas, o cualquier otro método adecuado.

Como se usa en la presente descripcion, el término "muestra biologica" abarca una variedad de tipos de muestras
obtenidas de una variedad de fuentes, cuyos tipos de muestras contienen material biolégico. Por ejemplo, el término
incluye muestras biolégicas obtenidas de un sujeto mamifero, por ejemplo, un sujeto humano, y muestras biologicas
obtenidas de un alimento, agua u otra fuente ambiental, etc. La definicién abarca muestras de sangre y otros
liquidos de origen biolégico, asi como también muestras de tejido sélido tales como un espécimen de biopsia o
cultivos de tejido o células derivadas de los mismos y la progenie de estos. La definicion también incluye muestras
que se han manipulado de cualquier manera después de su adquisicion, tal como mediante el tratamiento con
reactivos, solubilizacién o enriquecimiento para ciertos componentes, tales como polinucleétidos. El término
"muestra biolégica" abarca una muestra clinica, e incluye, ademas, células en cultivo, sobrenadantes celulares,
lisados celulares, células, suero, plasma, fluido biologico y muestras de tejido. "Muestra bioldgica" incluye células,
por ejemplo, células bacterianas o células eucariotas; fluidos biologicos tales como sangre, liquido cefalorraquideo,
semen, saliva y similares; bilis; médula ésea; piel (por ejemplo, biopsia de piel); y anticuerpos obtenidos de un
individuo.

Como se describe mas completamente en la presente descripcion, en diversos casos los métodos de la presente
invencién pueden usarse para detectar una variedad de componentes de tales muestras biolégicas. Los
componentes de interés incluyen, pero no se limitan a, células (por ejemplo, células circulantes y/o células tumorales
circulantes), virus, polinucleotidos (por ejemplo, ADN y/o ARN), polipéptidos (por ejemplo, péptidos y/o proteinas) y
muchos otros componentes que pueden estar presentes en una muestra biolégica.

"Polinucleétidos” u "oligonucleétidos" como se usan en la presente descripcion, se refieren a polimeros lineales de
monémeros de nucleétidos, y pueden usarse indistintamente. Los polinucleétidos y los oligonucleétidos pueden
tener cualquiera de una variedad de configuraciones estructurales, por ejemplo, ser monocatenarios, bicatenarios o
una combinacion de ambos, asi como también tener estructuras secundarias/terciarias intramoleculares o
intermoleculares de orden superior, por ejemplo, horquillas, bucles, regiones de triple cadena, etc. Los
polinucleétidos tipicamente varian en tamafio de unas pocas unidades monoméricas, por ejemplo, 5-40, cuando se
refieren comlUnmente como "oligonucledtidos", a varios miles de unidades monoméricas. Siempre que un
polinucleétido u oligonucleétido se represente por una secuencia de letras (maylsculas o mindsculas), tal como
"ATGCCTG", se debe entender que los nucledtidos estan en el orden 5'—3' de izquierda a derecha y que "A" denota
desoxiadenosina, "C" denota desoxicitidina, "G" denota desoxiguanosina y "T" denota timidina, "I" denota
desoxiinosina, "U" denota uridina, a menos que se indique de otra forma o sea obvio por el contexto. A menos que
se indique de cualquier otra manera, la terminologia y las convenciones de numeracién de atomos seguiran las
divulgadas en el documento de Strachan y Read, Human Molecular Genetics 2 (Wiley-Liss, Nueva York, 1999).

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina”, usados indistintamente en la presente descripcion, se refieren a
una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud. NH2 se refiere al grupo amino libre presente en el
extremo amino terminal de un polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxilo libre presente en el extremo terminal
carboxilo de un polipéptido. De acuerdo con la nomenclatura estandar de polipéptidos, se usa el documento J. Biol.
Chem., 243 (1969), 3552-3559.

En ciertos casos, se proporcionan métodos para contar y/o genotipar células, que incluyen células normales o
células tumorales, tales como CTC. Una caracteristica de tales métodos es el uso de la microfluidica.

Los métodos descritos en la presente descripcion generalmente implican generar una pluralidad de gotitas
monodispersas que incluyen gotitas de emulsiéon simple monodispersas o gotitas de emulsién multiple y/o GUV, que
pueden seguirse, por ejemplo, por una o mas etapas de sintesis de acido nucleico, y/o uno o mas etapas de
deteccién y/o clasificacion. La Figura 2 presenta un esquema que muestra un flujo de trabajo de PTE de acuerdo
con una modalidad de la presente descripcion. El panel A representa una primera etapa de la combinacién de una
pluralidad de particulas de plantilla monodispersas con un primer fluido que contiene particulas objetivo para
proporcionar una primera mezcla. El panel B representa una segunda etapa de combinar la primera mezcla con un
segundo fluido para proporcionar una segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido.
El panel C representa una etapa de cizallamiento de la segunda mezcla de manera que las particulas de plantilla
monodispersas se encapsulan en gotitas monodispersas en el segundo fluido. Como resultado de estas etapas se
proporcionan gotitas monodispersas que incluyen el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas y
una de las particulas objetivo.

Después de la generacion de las gotitas monodispersas, tales gotitas pueden estar sujetas a cualquiera de una

variedad de flujos de trabajo, técnicas y/o reacciones adecuadas como se describe en la presente descripcion o
como se conoce de cualquier otra manera en la técnica en relacién con el analisis basado en gotitas de particulas

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 998 086 T3

objetivo tales como células, virus y componentes de los mismos, tales como acidos nucleicos, por ejemplo, ADN y
ARN. Pueden encontrarse métodos adicionales de analisis basado en gotitas, que pueden usarse en relacion con
las gotitas monodispersas preparadas de acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion, por ejemplo
en las siguientes publicaciones, publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos Num. 2015/0232942,
publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos Num. 2017/0121756, publicacion de solicitud de Patente de
Estados Unidos Num. 2017/0022538, y publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos Num. 2017/0009274.

La Figura 3 presenta un esquema que muestra una modalidad mas detallada del flujo de trabajo de PTE mostrado
en la Figura 2. El panel A representa una etapa de adicion de perlas de poliacrilamida (PAA) monodispersas a la
mezcla de reaccién de PCR, que puede incluir, por ejemplo, acidos nucleicos plantilla, cebadores, sondas, dNTP y
una enzima adecuada (por ejemplo, polimerasa Taq) para proporcionar una primera mezcla. El panel B representa
una etapa de captura de los reactivos de PCR en las perlas de PAA al remojar las perlas de PAA en la mezcla de
reaccion de PCR. El panel C representa una etapa de eliminacion del exceso de solucién acuosa de la primera
mezcla después de sumergir las perlas de PAA en la mezcla de reacciéon de PCR. El panel D representa una etapa
de adicién de aceite (un segundo fluido que es inmiscible con la mezcla de reaccién de PCR) con un surfactante
estabilizante para proporcionar una segunda mezcla. El panel E representa una etapa de generacion de emulsiones
monodispersas mediante la agitacién vorticial de la segunda mezcla. El panel F representa una etapa de amplificar
una de una pluralidad de particulas objetivo de acido nucleico dentro de las gotitas monodispersas y la deteccién de
una sefial fluorescente relacionada con el producto de amplificacion.

Una caracteristica de ciertos métodos descritos en la presente descripcion es el uso de un ensayo basado en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar la presencia de ciertos oligonucleétidos y/o genes, por
ejemplo, oncogén(es) presentes en células. Los ejemplos de ensayos basados en PCR de interés incluyen, entre
otros, PCR cuantitativa (QPCR), PCR cuantitativa fluorescente (QF-PCR), PCR fluorescente multiplexada (MF-PCR),
PCR de gotitas digital (ddPCR), PCR de célula nica, PCR-RFLP/PCR-RFLP en tiempo real, PCR de inicio en
caliente, PCR anidada, PCR de polonias in situ, amplificacion por circulo rodante (RCA) in situ, PCR de puente, PCR
de picotituladora, PCR de emulsién y PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR). Otros métodos de amplificacion
adecuados incluyen la reaccién en cadena de ligasa (LCR), la amplificaciéon de transcripcién, la replicacion de
secuencias autosostenidas, la amplificacion selectiva de secuencias polinucleotidicas objetivo, la reaccion en
cadena de polimerasa cebada por secuencia de consenso (CP-PCR), la reaccién en cadena de polimerasa cebada
arbitrariamente (AP-PCR), la PCR cebada por oligonucleétidos degenerados (DOP-PCR) y la amplificacion de
secuencias basada en acidos nucleicos (NABSA).

Puede usarse un ensayo basado en PCR para detectar la presencia de ciertos genes, tales como ciertos oncogenes.
En tales ensayos, uno o mas cebadores especificos para cada gen de interés reaccionan con el genoma de cada
célula. Estos cebadores tienen secuencias especificas para el gen particular, de modo que solo hibridaran e iniciaran
la PCR cuando sean complementarios al genoma de la célula. Si el gen de interés esta presente y el cebador
coincide, se crean muchas copias del gen. Para determinar si un gen particular esta presente, los productos de PCR
pueden detectarse a través de un ensayo que sondea el liquido de la gotita monodispersa, tal como al tefiir la
solucion con un colorante de intercalacién, como SybrGreen o bromuro de etidio, hibridando los productos de PCR a
un sustrato sélido, tal como una perla (por ejemplo, perlas magnéticas o fluorescentes, tales como perlas Luminex),
o detectandolos a través de una reaccién intermolecular, tal como FRET. Estos colorantes, perlas y similares son
cada uno ejemplos de un "componente de deteccion”, un término que se usa de manera amplia y genérica en la
presente descripcion para referirse a cualquier componente que se usa para detectar la presencia o ausencia de
productos de amplificacién de acido nucleico, por ejemplo, productos de PCR.

Mas abajo, se describiran en mayor detalle un nimero de variaciones de estos enfoques basicos.
Particulas de plantilla monodispersas y generacion de estas

Como se usa en la presente descripcion, el término "monodispersas", como se aplica a las particulas de plantilla, se
refiere a una variacion en el diametro o la dimensién mas grande de las particulas de plantilla, de manera que el 99
% o0 mas de las particulas de plantilla varian en diametro por menos de un factor de 10, por ejemplo, menos de un
factor de 5, menos de un factor de 4, menos de un factor de 3, menos de un factor de 2, menos de un factor de 1,5,
menos de un factor de 1,4, menos de un factor de 1,3, menos de un factor de 1,2, menos de un factor de 1,1, menos
de un factor de 1,05 o menos de un factor de 1,01.

Como se usa en la presente descripcion, el término "particulas de plantilla" y "particula de plantilla’ se usan
indistintamente para referirse a particulas diminutas, generalmente esféricas. Las particulas de plantilla pueden ser
porosas 0 no porosas. En cualquier modalidad adecuada en la presente descripcion, las particulas de plantilla
pueden incluir microcompartimentos, que pueden contener componentes y/o reactivos adicionales, por ejemplo,
componentes y/o reactivos adicionales que pueden liberarse en gotitas monodispersas como se describe en la
presente descripcién. En cualquier modalidad adecuada en la presente descripcién, las particulas de plantilla
pueden incluir un polimero, por ejemplo, un hidrogel. En algunas modalidades, por ejemplo, modalidades descritas
en la presente descripcién en la que el primer fluido es un fluido acuoso, el polimero es un polimero hidréfilo. En
algunas modalidades, por ejemplo, modalidades descritas en la presente descripcion en la que el primer fluido es un
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fluido no acuoso, por ejemplo, un aceite, el polimero es un polimero lipéfilo. Las particulas de plantilla generalmente
varian de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000 pum de diametro o la dimensién mas grande. En algunas
modalidades, las particulas de plantilla tienen un diametro o dimensién méas grande de aproximadamente 1,0 ym a
1000 pum, inclusive, tal como 1,0 um a 750 pm, 1,0 um a 500 pm, 1,0 pum a 250 um, 1,0 ym a 200 pm, 1,0 um a 150
pm 1,0 pm a 100 pym, 1,0 ym a 10 ym, o 1,0 ym a 5 pm, inclusive. En algunas modalidades, las particulas de
plantilla tienen un diametro o la dimensién mas grande de aproximadamente 10 um a aproximadamente 200 um, por
ejemplo, de aproximadamente 10 pum a aproximadamente 150 um, de aproximadamente 10 um a aproximadamente
125 um, o de aproximadamente 10 um a aproximadamente 100 pm.

En la practica de los métodos descritos en la presente descripcién, la composicion y la naturaleza de las particulas
de plantilla monodispersas pueden variar. Por ejemplo, en ciertos casos, las particulas de plantilla monodispersas
pueden ser particulas de microgel que son esferas de la matriz de gel a escala de micras. En algunas modalidades,
los microgeles se componen de un polimero hidréfilo que es soluble en agua, que incluye alginato o agarosa. En
otras modalidades, los microgeles se componen de un microgel lipofilo.

En otros casos, las particulas de plantilla monodispersas pueden ser un hidrogel. En ciertas modalidades, el hidrogel
se selecciona de materiales de origen natural, materiales de origen sintético y sus combinaciones. Ejemplos de
hidrogeles incluyen, entre otros, colageno, hialuronano, quitosano, fibrina, gelatina, alginato, agarosa, sulfato de
condroitina, poliacrilamida, polietilenglicol (PEG), alcohol polivinilico (PVA), poliacrilamida / poli(acido acrilico) (PAA),
metacrilato de hidroxietilo (HEMA), poli N-isopropilacrilamida (NIPAM) y polianhidridos, fumarato de polipropileno)
(PPF).

En algunas modalidades, las particulas de plantilla monodispersas tienen un volumen promedio, y un método
descrito en la presente descripcién incluye reducir el tamafio de las particulas de plantilla monodispersas para
disminuir el volumen promedio. La contraccion puede producirse tras la aplicaciéon de un estimulo externo, por
ejemplo, calor. Por ejemplo, las particulas de plantilla monodispersas pueden encapsularse en un fluido mediante
cizallamiento, seguido de la aplicacién de calor, o que hace que las particulas de plantilla monodispersas se encojan
en tamafo. La gotita de emulsiéon simple monodispersa o la gotita de emulsién doble o la GUV no se encogera
porque el volumen de la gotita es constante y dictado por el tamafio original de la particula de plantilla
monodispersa, pero la particula de plantilla monodispersa dentro de la gotita se encogera lejos de la superficie de la
gotita.

En cualquier modalidad adecuada en la presente descripcion, las particulas de plantilla monodispersas pueden
incluir al menos una de células, genes, moléculas de farmacos, agentes terapéuticos, particulas, agentes bioactivos,
agentes osteogénicos, agentes osteoconductores, agentes osteoinductores, agentes antiinflamatorios, factores de
crecimiento, particulas polipeptidicas derivadas de fibroina, reactivos de sintesis de acido nucleico, reactivos de
deteccién de acido nucleico, particulas objetivo, moléculas de ADN, moléculas de ARN, moléculas de ADN
genomico, y combinaciones de estas. En las modalidades que implican la combinacién de multiples reactivos dentro
de una gotita de emulsién doble monodispersa o una gotita de emulsiéon simple o GUV, las particulas de plantilla
monodispersas pueden contener miltiples compartimientos. Las particulas de plantilla monodispersas pueden
usarse para encapsular reactivos que pueden activarse para liberar un compuesto deseado, por ejemplo, un sustrato
para una reaccién enzimatica. Por ejemplo, una gotita de emulsion doble se puede encapsular en las particulas de
plantilla monodispersas que se activan para romperse tras la aplicacion de un estimulo, por ejemplo, calor. El
estimulo inicia una reaccién después de que las particulas de plantilla monodispersas se han encapsulado en un
fluido de fase portadora inmiscible.

Las particulas de plantilla monodispersas pueden generarse bajo control microfluidico, por ejemplo, mediante el uso
de los métodos descritos en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos Num. 2015/0232942. Los
dispositivos microfluidicos pueden formar emulsiones que consisten de gotitas que son extremadamente uniformes
en tamafio. El proceso de generacion de particulas de plantilla monodispersas puede realizarse al bombear dos
fluidos inmiscibles, tales como aceite y agua, en una unién. La forma de la unién, las propiedades del fluido
(viscosidad, tension interfacial, etc.) y los regimenes de flujo influyen en las propiedades de las particulas de plantilla
monodispersas generadas, pero, para un rango de propiedades relativamente amplio, las particulas de plantilla
monodispersas de tamafio uniforme controlado pueden generarse mediante el uso de métodos como las uniones Ty
el enfoque de flujo. Para variar el tamafio de particula de plantilla monodispersa, los regimenes de flujo de los
liquidos inmiscibles pueden variar ya que, para las metodologias de unién en T y enfoque de flujo en un cierto rango
de propiedades, el tamafio de particulas de plantilla monodispersas depende del régimen de flujo total y la relacién
de los dos regimenes de flujo de los fluidos. Para generar una particula de plantilla monodispersa con métodos
microfluidicos, los dos fluidos se cargan normalmente en dos depésitos de entrada (por ejemplo, jeringas, tubos de
presion) y luego se presurizan segun sea necesario para generar los regimenes de flujo deseados (por ejemplo,
mediante el uso de bombas de jeringa, reguladores de presién, gravedad, etc.). Esto bombea los fluidos a través del
dispositivo a los regimenes de flujo deseados, generando asi gotitas del tamafio y la velocidad deseados.

En algunas modalidades, las particulas de plantilla monodispersas pueden generarse mediante el uso de técnicas

de generacién de gotitas paralelas, que incluyen, entre otros, el uso de placas de distribucion y division en serie. Las
técnicas de generacion de gotitas paralelas de interés incluyen, ademas, las descritas por Abate y Weitz, documento
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Lab Chip, 7 de junio de 2011; 11(11):1911-5; y Huang y otros, documento RSC Advances 2017, 7, 14932-14938.

En algunas modalidades, se permite que las particulas de plantilla monodispersas se solidifiquen al activar un
mecanismo de gelacién, que incluye, entre otros, la polimerizacion o reticulacion de una matriz de gel. Por ejemplo,
los geles de poliacrilamida se forman por copolimerizacién de acrilamida y bis-acrilamida. La reaccién es una
polimerizacién de adicién de vinilo iniciada por un sistema generador de radicales libres. En ciertos casos, los
hidrogeles de agarosa se gelifican al enfriar los hidrogeles por debajo de la temperatura de gelificacién.

En algunas modalidades, las particulas de plantilla monodispersas se pueden eliminar del fluido, secar y almacenar
en una forma estable durante un periodo de tiempo. Los ejemplos de enfoques de secado incluyen, entre otros,
calentamiento, secado al vacio, liofilizacién y secado supercritico. En algunas modalidades, las particulas de plantilla
monodispersas secas pueden combinarse con un fluido, pero aun conservan la forma y la estructura como particulas
de gel independientes, a menudo esféricas. En algunas modalidades, las particulas de plantilla monodispersas
secas se combinan con un fluido apropiado, lo que hace que una porcién del fluido se absorba por las particulas de
plantilla monodispersas. En algunas modalidades, la porosidad de las particulas de plantilla monodispersas puede
variar, para permitir que al menos una de una pluralidad de particulas objetivo se absorba en las particulas de
plantilla monodispersas cuando se combina con el fluido apropiado. Puede usarse cualquier fluido conveniente que
permita realizar la absorciéon deseada en las particulas de plantilla monodispersas.

Como se usa en la presente descripcién, los términos "absorber”, "hinchar" y "expandir" aplicados a las particulas de
plantila monodispersas pueden usarse indistintamente para referirse al proceso en el que un fluido permea una
sustancia, o en el que una sustancia incorpora un fluido. En algunas modalidades, la sustancia que se absorbe
puede retener al menos una porcién de su forma y estructura. En algunas modalidades, la sustancia que se absorbe
puede incorporarse en un fluido para formar una solucién.

Se usa un surfactante para estabilizar las particulas de plantilla monodispersas. En consecuencia, una particula de
plantilla monodispersa implica una emulsién estabilizada por surfactante, por ejemplo, una emulsion simple
estabilizada por surfactante o una emulsién doble estabilizada por surfactante.

Gotitas monodispersas, que incluyen gotitas de emulsion simple y gotitas de emulsién mdltiple, y generacién de
estas

Como se usa en la presente descripcion, el término "monodispersas”, como se aplica a las gotitas, por ejemplo, las
gotitas de emulsién simple monodispersas, se refiere a una variaciéon en el diametro de las gotitas producidas por
cizallamiento en presencia de particulas de plantilla monodispersas, que es menor de lo que se produciria cuando
las gotitas se producen por cizallamiento en las mismas condiciones en ausencia de las particulas de plantilla
monodispersas. Generalmente, las gotitas de emulsién simple monodispersas o las gotitas de emulsién multiple
pueden tener mas variacion en el diametro o la dimensién mas grande en comparacién con las particulas de plantilla
monodispersas a partir de las cuales se generan, mientras que ain funcionan en los diversos métodos descritos en
la presente descripcién. Las gotitas monodispersas varian de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1000 um de
diametro y tienen una variacién en el diametro de menos de un factor de 10, por ejemplo, menos de un factor de 5,
menos de un factor de 4, menos de un factor de 3, menos de un factor de 2, menos de un factor de 1,5, menos de
un factor de 1,4, menos de un factor de 1,3, menos de un factor de 1,2, menos de un factor de 1,1, menos de un
factor de 1,05 o menos de un factor de 1,01, en diametro o la dimensién mas grande. En algunas modalidades, las
gotitas monodispersas tienen una variacion en el diametro o la dimensién mas grande de manera que al menos el 50
% 0 mas, por ejemplo, el 60 % o0 mas, el 70 % o mas, el 80 % o mas, el 90 % o mas, el 95 % o mas, o €l 99 % o mas
de las gotitas monodispersas, varian en el diametro o la dimensién més grande en menos de un factor de 10, por
ejemplo, menos de un factor de 5, menos de un factor de 4, menos de un factor de 3, menos de un factor de 2,
menos de un factor de 1,5, menos de un factor de 1,4, menos de un factor de 1,3, menos de un factor de 1,2, menos
de un factor de 1,1, menos de un factor de 1,05 0 menos de un factor de 1,01. En algunas modalidades, las gotitas
monodispersas tienen un diametro de aproximadamente 1,0 pm a 1000 pum, inclusive, tal como aproximadamente
1,0 um a aproximadamente 750 um, aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 500 um, aproximadamente 1,0
um a aproximadamente 250 um, aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 200 pum, aproximadamente 1,0 ym a
aproximadamente 150 um, aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 100 um, aproximadamente 1,0 um a
aproximadamente 10 um, o aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 5 um, inclusive. En algunas modalidades,
el volumen interno de las gotitas monodispersas puede ser de aproximadamente 0,01 pl 0 menos, aproximadamente
0,1 pl 0 menos, 1 pl 0 menos, aproximadamente 5 pl 0 menos, 10 pl 0 menos, 100 pl 0 menos, 0 1000 pl 0 menos.
En algunas modalidades, el volumen interno de las gotitas monodispersas puede ser de aproximadamente 1 fl o
menos, aproximadamente 10 fl 0 menos, o 100 fl 0 menos. En algunas modalidades, el volumen interno de las
gotitas monodispersas puede abarcar un volumen liquido que varia entre picolitros y femtolitros (por ejemplo,
aproximadamente 0,001 pl a aproximadamente 1000 pl). En algunas modalidades, el volumen interno de las gotitas
monodispersas se extiende estrictamente por debajo del nivel de nanolitros (por ejemplo, estrictamente picolitros,
estrictamente femtolitros o sus combinaciones).

En la practica de los métodos descritos en la presente descripcion, la composicién y la naturaleza de las gotitas
monodispersas, por ejemplo, las gotitas de emulsion simple y emulsién midltiple, pueden variar. Se usa un
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surfactante para estabilizar las gotitas. En consecuencia, una gotita implica una emulsion estabilizada por
surfactante, por ejemplo, una emulsién simple estabilizada por surfactante o una emulsién doble estabilizada por
surfactante.

Las gotitas que se describen en la presente descripcion se preparan como emulsiones, por ejemplo, como un fluido
de fase acuosa disperso en un fluido portador de fase inmiscible. En particular, las gotitas de emulsién miltiple
descritas en la presente descripcién pueden proporcionarse como emulsiones dobles, por ejemplo, como un fluido
de fase acuosa en un fluido de fase inmiscible, disperso en un fluido portador de fase acuosa; emulsiones
cuadruples, por ejemplo, un fluido de fase acuosa en un fluido de fase inmiscible, en un fluido de fase acuosa, en un
fluido de fase inmiscible, disperso en un fluido portador de fase acuosa; y asi sucesivamente. La generaciéon de una
gotita de emulsién simple monodispersa o una gotita de emulsién multiple descrita en la presente descripciéon puede
realizarse sin control microfluidico. En modalidades alternativas, una emulsién simple monodispersa puede
prepararse sin el uso de un dispositivo microfluidico, pero luego modificada mediante el uso de un dispositivo
microfluidico para proporcionar una emulsiéon multiple, por ejemplo, una emulsion doble.

Las emulsiones monodispersas simples se generan sin el uso de dispositivos microfluidicos mediante el uso de los
métodos descritos en la presente descripcidén. La produccién de una emulsién monodispersa mediante el uso de
particulas de plantilla monodispersas puede proporcionar emulsiones que incluyen gotitas que son extremadamente
uniformes en tamario. El proceso de generacion de gotitas se puede lograr al combinar una pluralidad de particulas
de plantilla monodispersas con un primer fluido para proporcionar una primera mezcla, en donde el primer fluido
incluye una pluralidad de particulas objetivo; combinar la primera mezcla con un segundo fluido para proporcionar
una segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido; y cizallar la segunda mezcla de
manera que una pluralidad de las particulas de plantilla monodispersas se encapsulan en una pluralidad de gotitas
monodispersas en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, una pluralidad de gotitas monodispersas que
incluyen el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas y una de la pluralidad de particulas
objetivo. Para variar el tamafio de las gotitas, se pueden variar la velocidad de cizallamiento y los tamafios de
particulas de plantilla monodispersas. Para los geles de agarosa, las particulas de plantila monodispersas se
pueden licuar mediante el uso de un estimulo externo (por ejemplo, calor) para generar una emulsién monodispersa
liquida.

El porcentaje de gotitas monodispersas, por ejemplo, gotitas de emulsién simple o gotitas de emulsién miltiple
monodispersas, con una, y no mas de una, particula de plantilla monodispersa puede ser aproximadamente 70 % o
mas; aproximadamente 75 % o0 mas; aproximadamente 80 % o0 mas; aproximadamente 85 % o0 mas;
aproximadamente 90 % o mas; o aproximadamente 95 % o mas. Por ejemplo, el porcentaje de gotitas
monodispersas con una, y no mas de una, particula de plantilla monodispersa puede ser de aproximadamente 70 %
a aproximadamente 100 %, por ejemplo, de aproximadamente 75 % a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 85 % a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 90 % a aproximadamente 100 %, o de aproximadamente 95 % a aproximadamente 100 %. Como
un ejemplo adicional, el porcentaje de gotitas monodispersas con una, y no mas de una, particula de plantilla
monodispersa puede ser de aproximadamente 70 % a aproximadamente 95 %, por ejemplo, de aproximadamente
75 % a aproximadamente 90 %, o de aproximadamente 80 % a aproximadamente 85 %. El porcentaje de particulas
de plantilla monodispersas que se encapsulan en gotitas monodispersas en el segundo fluido puede ser de
aproximadamente 70 % o mas; aproximadamente 75 % o; aproximadamente 80 % o mas; aproximadamente 85 % o
mas; o aproximadamente 90 % o mas. Por ejemplo, el porcentaje de particulas de plantilla monodispersas que se
encapsulan en gotitas monodispersas en el segundo fluido puede ser de aproximadamente 70 % a
aproximadamente 100 %, por ejemplo, de aproximadamente 75 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente
80 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 85 % a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 90 %
a aproximadamente 100 %, o de aproximadamente 95 % a aproximadamente 100 %. Como un ejemplo adicional, el
porcentaje de particulas de plantilla monodispersas que se encapsulan en gotitas monodispersas en el segundo
fluido puede ser de aproximadamente 70 % a aproximadamente 95 %, por ejemplo, de aproximadamente 75 % a
aproximadamente 90 %, o de aproximadamente 80 % a aproximadamente 85 %.

Las emulsiones dobles también pueden generarse sin el uso de dispositivos microfluidicos mediante el uso de los
métodos descritos en la presente descripcion. Una emulsién doble incluye gotitas contenidas dentro de gotitas, por
ejemplo, un fluido de fase acuosa rodeado por una cubierta de fase inmiscible en un fluido portador de fase acuosa
(por ejemplo, agua en aceite en agua) o un fluido de fase inmiscible rodeado por una cubierta de fase acuosa en un
fluido portador de fase inmiscible (por ejemplo, aceite en agua en aceite). La segunda mezcla descrita en la presente
descripcion, que incluye las gotitas de emulsion simple monodispersas en el segundo fluido, se combina con un
tercer fluido para producir una tercera mezcla, en donde el tercer fluido es inmiscible con al menos el segundo fluido.
La tercera mezcla se cizalla luego para encapsular las particulas de plantilla monodispersas en las gotitas de
emulsién doble en el tercer fluido. El tercer fluido puede ser inmiscible tanto con el primer como con el segundo
fluido. Un tipo particularmente Gtil de emulsién doble incluye una gotita acuosa encapsulada dentro de una gotita de
aceite ligeramente mayor, que a su vez se dispersa en una fase acuosa portadora. Las emulsiones dobles son
valiosas porque el "nlcleo" interno de la estructura puede usarse para proporcionar compuestos activos, como
solutos o materiales bioldégicos disueltos, donde se protegen del entorno externo por la cubierta de aceite
circundante. Un beneficio de generar emulsiones dobles mediante el uso de particulas de plantilla monodispersas es
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similar al de la generacion de emulsiones simples, en que las dimensiones de la emulsién doble (tamafios de gotitas
internas y externas) se pueden controlar en un amplio intervalo y las gotitas se pueden formar con un alto grado de
uniformidad. Como se analiza en la presente descripcién, en las modalidades adecuadas las particulas de plantilla
monodispersas se pueden disolver y/o fundir dentro de las gotitas monodispersas. En consecuencia, en algunas
modalidades pueden prepararse emulsiones multiples, por ejemplo, emulsiones dobles, a partir de gotitas
monodispersas que ya no contienen una particula de plantilla intacta, pero conservan su tamafio original. De esta
manera, tales gotitas monodispersas pueden servir como plantillas para la preparaciéon de emulsiones multiples, por
ejemplo, emulsiones dobles.

La encapsulaciéon en gotitas de materiales de muestra y/o reactivos, por ejemplo, acidos nucleicos y/o reactivos de
sintesis de acido nucleico (por ejemplo, reactivos de amplificacion de acido nucleico isotérmicos y/o reactivos de
amplificacién de acido nucleico), se puede lograr a través de una serie de métodos, que incluyen métodos
microfluidicos y no microfluidicos. En el contexto de los métodos microfluidicos (que no caen dentro del alcance de
la invencién), hay una serie de técnicas que se pueden aplicar, que incluyen la emulsificacion doble en microcapilar
de vidrio o la emulsificacién doble mediante el uso de la generacién secuencial de gotitas en dispositivos con
patrones de humectabilidad. Las técnicas microcapilares forman gotitas al generar chorros coaxiales de las fases
inmiscibles que se inducen a romperse en gotitas a través de un enfoque de flujo coaxial a través de una boquilla.
Sin embargo, una posible desventaja de este enfoque es que los dispositivos se fabrican generalmente a partir de
tubos microcapilares que se alinean y pegan entre si. Dado que la boquilla de formacion de gotas esta en la escala
de decenas de micras, incluso pequefias inexactitudes en la alineacion de los capilares pueden provocar una falla
del dispositivo. Por el contrario, la formacién de gotas secuencial en las uniones de generacién de gotitas con
patrones espaciales se puede lograr en dispositivos fabricados litograficamente, lo que los hace mas simples de
construir y crear en grandes cantidades al tiempo que se mantiene la uniformidad en las dimensiones. Sin embargo,
en algunos casos, la naturaleza plana de estos dispositivos puede no ser ideal para generar emulsiones dobles, ya
que las fases separadas entran todas en el dispositivo mientras estan en contacto con las paredes del canal, lo que
requiere que la humectabilidad se modele cuidadosamente para permitir la absorcién de las fases apropiadas en las
ubicaciones apropiadas. Esto puede dificultar la fabricacion de los dispositivos y, en algunos casos, puede evitar la
emulsificacion de liquidos cuyas propiedades de humectacion no se optimizan para el dispositivo. En consecuencia,
la presente descripcién proporciona métodos para generar una emulsion monodispersa que encapsula materiales de
muestra y/o reactivos, por ejemplo, acidos nucleicos y/o reactivos de sintesis de acido nucleico (por ejemplo,
reactivos de amplificacién de acido nucleico isotérmicos y/o reactivos de amplificacion de acido nucleico) sin el uso
de un dispositivo microfluidico.

Los métodos descritos en la presente descripciéon incluyen combinar una pluralidad de particulas de plantilla
monodispersas con un primer fluido para proporcionar una primera mezcla, en donde el primer fluido incluye una
pluralidad de particulas objetivo, por ejemplo, acidos nucleicos, etc. En algunas modalidades, la combinacién de la
pluralidad de particulas de plantilla monodispersas con el primer fluido para proporcionar la primera mezcla incluye
hacer que una porcién del primer fluido, y las particulas objetivo y/o los reactivos contenidos en el mismo, se
absorban por las particulas de plantila monodispersas. En algunas modalidades, combinar la pluralidad de
particulas de plantilla monodispersas con el primer fluido para proporcionar la primera mezcla incluye hacer fluir una
porcion del primer fluido en las particulas de plantilla monodispersas. En algunas modalidades, combinar la
pluralidad de particulas de plantilla monodispersas con el primer fluido para proporcionar la primera mezcla incluye
difundir una porcion del primer fluido en las particulas de plantilla monodispersas. En algunas modalidades, la
combinacion de la pluralidad de particulas de plantilla monodispersas con el primer fluido para proporcionar la
primera mezcla incluye hinchar las particulas de plantilla monodispersas con una porcion del primer fluido.

En algunas modalidades, el exceso de primer fluido se elimina de la primera mezcla después de hacer que la
porcion del primer fluido se absorba por las particulas de plantilla monodispersas. La cantidad de exceso de primer
fluido que se elimina puede variar. Por ejemplo, al eliminar la mayor parte del exceso de fluido, las particulas objetivo
que no pueden fluir hacia las particulas de plantilla monodispersas se pueden encapsular al hacer que las particulas
objetivo, por ejemplo, las células, estén fisicamente cerca de al menos una de una pluralidad de particulas de
plantilla monodispersas. La combinacion de esta mezcla con un segundo fluido que es inmiscible con el primer fluido
proporciona una segunda mezcla. Al cizallar esta segunda mezcla, una pluralidad de las particulas de plantilla
monodispersas pueden encapsularse en una pluralidad de gotitas monodispersas en el segundo fluido,
proporcionando, de esta manera, una pluralidad de gotitas monodispersas que incluyen el primer fluido, una de las
particulas de plantilla monodispersas y una de la pluralidad de particulas objetivo que no pueden fluir hacia las
particulas de plantilla monodispersas.

En algunas modalidades, las moléculas objetivo son células. En tales modalidades, las gotitas monodispersas
pueden contener una o mas células por gotita. Alternativamente, las gotitas monodispersas no contienen mas de
una célula por gotita. En algunas modalidades, después del cizallamiento, algunas gotitas en la emulsiéon no
contienen ninguna de la pluralidad de particulas objetivo.

Los métodos descritos en la presente descripcion incluyen combinar la primera mezcla, que incluye una pluralidad

de particulas de plantilla monodispersas y un primer fluido que incluye una pluralidad de particulas objetivo, con un
segundo fluido para proporcionar una segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido;
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y cizallar la segunda mezcla de manera que una pluralidad de las particulas de plantila monodispersas se
encapsulan en una pluralidad de gotitas monodispersas en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, una
pluralidad de gotitas monodispersas que incluyen el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas y
una de la pluralidad de particulas objetivo. En algunas modalidades, después del cizallamiento, el segundo fluido
incluye una pluralidad de gotitas que no contienen una de las particulas de plantilla monodispersas. Las gotitas que
no contienen una de las particulas de plantilla monodispersas pueden eliminarse de la emulsién monodispersa
mediante una técnica de separacion adecuada, tal como filtracién o centrifugacion. Aquellas gotitas que no
contienen una de las particulas de plantilla monodispersas pueden ser mas pequefias en diametro que aquellas
gotitas que si contienen una de las particulas de plantilla monodispersas. Las gotitas monodispersas que contienen
particulas de plantilla monodispersas también pueden enriquecerse con relacion a las gotitas que no contienen una
de las particulas de plantilla monodispersas.

Como se usa en la presente descripcién, los términos "enriquecida" y ‘"enriquecimiento" pueden usarse
indistintamente para referirse al proceso de aumentar la relacién de entidades objetivo (por ejemplo, gotitas
monodispersas que contienen particulas de plantilla monodispersas) a entidades no objetivo (por ejemplo, gotitas
monodispersas que no contienen particulas de plantilla monodispersas) en la emulsidn monodispersa en
comparacién con la relacién en la emulsion monodispersa original. Mediante el uso del método descrito en la
presente descripcion, las gotitas monodispersas que contienen particulas de plantila monodispersas pueden
enriguecerse con relacion a las gotitas que no contienen una de las particulas de plantilla monodispersas, por
ejemplo, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos
30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces, al menos 100 veces o0 mas.

En algunas modalidades, el exceso de segundo fluido se elimina de la segunda mezcla que incluye una pluralidad
de particulas de plantilla monodispersas encapsuladas en una pluralidad de gotitas monodispersas después del
cizallamiento. El exceso de segundo fluido se puede eliminar mediante el uso de cualquier método adecuado, por
ejemplo, mediante centrifugacion y eliminacién del sobrenadante.

En el contexto de emulsiones multiples, por ejemplo, emulsiones dobles, generadas como se describe en la presente
descripcion, se pueden realizar manipulaciones adicionales en ellas para modificar sus propiedades. Por ejemplo, en
muchas formulaciones de emulsion doble, las cubiertas de las emulsiones dobles son permeables a ciertas
moléculas, lo que permite que estas moléculas se difundan pasivamente dentro o fuera de las emulsiones dobles.
Esto puede usarse, por ejemplo, para modular el entorno en las emulsiones dobles. De manera similar, las gotitas
internas de las emulsiones dobles pueden encogerse o crecer, por ejemplo, al permitir que un solvente se difunda
dentro o fuera de ellas. Por ejemplo, al dispersar las emulsiones dobles en un tampén que incluye una alta
concentracion de sal, se puede inducir que el fluido de fase acuosa se difunda fuera de las emulsiones dobles hasta
que se igualen las osmolalidades en la gotita interna y en la fase portadora externa, momento en el cual el tamafio
de la gotita permanecera constante. Esto puede usarse para cambiar el tamafio de la gotita interna o,
alternativamente, para concentrar o diluir los reactivos contenidos dentro de la emulsion doble al afiadir o eliminar €l
exceso de solvente.

Las cubiertas de las emulsiones dobles también se pueden modificar mediante el uso de técnicas tales como la
extraccion con solvente para, por ejemplo, en el caso de una emulsién doble de agua en aceite en agua, eliminar el
exceso de fase hidréfoba de la cubierta. Esto puede inducir otros cambios en las emulsiones dobles tales como, por
ejemplo, su transicion en vesiculas lipidicas, polimerosomas o coloidosomas a través de la deshumectaciéon u otros
fenémenos. Las burbujas de aire también pueden introducirse en las emulsiones dobles, por ejemplo, en la gotita
interna o en la fase intermedia de encapsulacién. La capacidad de expandir y comprimir aire también puede
explotarse, si se desea, para, por ejemplo, aumentar o reducir el tamafio de la emulsién doble o el grosor de la
cubierta de la emulsién doble, en algunas modalidades. Las burbujas de aire en la fase media pueden, por ejemplo,
expandirse al reducir la presion del sistema, que ejercera fuerzas sobre la gotita interna que, por ejemplo, puede
usarse para inducir una transicién a otra estructura, tal como un polimerosoma o vesicula. También se pueden
afadir agentes gelificantes para permitir que las capas exteriores de las gotitas se solidifiquen. Los ejemplos de
agentes gelificantes incluyen, entre otros, gelatina, agar, goma xantana, goma gellan, carragenano, isubgol y goma
guar.

Vesiculas unilamelares gigantes (GUV)

Las emulsiones dobles generalmente se refieren a emulsiones dentro de emulsiones, es decir, gotitas de liquido que
estan contenidas dentro de gotitas de liquido de una segunda fase inmiscible. Pueden estabilizarse mediante un
surfactante pero, de manera importante, la "cubierta" de la fase intermedia incluye una fase liquida ademas del
surfactante opcional. A medida que se reduce el volumen de la cubierta, las emulsiones dobles se asemejan menos
a gotitas dentro de gotitas que a estructuras similares a vesiculas, con un fluido nicleo encapsulado en una fina
membrana de moléculas surfactantes. Las emulsiones dobles pueden usarse para formar tales "vesiculas" al
permitirles someterse a una transicién de deshumectacion, en la que el fluido de la fase liquida media se expulsa de
la cubierta pero se mantiene una capa de surfactante, que genera una vesicula que incluye el nicleo acuoso con
una capa fina de moléculas de surfactante que lo rodea, y una pequefia gotita de aceite que originalmente era la
cubierta que se adhiere a ella. Tales vesiculas se denominan, ademas, en la presente descripcién como liposomas.
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La tendencia de una emulsién doble a deshumectarse depende de las propiedades de las diferentes soluciones y
surfactantes, especialmente las tensiones interfaciales de las diferentes fases entre si. Una formulacién acuosa que
incluye aceite fluorado, surfactante PEG-Krytox®, surfactante Jeffamine®(polieteramina)-Krytox® y plurénico, cuando
se afiade a la fase portadora, parece capaz de formar emulsiones dobles y vesiculas, ambas termostables por
encima de 95 °C. Los fluidos Krytox® son aceites sintéticos fluorados en base a 6xido de hexafluoropropileno
combinado con un grupo funcional final. Otros surfactantes tales como Tween® 20 (Polisorbato 20) y Span® 80
(monooleato de sorbitano) puede utilizarse con o sin agentes espesantes tales como PEG, alginato, glicerol, etc.,
para inducir la formacién de GUV a partir de emulsiones dobles.

Fluidos implicados en la generacién de emulsiones monodispersas

Como se analiza en la presente descripcion, los métodos descritos implican combinar una pluralidad de particulas de
plantilla monodispersas con un primer fluido para proporcionar una primera mezcla, en donde el primer fluido incluye
una pluralidad de particulas objetivo; combinar la primera mezcla con un segundo fluido para proporcionar una
segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido; y cizallar la segunda mezcla de
manera que una pluralidad de las particulas de plantilla monodispersas se encapsulan en una pluralidad de gotitas
monodispersas en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, una pluralidad de gotitas monodispersas que
incluyen el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas, y una de la pluralidad de particulas
objetivo. En algunas modalidades, los métodos incluyen la etapa adicional de combinar un tercer fluido con la
segunda mezcla, después del cizallamiento de la segunda mezcla, para producir una tercera mezcla, en donde el
tercer fluido es inmiscible con el segundo fluido.

El primer fluido se selecciona generalmente para ser inmiscible con el segundo fluido y compartir una
hidrofilicidad/hidrofobicidad comun con el material que constituye las particulas de plantilla monodispersas. El tercer
fluido generalmente se selecciona para que sea inmiscible con el segundo fluido, y puede ser miscible o inmiscible
con el primer fluido.

Como se analiza en la presente descripcién, en algunas modalidades, el primer fluido contiene una pluralidad de
particulas objetivo (por ejemplo, moléculas de ADN tales como moléculas de ADN genémico, moléculas de ARN,
reactivos de sintesis de acido nucleico tales como reactivos de amplificacion de acido nucleico que incluyen PCR y/o
reactivos de amplificacion isotérmica).

En algunas modalidades, se pueden afiadir agentes gelificantes para solidificar las capas exteriores de la gotita.
Surfactantes

Un surfactante se incluye en el primer fluido y el segundo fluido y puede incluirse en el tercer fluido. En
consecuencia, una gotita implica una emulsion estabilizada por surfactante, por ejemplo, una emulsién simple
estabilizada por surfactante o una emulsién doble estabilizada por surfactante, donde el surfactante es soluble en el
primer fluido, el segundo fluido y/o el tercer fluido.

El surfactante usado depende de una serie de factores tales como las fases oleosa y acuosa (u otras fases
inmiscibles adecuadas, por ejemplo, cualquier fase adecuada hidréfoba e hidrofila) usadas para las emulsiones.
Cuando se usan gotitas acuosas en un aceite de fluorocarbono, el surfactante puede tener un bloque hidréfilo (PEG-
PPO) y un blogue fluorado hidréfobo (Krytox® FSH).

Sin pretender limitarse a ninguna teoria en particular, se propone que la preparacion de emulsiones termostables se
basa en el uso de un surfactante que es capaz de formar membranas o interfaces de emulsién doble que pueden
soportar altas temperaturas, tales como las asociadas con las reacciones de PCR estandar. Una forma de lograr
esto puede ser usar un surfactante con un peso molecular relativamente alto de manera que cuando se ensambla en
la interfaz de una gotita 0 en una configuracién de membrana, la energia requerida para eliminar el surfactante de la
interfaz (o romper la membrana) es mayor de la que puede proporcionarse por KT.

En consecuencia, en algunas modalidades, la presente descripcion proporciona emulsiones termostables. Estas
emulsiones son adecuadas para su uso en la modalidad de reacciones biolégicas, tales como PCR, RT-PCR,
estudios de interaccion proteina-proteina, etc.

Una consideraciéon al formar emulsiones, particularmente las emulsiones dobles, es hacerlas estables para que
permanezcan como emulsiones dobles y no se rompan o se fusionen. Esto a menudo se logra mediante el uso de
agentes estabilizantes, tales como surfactantes. Sin embargo, en algunos casos, puede ser ventajoso crear
emulsiones dobles extremadamente estables. En los métodos descritos en la presente descripcién, esto se puede
lograr, por ejemplo, mediante el uso de una fase media (fase envolvente) que se puede reticular, tal como una fase
de gel de polimero como el polidimetilsiloxano. Alternativamente, los surfactantes mismos pueden hacer que se
reticulen entre si, por ejemplo, creando un grupo de reticulacion. Este grupo puede existir en la cola hidréfoba del
surfactante o, alternativamente, en la cabeza hidréfila. Puede reticular los surfactantes entre si o, alternativamente,
la reticulacion puede inducirse mediante la adicién de un reactivo de la fase acuosa, tal como una molécula que
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induce la polimerizacién, enlace de enlace covalente, etc. Las biomoléculas como los anticuerpos o la biotina-
estreptavidina también se pueden usar para generar reticulaciones surfactante-surfactante.

La reticulacion de la interfaz es otra forma de hacer que la cubierta de la emulsion doble sea termostable. Por
ejemplo, tal reticulacién puede lograrse reticulando la fase oleosa o mediante reticulacién de la vesicula de
membrana. Como se analiz6 anteriormente, un método para la reticulacion de la interfaz usa biomoléculas, tales
como estreptavidina. Por ejemplo, el grupo cabeza de un polimero Krytox® puede biotinilarse con mltiples biotinas.
Luego se afiade estreptavidina a la fase acuosa, reticulando, de esta manera, diferentes polimeros Krytox® juntos y
generando una cubierta reticulada en la interfaz agua/aceite. Estas cubiertas pueden dispersarse en agua
directamente 0, si se desea, encapsularse como emulsiones dobles.

Cizallamiento

Para generar una emulsién monodispersa, los métodos descritos incluyen una etapa de cizallamiento de la segunda
mezcla proporcionada al combinar la primera mezcla con un segundo fluido inmiscible con el primer fluido. La
aplicacion de una fuerza de cizallamiento suficiente rompe la segunda mezcla en gotitas monodispersas que
encapsulan una de una pluralidad de particulas de plantilla monodispersas. También puede haber algunas gotitas
que no contienen una de la pluralidad de particulas de plantilla monodispersas.

Cuando particulas de plantilla de PAA, PEG o agarosa monodispersas se utilizan con tritén o IGEPAL en la fase
acuosa y €l aceite fluorado HFE-7500 como la fase no acuosa, la agitacién vorticial durante 30 segundos da como
resultado suficiente fuerza de cizallamiento para generar gotitas monodispersas.

Adicién de reactivos a gotitas de emulsion simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV

En la practica de los métodos de la presente invencién, puede ser necesario afiadir un nimero de reactivos a las
gotitas, en uno o mas etapas (por ejemplo, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4 o
aproximadamente 5 0 mas etapas). Los medios para afiadir reactivo a las gotitas pueden variar de diversas maneras
en funcién, por ejemplo, de la etapa de emulsificacién de las gotitas, por ejemplo, diferentes enfoques pueden ser
aplicables a la adicién de reactivos a las gotitas de emulsion simple monodispersas con relacion a las gotitas de
emulsién multiple, tales como las gotitas de emulsién doble. Los enfoques de interés incluyen, entre otros, los
descritos por Ahn y otros, documento Appl. Phys. Lett. 88, 264105 (2006); Priest y otros, documento Appl. Phys.
Lett. 89, 134101 (2006); Abate y otros, documento PNAS, 9 de noviembre de 2010, vol. 107, Nim. 45, 19163-19166;
y Song y otros, documento Anal. Chem., 2006, 78 (14), pags. 4839-4849. En algunas modalidades, se pueden
afiadir reactivos a las gotitas durante el proceso de emulsificacién descrito en la presente descripcién, por ejemplo,
como componentes del primer fluido, por ejemplo, sin el uso de un dispositivo o sistema microfluidico. En otras
modalidades, pueden utilizarse técnicas, dispositivos y/o sistemas microfluidicos para afiadir reactivos y/o modificar
las gotitas monodispersas una vez preparadas como se describe de cualquier otra manera en la presente
descripcion.

Por ejemplo, se puede afiadir un reactivo a una gotita de emulsiéon simple monodispersa descrita en la presente
descripcién mediante un método que implica fusionar una gotita con una segunda gotita que contiene el (los)
reactivo(s). El(los) reactivo(s) contenido(s) en la segunda gotita puede(n) afiadirse por cualquier medio conveniente,
que incluye especificamente los descritos en la presente descripcion. Esta gotita puede fusionarse con la primera
gotita para crear una gotita que incluye el contenido tanto de la primera gotita como de la segunda gotita. En algunas
modalidades, la primera gotita es sustancialmente mas grande que la segunda gotita y supera a la segunda gotita.

Pueden afiadirse ademas o en su lugar, uno o mas reactivos a las gotitas de emulsién simple monodispersas
descritas en la presente descripcion mediante el uso de técnicas tales como la coalescencia de gotitas y/o la
picoinyeccion. En la coalescencia de gotitas, una gotita objetivo puede fluir junto a una gotita que contiene el (los)
reactivo(s) que se afiadiran a la gotita objetivo. Las dos gotitas pueden fluir de manera que estén en contacto entre
si, pero sin tocar otras gotitas. Estas gotitas pueden luego pasarse a través de electrodos u otros medios para
aplicar un campo eléctrico, en donde el campo eléctrico puede desestabilizar las gotitas de manera que se fusionen
entre si.

En la picoinyeccion, una gotita objetivo puede fluir mas alla de un canal que contiene el (los) reactivo(s) a afiadir, en
donde el (los) reactivo(s) estan a una presién elevada. Debido a la presencia de los surfactantes, sin embargo, en
ausencia de un campo eléctrico, la gotita fluira sin ser inyectada, porque los surfactantes que recubren la gotita
pueden evitar que el(los) fluido(s) entre(n). Sin embargo, si se aplica un campo eléctrico a la gotita a medida que
pasa por el inyector, el fluido que contiene el(los) reactivo(s) se inyectara en la gotita. La cantidad de reactivo
afiadido a la gotita se puede controlar mediante varios parametros diferentes, como al ajustar la presion de inyeccién
y la velocidad de las gotas que fluyen, al encender y apagar el campo eléctrico, y similares.

Pueden afiadirse ademads o en su lugar, uno o0 mas reactivos a una gotita de emulsién simple monodispersa descrita

en la presente descripcion mediante un método que no se basa en la fusién de dos gotitas juntas o en la inyeccién
de liquido en una gotita. Mas bien, se pueden afiadir uno o mas reactivos a una gotita mediante un método que
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implica las etapas de emulsionar un reactivo en una corriente de gotitas muy pequenas y fusionar estas gotas
pequefias con una gotita objetivo. Dichos métodos se denominan en la presente descripcion "adicién de reactivo
mediante la coalescencia de multiples gotas". Estos métodos toman ventaja del hecho de que debido al pequefio
tamafio de las gotas a afiadir en comparacién con el de la gotita objetivo, las gotas pequefias fluiran mas rapido que
las gotitas objetivo y se recogeran detras de ellas. La coleccion se puede fusionar, por ejemplo, aplicando un campo
eléctrico. Este enfoque también puede, o en su lugar, usarse para afiadir multiples reactivos a una gotita mediante el
uso de varias corrientes de flujo conjunto de gotas pequefias de diferentes fluidos. Para permitir la fusion efectiva de
las gotitas objetivo y diminutas, es importante hacer que las gotas diminutas sean mas pequefias que el canal que
contiene las gotitas objetivo, y también hacer que la distancia entre el canal que inyecta las gotitas objetivo desde los
electrodos que aplican el campo eléctrico sea suficientemente larga para dar a las gotas diminutas tiempo para
"alcanzar" a las gotitas objetivo. Si este canal es demasiado corto, no todas las gotas diminutas se fusionaran con la
gotita objetivo y puede que se afada menos de la cantidad deseada de reactivo. En cierto grado, esto puede
compensarse al aumentar la magnitud del campo eléctrico, lo que tiende a permitir que se fusionen las gotas que
estan mas separadas. Ademas de hacer las gotas diminutas en el mismo dispositivo microfluidico, también pueden,
o en su lugar, hacerse fuera de la linea mediante el uso de otro generador de gotas microfluidico o a través de la
homogeneizacién y posterior inyeccion en el dispositivo que contiene las gotitas objetivo.

En consecuencia, en ciertos casos se afiade un reactivo a una gotita preparada como se describe en la presente
descripcién mediante un método que implica emulsionar el reactivo en una corriente de gotitas, en donde las gotitas
son mas pequefias que el tamafio de las gotitas objetivo (por ejemplo, gotitas de emulsién simple monodispersas o
gotitas de emulsion multiple o GUV); hacer fluir las gotitas junto con las gotitas objetivo; y fusionar una gotita con la
gotita objetivo. El diametro de las gotitas contenidas en la corriente de gotitas puede variar de aproximadamente el
75 % o menos que el diametro de la gotita objetivo, por ejemplo, el diametro de las gotitas que fluyen es
aproximadamente el 75 % o menos que el diametro de la gotita objetivo, aproximadamente el 50 % o menos que el
diametro de la gotita objetivo, aproximadamente el 25 % o menos que el diametro de la gotita objetivo,
aproximadamente el 15 % o menos que el diametro de la gotita objetivo, aproximadamente el 10 % o menos que el
diametro de la gotita objetivo, aproximadamente el 5 % o menos que el diametro de la gotita objetivo, o
aproximadamente el 2 % o menos que el diametro de la gotita objetivo. En ciertos casos, una pluralidad de gotitas
que fluyen puede fusionarse con la gotita objetivo, tal como 2 o mas gotitas, 3 0 mas, 4 o mas, o 5 o mas. Tal fusién
puede lograrse por cualquier medio conveniente, que incluye, entre otros, aplicar un campo eléctrico, en donde el
campo eléctrico es efectivo para fusionar la gotita que fluye con la gotita objetivo.

Como una variacién de los métodos descritos anteriormente, los fluidos pueden ser inyectados. Es decir, en lugar de
emulsionar el fluido que se afiadird en gotitas en movimiento, se puede formar y fluir un chorro largo de este fluido
junto a la gotita objetivo. Estos dos fluidos se pueden fusionar, por ejemplo, aplicando un campo eléctrico. El
resultado es un chorro con protuberancias donde estan las gotitas, que pueden romperse naturalmente en gotitas de
aproximadamente el tamafio de las gotitas objetivo antes de la fusion, debido a la inestabilidad de la meseta de
Rayleigh. Se contemplan varias variantes. Por ejemplo, se pueden afiadir uno o mas agentes al fluido de inyeccién
para facilitar la inyeccion, tales como agentes gelificantes y/o surfactantes. Ademas, la viscosidad del fluido continuo
también podria ajustarse para permitir la inyeccion, tal como se describe por Utada y otros, documento Phys. Rev.
Lett. 99, 094502 (2007).

En otros casos, pueden afiadirse uno o0 mas reactivos mediante el uso de un método que usa el propio fluido de
inyeccion como un electrodo, al explotar los electrolitos disueltos en soluciéon.

En otro caso, se afiade un reactivo a una gotita formada en un momento anterior al envolver la gotita a la que se va
a afadir el reactivo (es decir, la "gotita objetivo") dentro de una gota que contiene el reactivo a afadir (el "reactivo
objetivo"). En ciertas modalidades, tal método se lleva a cabo encapsulando primero la gotita objetivo en una
cubierta de una fase hidroéfoba adecuada, por ejemplo, aceite, para formar una emulsién doble. La emulsién doble se
encapsula entonces mediante una gotita que contiene el reactivo objetivo para formar una emulsién triple. Para
combinar la gota objetivo con la gota que contiene el reactivo objetivo, la emulsién doble se hace estallar mediante €l
uso de cualquier método adecuado, que incluye, entre otros, la aplicacién de un campo eléctrico, la adicion de
productos quimicos que desestabilizan la interfaz de la gotita, el flujo de la emulsion triple a través de constricciones
y otras geometrias microfluidicas, la aplicacién de cizallamiento o ultrasonido, el aumento o la reduccién de la
temperatura, 0 mediante la encapsulacion de particulas magnéticas en la gotita que puede romper la interfaz de la
emulsién doble cuando se tira de un campo magnético.

Casos de los métodos descritos anteriormente para afiadir reactivos a las gotitas se describen con mas detalle en la
publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos Num. 2015/0232942

Si bien los métodos anteriores para afiadir reactivos a las gotitas pueden ser adecuados para la adicién de reactivos
a las gotitas de emulsién simple monodispersas, uno 0 mas de los métodos anteriores pueden no ser adecuados
para la adicion de reactivos directamente a las gotitas de emulsiéon mdltiple, tales como las gotitas de emulsién doble
y/o GUV. Este puede ser el caso, por ejemplo, cuando tales métodos interrumpen la estructura de las gotitas de
emulsiéon multiple y/o GUV. Los métodos anteriores pueden encontrar uso, sin embargo, al afiadir reactivos a las
gotitas de emulsién simple monodispersas que luego se encapsulan para formar gotitas de emulsién multiple y/o
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GUV. En consecuencia, se describen mas abajo métodos adicionales para afiadir reactivos a las gotitas de emulsién
multiple y/o GUV. Por ejemplo, en algunas modalidades, los reactivos, tales como las etiquetas detectables
disefiadas para etiquetar de manera detectable un producto de amplificacion de acido nucleico y/o los reactivos de
sintesis de acido nucleico disefiados para producir un producto de sintesis de acido nucleico, pueden afiadirse a una
gotita de emulsiéon multiple y/o GUV al afadir los reactivos a un fluido portador de fase miscible, en donde los
reactivos se difunden desde el fluido portador de fase miscible, a través de la cubierta inmiscible de la gotita de
emulsién multiple y/o GUV, y en el primer fluido de fase miscible de la gotita de emulsién multiple y/o GUV.

En algunas modalidades, una gotita de emulsién miltiple y/o GUV es una segunda gotita de emulsién multiple y/o
GUV y un método para afiadir reactivos de sintesis de acido nucleico a la segunda gotita de emulsién multiple y/o
GUV incluye encapsular un acido nucleico, por ejemplo, un &cido nucleico objetivo, en una primera gotita de
emulsién multiple y/o GUV, encapsular los reactivos de sintesis y la primera gotita de emulsién mdltiple en la
segunda gotita de emulsion multiple y/o GUV, y romper la primera gotita de emulsién mdltiple y/o GUV , de esta
manera, poner en contacto el &cido nucleico con los reactivos de sintesis.

En algunas modalidades, una gotita de emulsion multiple y/o GUV es una segunda gotita de emulsién multiple y/o
GUV y un método para afiadir reactivos de sintesis de acido nucleico a la segunda gotita de emulsién multiple y/o
GUV incluye encapsular reactivos de sintesis de acido nucleico en una primera gotita de emulsién multiple y/o GUV,
encapsular un acido nucleico, por ejemplo, un acido nucleico objetivo, y la primera gotita de emulsién mdltiple y/o
GUV en la segunda gotita de emulsién multiple y/o GUV, y romper la primera gotita de emulsién multiple y/o GUV vy ,
de esta manera, poner en contacto el acido nucleico con los reactivos de sintesis.

En algunas modalidades, una gotita de emulsién mdltiple y/o GUV es una primera gotita de emulsién multiple y/o
GUV, y un método adecuado incluye afiadir un reactivo a la primera gotita de emulsién multiple y/o GUV mediante la
encapsulacion de la primera gotita de emulsiéon miltiple y/o GUV en una segunda gotita de emulsion miltiple y/o
GUV que incluye el reactivo y romper la primera gotita de emulsién multiple y/o GUV dentro de la segunda gotita de
emulsién miltiple y/o GUV para poner en contacto el reactivo con el contenido de la primera gotita de emulsién
multiple y/o GUV.

En algunas modalidades, una gotita de emulsion multiple y/o GUV es una segunda gotita de emulsién multiple y/o
GUV, y un método adecuado incluye afiadir un reactivo a la segunda gotita de emulsién multiple y/o GUV mediante
la encapsulacion de una primera gotita de emulsion multiple y/o GUV que incluye los reactivos en la segunda gotita
de emulsién multiple y/o GUV y romper la primera gotita de emulsién multiple y/o GUV dentro de la segunda gotita
de emulsién multiple y/o GUV para poner en contacto el reactivo con el contenido de la segunda gotita de emulsién
multiple y/o GUV.

Restos de enlace

En algunas modalidades, las particulas objetivo, por ejemplo, las moléculas objetivo de &cido nucleico; los reactivos
de sintesis de acido nucleico; y/o los reactivos de deteccion de acido nucleico se unen a las particulas de plantilla
monodispersas a través de uno o mas restos de enlace posicionados sobre o en las particulas de plantilla
monodispersas. Los restos de enlace pueden interactuar con las particulas objetivo a enlazar. Por ejemplo, los
restos de enlace pueden ser oligonucledtidos con secuencias especificas que se unen sobre o en las particulas de
plantilla monodispersas. Los oligonucleétidos especificos pueden hibridarse con las particulas objetivo en los fluidos,
por ejemplo, a través del emparejamiento de bases y la reticulacion.

En algunas modalidades, ciertas particulas objetivo pueden ser demasiado grandes en tamafio para moverse a
través de las particulas de plantilla monodispersas que contienen grupos funcionales para capturar las particulas
objetivo. En tales casos, los restos de enlace pueden ser perlas funcionales que se encapsulan en las particulas de
plantilla monodispersas. Por ejemplo, a medida que las particulas objetivo se difunden a través de las particulas de
plantilla monodispersas, entraran en contacto con las perlas funcionales, lo que proporciona una oportunidad de
capturarse. Incluso si las particulas de plantilla monodispersas se absorbieron en un fluido portador miscible, las
particulas objetivo permanecerian unidas porque estarian unidas a las perlas atrapadas en o sobre las particulas de
plantilla monodispersas.

Reacciones en gotitas de emulsion simple, gotitas de emulsiéon multiple y/o GUV

Los métodos descritos en la presente descripcion generalmente facilitan el rendimiento de un gran nimero de
reacciones compartimentadas y la lectura y clasificaciéon subsecuente de esas reacciones mediante el uso de una
variedad de métodos de deteccion, tales como espectroscopia, técnicas quimicas, técnicas bioldgicas,
secuenciacion, etc. Las reacciones pueden incluir reacciones organicas o inorganicas que se realizan sin
biomoléculas, o reacciones que implican biomoléculas y/o células, tales como reacciones enzimaticas, por ejemplo,
PCR. Las reacciones también pueden implicar materiales celulares o extractos a base de células, que incluyen
extractos de transcripcion y traduccién que pueden expresar ADN, ARN y proteinas sin el uso de células vivas. Esto
puede usarse para aplicaciones biolégicas sintéticas, que incluyen, por ejemplo, el cribado de una via para
determinar |a actividad.
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Por ejemplo, una via implementada por una o mas proteinas puede codificarse por acidos nucleicos encapsulados
en gotitas de emulsion simple o gotitas de emulsion multiple monodispersas, por ejemplo, emulsiones dobles y/o
GUV con extractos libres de células capaces de expresar la una o mas proteinas de la via. También se pueden
incluir componentes del ensayo, lo que permite la prueba de la via. En base a la actividad de la via y las mediciones
del ensayo, los reactores se pueden clasificar para recuperar las gotitas de emulsién simple monodispersas, las
gotitas de emulsidon multiple y/o GUV que se encapsulan en las vias particularmente convenientes. Después de la
clasificacion, pueden analizarse, amplificarse, etc., para continuar el proceso, ya sea para realizar cribados o,
alternativamente, para realizar la evolucién dirigida y generar secuencias de vias mejoradas.

Las reacciones en las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV
también pueden usarse para aplicaciones, tales como manipulaciones de acidos nucleicos, que incluyen la
generacién de bibliotecas de secuenciacién con menos sesgo o para combinar moléculas con caracteristicas
especificas. Por ejemplo, las células que expresan secuencias génicas especificas o productos de sintesis y/o
amplificacién de &cido nucleico se pueden encapsular en las gotitas de emulsiéon simple monodispersas, las gotitas
de emulsién multiple y/o las GUV y luego someterse a los métodos descritos en la presente descripcién para aislar,
amplificar y enlazar las secuencias, generando una Unica molécula que se puede analizar o usar en aplicaciones
adicionales. Por ejemplo, si las células incluyen células generadoras de anticuerpos humanos, entonces los genes
correspondientes a las cadenas pesadas y ligeras de las células se pueden enlazar para crear una sola molécula
que se puede analizar para detectar el emparejamiento de cadenas pesadas y ligeras o para generar una molécula
similar a un anticuerpo, tal como un scFv o Fab.

Deteccion de productos de PCR

En la practica de los métodos de la presente invencién, la manera en la que se pueden detectar los productos de
sintesis y/o amplificacién de acido nucleico, por ejemplo, los productos de amplificacién de acido nucleico
isotérmicos o los productos de PCR, puede variar. Por ejemplo, si el objetivo es simplemente contar el nimero de un
tipo de célula en particular, por ejemplo, células tumorales, presentes en una poblacién, esto puede lograrse
mediante el uso de un simple ensayo binario en el que se afiade SybrGreen, o cualquier otra tincién y/o tincion de
intercalacion, a cada gotita de emulsion simple monodispersa, gotita de emulsién mdltiple y/o GUV de modo que en
el caso de que un gen de caracterizacion, por ejemplo, un oncogén, esté presente y se produzcan los productos de
PCR, la gotita de emulsién simple monodispersa, la gotita de emulsién multiple y/o la GUV se volveran
fluorescentes. El cambio en la fluorescencia puede deberse a la polarizacion de fluorescencia. El componente de
deteccién puede incluir el uso de una tincién de intercalacién (por ejemplo, SybrGreen).

Pueden usarse una variedad de diferentes componentes de deteccidon en la practica de los métodos de la presente
invencion, que incluye el uso de colorantes fluorescentes conocidos en la técnica. Los colorantes fluorescentes
pueden dividirse tipicamente en familias, tales como la fluoresceina y sus derivados; la rodamina y sus derivados; la
cianina y sus derivados; la cumarina y sus derivados; el Cascade Blue y sus derivados; el Lucifer Yellow y sus
derivados; el BODIPY y sus derivados; y similares. Los fluoréforos ilustrativos incluyen indocarbocianina (C3),
indodicarbocianina (C5), Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7, Texas Red, Pacific Blue, Oregon Green 488, Alexa fluor-355,
Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor-555, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor
647, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680, JOE, Lissamina, Rodamina Verde, BODIPY, isotiocianato de fluoresceina
(FITC), carboxi-fluoresceina (FAM), ficoeritrina, rodamina, diclororodamina (dRodamina), carboxi tetrametilrodamina
(TAMRA), carboxi-X-rodamina (ROX), LIZ, VIC, NED, PET, SYBR, PicoGreen, RiboGreen y similares. Las
descripciones de los fluoroforos y su uso, se pueden encontrar, entre otros lugares, en los documentos de R.
Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research Products, 9na ed. (2002), Molecular Probes, Eugene,
Oreg.; M. Schena, Microarray Analysis (2003), John Wiley & Sons, Hoboken, N.J.; Synthetic Medicinal Chemistry
2003/2004 Catalog, Berry and Associates, Ann Arbor, Mich.; G. Hermanson, Bioconjugate Techniques, Academic
Press (1996)); y Glen Research 2002 Catalog, Sterling, VA.

En otros casos, particularmente si el objetivo es caracterizar mas a fondo los acidos nucleicos presentes, por
ejemplo, oncogenes, puede ser necesario realizar pruebas adicionales. Por ejemplo, en el caso de los ensayos
multiplexados, esto se puede lograr al tener salidas Opticas que se relacionan con cual de los genes se amplifica en
la gotita de emulsién simple monodispersa, la gotita de emulsién multiple y/o la GUV. Un enfoque alternativo seria
usar una salida binaria, por ejemplo, con una mancha intercalada, para determinar cuales gotitas de emulsién simple
monodispersas, gotitas de emulsién multiple y/o GUV tienen algin oncogén. Estos pueden luego clasificarse para
recuperar estas gotitas y/o GUV de manera que puedan analizarse con mayor detalle para determinar qué
oncogenes contienen. Para determinar los oncogenes presentes en dicha gotita y/o GUV, se podrian usar técnicas
microfluidicas o técnicas no microfluidicas. Mediante el uso de técnicas no microfluidicas, una gotita y/o GUV
identificada como que contiene un oncogén se puede colocar en un pocillo en una placa de pocillos donde se diluye
en un volumen mayor, liberando todos los productos de PCR que se crearon durante la reaccién de PCR
multiplexada. Las muestras de este pocillo se pueden transferir a otros pocillos, en cada uno de los cuales se
afiadirian cebadores para uno de los oncogenes. Estos pocillos luego se ciclarian en temperatura para iniciar la
PCR, en cuyo punto se afiadiria una tincién de intercalacién para hacer que los pocillos que tienen oncogenes
coincidentes y cebadores se iluminen.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 998 086 T3

En la practica de los métodos de la presente invencion, por lo tanto, puede detectarse un componente en base a, por
ejemplo, un cambio en la fluorescencia. En ciertos casos, el cambio en la fluorescencia se debe a la transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia (FRET). En este enfoque, puede usarse un conjunto especial de cebadores
en el que el cebador 5' tiene un colorante inactivador y el cebador 3' tiene un colorante fluorescente. Estos
colorantes se pueden disponer en cualquier lugar de los cebadores, ya sea en los extremos 0 en los medios. Debido
a que los cebadores son complementarios, existirdn como hibridos en soluciéon, de modo que la emisién del
colorante fluorescente sera inactivada por el colorante inactivador, ya que estaran en estrecha proximidad entre si, lo
que hace que la solucién parezca oscura. Después de la PCR, estos cebadores se incorporaran a los productos de
PCR largos y, por lo tanto, estaran muy separados entre si. Esto permitira que el colorante fluorescente emita luz, lo
que hace que la solucion se vuelva fluorescente. Por lo tanto, para detectar si un oncogén particular esta presente,
se puede medir la intensidad de la gotita y/o GUV en la longitud de onda del colorante fluorescente. Para detectar si
estan presentes diferentes oncogenes, esto se haria con diferentes colorantes para los diferentes cebadores. Esto
haria que la gotita y/o GUV se vuelva fluorescente en todas las longitudes de onda correspondientes a los
cebadores de los oncogenes presentes en la célula.

Deteccion de células (por ejemplo, células tumorales) en gotitas de emulsién simple, gotitas de emulsién multiple y/o
GUvV

Los casos de los métodos de la presente invencion implican detectar la presencia de una o mas células o
subconjuntos de células (por ejemplo, células tumorales) en una muestra bioloégica. Tales métodos pueden incluir,
por ejemplo, las etapas de encapsular una célula en una gotita de emulsién simple monodispersa, una gotita de
emulsién multiple y/o GUV; someter la gotita de emulsién simple monodispersa, la gotita de emulsién multiple y/o
GUV a condiciones suficientes para provocar la lisis de la célula en la gotita de emulsion simple monodispersa, la
gotita de emulsién miltiple y/o GUV; someter la gotita de emulsién simple monodispersa, la gotita de emulsién
multiple y/o GUV a condiciones suficientes para desactivar o eliminar uno o mas materiales que tienen un efecto
inhibidor sobre la amplificacion del acido nucleico; introducir reactivos de sintesis de acido nucleico, por ejemplo,
reactivos de amplificacién de acido nucleico, en la gotita de emulsion simple monodispersa, la gotita de emulsion
multiple y/o GUV; someter la gotita de emulsiéon simple monodispersa, la gotita de emulsién mdultiple y/o GUV a
condiciones de sintesis de acido nucleico, por ejemplo, condiciones de amplificaciéon de acido nucleico, suficientes
para dar como resultado la sintesis, por ejemplo, la amplificacion, de un &cido nucleico objetivo cuando esta
presente; y detectar un producto de amplificacion o sintesis resultante de la sintesis, por ejemplo, la amplificacion,
del acido nucleico objetivo cuando esté presente.

Una muestra biologica (por ejemplo, sangre total) puede recuperarse de un sujeto mediante el uso de cualquier
medio conveniente. La muestra biolégica puede procesarse para eliminar componentes distintos de las células
mediante el uso, por ejemplo, de etapas de procesamiento tales como centrifugacion, filiracion y similares. Cuando
se desee, las células pueden tefiirse con uno o mas anticuerpos y/o sondas antes de encapsularlas en gotitas de
emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsiéon multiple y/o GUV.

También pueden afiadirse uno o0 mas agentes liticos a las gotitas de emulsion simple monodispersas, las gotitas de
emulsién multiple y/o GUV que contienen una célula, en condiciones en las que la(s) célula(s) puede(n) hacer que
estalle, liberando, de esta manera, sus genomas. Los agentes liticos pueden afiadirse después de que las células se
encapsulen en gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV. Puede emplearse
cualquier agente litico adecuado, tal como cualquier proteasa y/o proteinasa adecuada (por ejemplo, una proteasa
y/o proteinasa que tiene una amplia especificidad del sustrato, por ejemplo, una serina proteasa no especifica, por
ejemplo, la proteinasa K, una proteasa de Bacillus licheniformis (por ejemplo, Nimero CAS 9014-01-1), proteasa de
OB (disponible en Omega Bio-Tek) o citotoxinas. En las modalidades particulares, las células pueden
coencapsularse en gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsién multiple y/o GUV con tampén de
lisis que contiene detergentes tales como tritdn X-100 y/o proteinasa K. Las condiciones especificas en las que la(s)
célula(s) pueden provocar la ruptura variaran en dependencia del agente litico especifico usado. Por ejemplo, si la
proteinasa K se incorpora como un agente litico, las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de
emulsién multiple y/o las GUV pueden calentarse a aproximadamente 37-60 °C durante aproximadamente 15 a 20
minutos para lisar las células y permitir que la proteinasa K digiera las proteinas celulares, después de lo cual
pueden calentarse a aproximadamente 95 °C durante aproximadamente 5-10 minutos para inactivar la proteinasa K.

En ciertos casos, se pueden afiadir agentes liticos a las células antes o simultdneamente con la encapsulacién de
las células en gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV descritas en la
presente descripcién. Puede emplearse cualquier agente litico conveniente, tal como cualquier proteasa y/o
proteinasa adecuada (por ejemplo, una proteasa y/o proteinasa que tiene una amplia especificidad de sustrato, por
ejemplo, una serina proteasa no especifica, por ejemplo, la proteinasa K, una proteasa de Bacillus licheniformis (por
ejemplo, Numero CAS 9014-01-1), la proteasa de OB (disponible en Omega Bio-Tek) o las citotoxinas. En algunas
modalidades, los detergentes no se utilizan especificamente ya que esto puede dar como resultado una lisis celular
prematura antes de la encapsulacion. En tales modalidades, la proteasa y/o la proteinasa, por ejemplo, la proteinasa
K, pueden afadirse a las células, por ejemplo, en ausencia de detergentes, antes o simultaneamente con la
encapsulacion de las células en gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsion miltiple y/o GUV. La
proteasa y/o la proteinasa, por ejemplo, la proteinasa K, pueden afadirse a una temperatura lo suficientemente baja
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como para garantizar que la proteasa y/o la proteinasa no esté en un estado activado antes o durante la
encapsulacion celular, por ejemplo, aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, que incluye
aproximadamente 1 °C a aproximadamente 5 °C, aproximadamente 1 °C a aproximadamente 10 °C,
aproximadamente 1 °C a aproximadamente 15 °C, y aproximadamente 1 °C a aproximadamente 20 °C. En algunas
modalidades, la proteasa y/o la proteinasa pueden afiadirse a aproximadamente 4 °C. Subsecuentemente, la
temperatura de las gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsion mdultiple y/o GUV puede
aumentarse a una temperatura suficiente para garantizar la activacién de la proteasa y/o la proteinasa, por ejemplo,
37-80 °C, tal como 30-50 °C, 37-55 °C, 40-60 °C, 50-60 °C, 60-70 °C, o 70-80 °C, para facilitar la activacién de la
proteasa y/o la proteinasa y la lisis celular. La incubacién de la proteasa y/o la proteinasa puede ser durante un
tiempo suficiente para dar como resultado la lisis celular, por ejemplo, 15-60 min (0 mas tiempo si es apropiado), por
ejemplo, 15-20 minutos. La emulsién puede entonces romperse y la proteasa y/o la proteinasa lavarse segun sea
necesario. Tales procedimientos encuentran uso, por ejemplo, en los métodos de secuenciacion de ARN de célula
unica (scRNAseq) descritos en la presente descripcion.

En ciertos casos, la lisis celular también puede, o en su lugar, depender de técnicas que no implican la adicion de un
agente litico. Por ejemplo, la lisis se puede lograr mediante técnicas mecanicas que pueden emplear diversas
caracteristicas geométricas para realizar perforaciones, cortes, abrasiones, etc. de células. También pueden usarse
otros tipos de ruptura mecanica, tales como las técnicas acusticas. Ademas, la energia térmica también puede
usarse para lisar células. Cualquier medio conveniente para llevar a cabo la lisis celular puede emplearse en los
métodos descritos en la presente descripcion.

Los cebadores pueden introducirse en las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién
multiple y/o las GUV para cada uno de los genes y/o marcadores genéticos, por ejemplo, oncogenes, a detectar. Por
lo tanto, en ciertos casos, los cebadores para una variedad de genes y/o marcadores genéticos, por ejemplo, todos
los oncogenes pueden estar presentes en las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsion
multiple y/o las GUV al mismo tiempo, proporcionando, de esta manera, un ensayo multiplexado. Las gotitas y/o
GUV pueden someterse a ciclos de temperatura de manera que las gotitas y/o GUV que contienen células objetivo,
por ejemplo, células cancerosas, se someteran a PCR. Alternativamente, o ademas pueden utilizarse MDA u otros
métodos de amplificacién de acido nucleico isotérmicos, por ejemplo, amplificacion isotérmica mediada por lazo
(LAMP), amplificacién por desplazamiento de hebras (SDA), amplificacion dependiente de helicasa (HDA) y reaccién
de amplificacion de enzimas de escision (NEAR). Solo los cebadores correspondientes a oncogenes y/o marcadores
genéticos presentes en el genoma induciran la amplificacién, creando muchas copias de estos oncogenes y/o
marcadores genéticos en las gotitas y/o GUV. La deteccion de la presencia de estos productos de amplificacion
puede lograrse de diversas maneras, tal como mediante el uso de FRET, la tincién con un colorante de intercalacion,
o la unién de los mismos a una perla. Las gotitas y/o GUV pueden sondearse Opticamente para detectar los
productos de amplificacién. En algunas modalidades, sondear opticamente las gotitas y/o GUV puede implicar contar
el nimero de células tumorales presentes en la poblacion inicial y/o permitir la identificacién de los oncogenes
presentes en cada célula tumoral.

Los métodos de la presente invencién pueden usarse para determinar si una muestra biolégica contiene células
particulares de interés, por ejemplo, células tumorales, o no. En ciertos casos, los métodos de la presente invencion
pueden incluir cuantificar el nimero de células de interés, por ejemplo, células tumorales, presentes en una muestra
bioldégica. La cuantificacién del nimero de células de interés, por ejemplo, células tumorales, presentes en una
muestra biolégica puede basarse al menos en parte en el nimero de gotitas y/o GUV en las que se detectaron
productos de amplificacién. Por ejemplo, las gotitas y/o GUV pueden producirse en condiciones en las que se espera
que la mayoria de las gotitas contengan cero o una célula. Esas gotitas y/o GUV que no contienen ninguna célula
pueden eliminarse, mediante el uso de las técnicas descritas mas completamente en la presente descripcion.
Después de realizar las etapas de PCR descritas anteriormente, se puede contar el nimero total de gotitas y/o GUV
que se detectan para contener productos de amplificacion, para cuantificar el nimero de células de interés, por
ejemplo, células tumorales, en la muestra biolégica. En ciertos casos, los métodos también pueden incluir contar el
numero total de gotitas y/o GUV para determinar la fraccion o porcentaje de células de la muestra biolégica que son
células de interés, por ejemplo, células tumorales.

En algunas modalidades, la introduccién de los reactivos de sintesis en las gotitas de emulsion miiltiple, y/o las GUV
preparadas a partir de las gotitas monodispersas como se describe en la presente descripcion incluye introducir los
reactivos de sintesis en el tercer fluido, en donde los reactivos de sintesis se difunden desde el tercer fluido, a través
de la cubierta inmiscible, y en el primer fluido de las gotitas de emulsién multiple, y/o las GUV.

Las células y/o el material celular de interés pueden recuperarse al clasificar las gotitas de emulsion simple
monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV y recuperar su contenido a través de la ruptura de
gotitas, por ejemplo, a través de medios quimicos, eléctricos 0 mecanicos como se describe con mayor detalle en la
presente descripcién. Se puede utilizar una variedad de técnicas de clasificacién adecuadas y dispositivos
relacionados para clasificar y separar las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsiéon multiple
y/o las GUV que contienen productos de amplificacion y/o sintesis, que incluyen los descritos en la presente
descripcion.

Deteccion de acido nucleico en gotitas de emulsién simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV
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Como se analiza en la presente descripcion, los métodos descritos encuentran uso en la deteccion de acidos
nucleicos, por ejemplo, ADN o ARN, de interés a partir de una variedad de muestras bioloégicas. Tales métodos
pueden incluir, por ejemplo, las etapas de encapsular un &cido nucleico y los reactivos de sintesis en una gotita de
emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsion multiple y/o GUV; someter la gotita de emulsiéon simple
monodispersa, la gotita de emulsién multiple y/o GUV a condiciones de amplificacién suficientes para dar como
resultado la amplificaciéon del &cido nucleico; y detectar un producto de amplificacion resultante de la amplificacion
del &acido nucleico. Las condiciones de amplificacién pueden ser condiciones de MDA y/o condiciones de PCR, por
ejemplo, condiciones de RT-PCR, y/o condiciones adicionales de amplificaciéon de acido nucleico isotérmico, por
ejemplo, amplificaciéon de acido nucleico isotérmico mediada por lazo (LAMP), amplificacién por desplazamiento de
hebra (SDA), amplificacion dependiente de helicasa (HDA) y reaccion de amplificacién de enzima de escision
(NEAR).

Los acidos nucleicos de interés pueden recuperarse al clasificar las gotitas de emulsién simple monodispersas, las
gotitas de emulsién multiple y/o las GUV y al recuperar su contenido a través de la ruptura de gotitas, por ejemplo, a
través de medios quimicos, eléctricos 0 mecanicos como se describe con mayor detalle en la presente descripcion.
Se puede utilizar una variedad de técnicas de clasificacion adecuadas y dispositivos relacionados para clasificar y
separar las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV que contienen
productos de amplificacién que incluyen los descritos en la presente descripcion. En un caso, se proporciona un
método para enriquecer una secuencia objetivo de acido nucleico, en donde el método incluye encapsular una
muestra que incluye acidos nucleicos en una pluralidad de gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de
emulsiéon multiple y/o GUV; introducir reactivos de MDA y reactivos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
y una pluralidad de cebadores adecuados en las gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién
multiple y/o GUV; incubar las gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsién midltiple y/o GUV en
condiciones suficientes para la amplificacién por MDA y condiciones suficientes para la amplificacién por PCR para
producir productos de amplificacién de MDA y productos de amplificaciéon por PCR, respectivamente, en donde los
cebadores adecuados de la PCR pueden incluir uno o mas cebadores que se hibridan cada uno con uno o mas
oligonucleotidos que incorporan la secuencia objetivo de acido nucleico, y en donde los productos de amplificacion
por PCR no incluyen toda la secuencia objetivo de acido nucleico; introducir un componente de deteccién en las
gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién miltiple y/o GUV ya sea antes o después de la
incubacion; detectar la presencia o ausencia de los productos de amplificacién por PCR mediante la deteccion del
componente de deteccion, en donde la deteccién del componente de deteccién indica la presencia de productos de
amplificacién por PCR y la secuencia objetivo de é&cido nucleico; y clasificar las gotitas de emulsién simple
monodispersas, gotitas de emulsidon multiple y/o GUV en base a la deteccién del componente de deteccion, en
donde la clasificacion separa las gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV
que incluyen los productos de amplificacién por PCR y la secuencia objetivo de acido nucleico, cuando estan
presentes, de las gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV que no incluyen
los productos de amplificacion por PCR vy la secuencia objetivo de acido nucleico; y agrupar las secuencias de acido
nucleico de las gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién multiple y/o GUV para proporcionar
un grupo enriquecido de secuencias de acido nucleico objetivo, cuando estan presentes. Una o mas de estos etapas
pueden realizarse bajo control microfluidico.

El método anterior permite, por ejemplo, el enriquecimiento de las moléculas de ADN fuera de un sistema
heterogéneo en base a la presencia de las subsecuencias detectables por PCR. Las moléculas de ADN pueden ser
cortas (por ejemplo, cientos de bases) o largas (por ejemplo, megabases o0 mas largas). La muestra puede
encapsularse en gotitas monodispersas de manera que las moléculas objetivo se detecten en las gotitas
digitalmente, es decir, cada gotita contiene 0 o 1 molécula objetivo. Las gotitas monodispersas pueden luego
clasificarse en base a, por ejemplo, la fluorescencia, para recuperar las moléculas objetivo. Este método puede
usarse para enriquecer una gran regién genomica, por ejemplo, del orden de megabases de longitud, en una
muestra heterogénea de fragmentos de ADN.

El método anterior permite recuperar una cantidad suficiente de ADN sin la necesidad de realizar PCR para
amplificar el ADN para la secuenciacién. La preparacién de muestras de ADN sin amplificacion es valiosa, por
ejemplo, cuando la PCR no conserva las secuencias o factores epigenéticos de interés, o no puede recuperar
secuencias que son de la longitud necesaria (por ejemplo, mayor que aproximadamente 10 kb, el limite practico de
PCR de largo alcance).

Otra aplicacion del método anterior es enriqguecer el ADN para la secuenciacion epigenética. Las marcas
epigenéticas en el ADN no se conservan por la PCR, por lo que su secuenciacién requiere ADN no amplificado de
los acidos nucleicos del huésped. Con el método anterior, se puede obtener una cantidad suficiente de ADN para la
secuenciacion sin necesidad de realizar la PCR vy, por tanto, conservar las marcas epigenéticas.

Los métodos anteriores tienen una utilidad particular cuando la longitud del acido nucleico objetivo excede los limites
practicos de la PCR de largo alcance, por ejemplo, cuando el acido nucleico es mayor que aproximadamente 10 kb,
y/o cuando es conveniente preservar las marcas epigenéticas en el ADN. En algunas modalidades, el acido nucleico
objetivo a enriquecer es mayor que aproximadamente 100 kb de longitud, por ejemplo, mayor que aproximadamente
1 megabase de longitud. En algunas modalidades, el acido nucleico objetivo a enriquecer es de aproximadamente
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10 kb a aproximadamente 100 kb, de aproximadamente 100 kb a aproximadamente 500 kb, o de aproximadamente
500 kb a aproximadamente 1 megabase de longitud.

Después de la amplificacion y/o purificacion, las emulsiones se pueden romper mediante el uso de medios quimicos
y osméticos para futuros analisis. Por ejemplo, se puede afiadir un volumen igual de 1H, 1H, 2H, 2H-Perfluoro-1-
octanol a una muestra purificada y mezclar mediante pipeteo o agitacién vorticial. La mezcla resultante puede
entonces dejarse equilibrar, y la capa acuosa puede eluirse para un analisis adicional. De manera similar, se puede
afiadir un gran exceso de agua purificada a la muestra posterior a la clasificacién, mezclar y dejar incubar a
temperatura ambiente durante varias horas. La mezcla resultante puede analizarse directamente para obtener la
muestra purificada de interés.

Amplificacién por desplazamiento multiple

Como se resumié anteriormente, en la practica de los métodos de la invencién, puede usarse MDA para amplificar
acidos nucleicos, por ejemplo, ADN genémico, de una manera generalmente no sesgada y no especifica para el
analisis posterior, por ejemplo, a través de la secuenciacion de préxima generacion.

Una modalidad ilustrativa de un método descrito en la presente descripcion incluye encapsular en una gotita
monodispersa (por ejemplo, una gotita de emulsion simple monodispersa o una gotita monodispersa de emulsion
multiple) una molécula plantilla de acido nucleico obtenida a partir de una muestra biologica, introducir los reactivos
de MDA y una pluralidad de cebadores de MDA en la gotita monodispersa, e incubar la gotita monodispersa en
condiciones efectivas para la produccién de productos de amplificacion de MDA, en donde la incubacién es efectiva
para producir productos de amplificacion de MDA a partir de la molécula plantilla de acido nucleico. En algunas
modalidades, las etapas de encapsulacién e introduccién se producen como una sola etapa, por ejemplo, cuando la
molécula plantilla de acido nucleico se mezcla con reactivos de MDA y una pluralidad de cebadores de MDA, y se
emulsiona, por ejemplo, mediante el uso de un elemento de enfoque de flujo de un dispositivo microfluidico.

Las condiciones de los ensayos basados en MDA descritos en la presente descripcion pueden variar de una o mas
maneras. Por ejemplo, el nimero de cebadores de MDA que se pueden afiadir a (o encapsular en) una gotita
monodispersa puede variar. El término "cebador" se refiere a uno o mas cebadores y se refiere a un oligonucleotido,
ya sea que se produzca de forma natural, como en una digestiéon por restriccién purificada, o que se produzca
sintéticamente, que es capaz de actuar como un punto de inicio de la sintesis a lo largo de una hebra
complementaria cuando se coloca en condiciones en las que se cataliza la sintesis de un producto de extensién del
iniciador que es complementario a una hebra de acido nucleico. Tales condiciones incluyen la presencia de cuatro
trifosfatos de desoxirribonucledsidos diferentes y un agente inductor de polimerizacién tal como una ADN polimerasa
adecuada (por ejemplo, la ADN polimerasa ®29 o la ADN polimerasa Bst), en un tampén adecuado ("tampén”
incluye sustituyentes que son cofactores, o que afectan el pH, la fuerza i6nica, etc.), y a una temperatura adecuada.
El cebador es preferentemente monocatenario para una maxima eficiencia en la amplificacion. En el contexto de
MDA, se utilizan regularmente cebadores hexdmeros aleatorios.

El complemento de una secuencia de acido nucleico como se usa en la presente descripcién se refiere a un
oligonucledtido que, cuando se alinea con la secuencia de acido nucleico de manera que el extremo 5' de una
secuencia se empareja con el extremo 3' de la otra, estd en "asociacion antiparalela". La complementariedad no
necesita ser perfecta; los hibridos estables pueden contener pares de bases desiguales o bases no coincidentes.
Los expertos en la técnica del acido nucleico pueden determinar la estabilidad del hibrido empiricamente
considerando una serie de variables que incluyen, por ejemplo, la longitud del oligonucleétido, la concentracién en
por ciento de bases de citosina y guanina en el oligonucledtido, |a fuerza idnica y la incidencia de pares de bases no
coincidentes.

El nimero de cebadores de MDA que se pueden afiadir a (0 encapsular en) una gotita monodispersa puede variar
de aproximadamente 1 a aproximadamente 500 o mas, por ejemplo, de aproximadamente 2 a 100 cebadores, de
aproximadamente 2 a 10 cebadores, de aproximadamente 10 a 20 cebadores, de aproximadamente 20 a 30
cebadores, de aproximadamente 30 a 40 cebadores, de aproximadamente 40 a 50 cebadores, de aproximadamente
50 a 60 cebadores, de aproximadamente 60 a 70 cebadores, de aproximadamente 70 a 80 cebadores, de
aproximadamente 80 a 90 cebadores, de aproximadamente 90 a 100 cebadores, de aproximadamente 100 a 150
cebadores, de aproximadamente 150 a 200 cebadores, de aproximadamente 200 a 250 cebadores, de
aproximadamente 250 a 300 cebadores, de aproximadamente 300 a 350 cebadores, de aproximadamente 350 a
400 cebadores, de aproximadamente 400 a 450 cebadores, de aproximadamente 450 a 500 cebadores, 0 de
aproximadamente 500 cebadores o mas.

Tales cebadores y/o reactivos pueden afiadirse a una gotita monodispersa en una etapa, 0 en mas de una etapa.
Por ejemplo, los cebadores se pueden afiadir en dos 0 mas etapas, tres 0 mas etapas, cuatro 0 mas etapas, 0 cinco
0 mas etapas. Donde se utiliza un agente litico, independientemente de si los cebadores se afiaden en una etapa o
en mas de una etapa, se pueden afiadir después de la adicién de un agente litico, antes de la adicion de un agente
litico, o simultdneamente con la adicién de un agente litico. Cuando se afiaden antes o después de la adicién de un
agente litico, los cebadores de MDA se pueden afiadir en una etapa separada de la adicién de un agente litico.
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Una vez que se han anadido cebadores a una gotita monodispersa, la gotita monodispersa puede incubarse en
condiciones suficientes para MDA. La gotita monodispersa puede incubarse en el mismo dispositivo microfluidico
que se uso para afiadir el(los) cebador(es), o puede incubarse en un dispositivo separado. En ciertas modalidades,
la incubacion de la gotita monodispersa en condiciones suficientes para la amplificacion por MDA se realiza en el
mismo dispositivo microfluidico usado para la lisis celular. La incubacién de las gotitas monodispersas puede tomar
una variedad de formas, por ejemplo, las gotitas monodispersas pueden incubarse a una temperatura constante, por
ejemplo, 30 grados. C, por ejemplo, durante aproximadamente 8 a aproximadamente 16 horas. Alternativamente,
pueden utilizarse ciclos de 25 °C durante 5 minutos, seguidos de 42 °C durante 25 minutos.

Aunque los métodos descritos en la presente descripcion para producir productos de amplificacién de MDA no
requieren el uso de sondas especificas, los métodos de la invencion también pueden incluir la introduccién de una o
mas sondas en la gotita monodispersas. Como se usa en la presente descripcion con respecto a los acidos
nucleicos, el término "sonda" se refiere generalmente a un oligonucledtido marcado que forma una estructura hibrida
con una secuencia en el acido nucleico objetivo, debido a la complementariedad de al menos una secuencia en la
sonda con una secuencia en la regién objetivo. La sonda, preferentemente, no contiene una secuencia
complementaria a la(s) secuencia(es) utilizada(s) para iniciar la reaccion de MDA. El nimero de sondas que se
afladen puede ser de aproximadamente una a 500, por ejemplo, de aproximadamente 1 a 10 sondas, de
aproximadamente 10 a 20 sondas, de aproximadamente 20 a 30 sondas, de aproximadamente 30 a 40 sondas, de
aproximadamente 40 a 50 sondas, de aproximadamente 50 a 60 sondas, de aproximadamente 60 a 70 sondas, de
aproximadamente 70 a 80 sondas, de aproximadamente 80 a 90 sondas, de aproximadamente 90 a 100 sondas, de
aproximadamente 100 a 150 sondas, de aproximadamente 150 a 200 sondas, de aproximadamente 200 a 250
sondas, de aproximadamente 250 a 300 sondas, de aproximadamente 300 a 350 sondas, de aproximadamente 350
a 400 sondas, de aproximadamente 400 a 450 sondas, de aproximadamente 450 a 500 sondas, o de
aproximadamente 500 sondas o mas. La(s) sonda(s) puede(n) introducirse en la gotita monodispersa antes,
después o después de la adicién de uno o mas cebadores.

En ciertas modalidades, puede usarse un ensayo basado en MDA para detectar la presencia de ciertos transcritos
de ARN presentes en células o para secuenciar el genoma de uno o mas virus de ARN. En tales modalidades, los
reactivos de MDA pueden afiadirse a la gotita monodispersa mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos
en la presente descripcion. Antes o después de la adicién (o encapsulacion) de los reactivos de MDA, la gotita
monodispersa puede incubarse en condiciones que permitan la transcripcién inversa seguida de condiciones que
permitan la MDA como se describe en la presente descripcién. La gotita monodispersa puede incubarse en el mismo
dispositivo microfluidico que se usa para afiadir los reactivos del MDA, o puede incubarse en un dispositivo
separado. En ciertas modalidades, incubar la gotita monodispersa en condiciones que permitan la MDA se realiza en
el mismo dispositivo microfluidico usado para encapsular y/o lisar una o mas células.

En ciertas modalidades, los reactivos afiadidos a la gotita monodispersa para MDA incluyen, ademas, una sonda de
ADN fluorescente capaz de detectar los productos de amplificacion de MDA. Puede usarse cualquier sonda de ADN
fluorescente adecuada, que incluye, entre otras, SYBR Green, TagMan®, balizas moleculares y sondas escorpion.
En ciertas modalidades, los reactivos afiadidos a la gotita monodispersa incluyen mas de una sonda de ADN, por
ejemplo, dos sondas de ADN fluorescentes, tres sondas de ADN fluorescentes o cuatro sondas de ADN
fluorescentes. El uso de multiples sondas de ADN fluorescentes permite la medicién simultanea de los productos de
amplificacién de MDA en una sola reaccion.

PCR

Como se resumié anteriormente, en la practica de los métodos de la invencion puede usarse un ensayo basado en
PCR para detectar la presencia de ciertos acidos nucleicos de interés, por ejemplo, genes de interés y/o marcadores
genéticos, por ejemplo, oncogenes, presentes en células o una muestra heterogénea de acidos nucleicos. Tales
ensayos basados en PCR pueden realizarse en la misma gotita monodispersa, por ejemplo, gotita de emulsién
simple monodispersa o gotita monodispersa de emulsién multiple como una etapa de amplificacion de MDA anterior
o posterior. En otras modalidades, las reacciones de PCR pueden realizarse en gotitas monodispersas de
independientemente. Las condiciones de tales ensayos basados en PCR pueden variar de una o mas maneras.

Por ejemplo, el nimero de cebadores de PCR que se pueden afiadir a una gotita de emulsién simple monodispersa
o gotita de emulsion miltiple y/o GUV puede variar. El término "cebador" puede referirse a mas de un cebador y se
refiere a un oligonucleétido, ya sea que se produzca de forma natural, como en una digestién por restriccion
purificada, o se produzca sintéticamente, que es capaz de actuar como un punto de inicio de la sintesis a lo largo de
una hebra complementaria cuando se coloca en condiciones en las que se cataliza la sintesis de un producto de
extensién del iniciador que es complementario a una hebra de acido nucleico. Tales condiciones incluyen la
presencia de cuatro trifosfatos de desoxirribonucledsidos diferentes y un agente inductor de polimerizacion tal como
la ADN polimerasa o la transcriptasa inversa, en un tampoén adecuado ("tampén" incluye sustituyentes que son
cofactores, o que afectan el pH, la fuerza ibnica, etc.), y a una temperatura adecuada. El cebador es
preferentemente monocatenario para una maxima eficiencia en la amplificacién.

El complemento de una secuencia de acido nucleico como se usa en la presente descripcién se refiere a un
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oligonucledtido que, cuando se alinea con la secuencia de acido nucleico de manera que el extremo 5' de una
secuencia se empareja con el extremo 3' de la otra, esta en "asociacion antiparalela". La complementariedad no
necesita ser perfecta; los hibridos estables pueden contener pares de bases desiguales o bases no coincidentes.
Los expertos en la técnica del acido nucleico pueden determinar la estabilidad del hibrido empiricamente
considerando una serie de variables que incluyen, por ejemplo, la longitud del oligonucleétido, la concentracién en
por ciento de bases de citosina y guanina en el oligonucledtido, |a fuerza idnica y la incidencia de pares de bases no
coincidentes.

El nimero de cebadores de PCR que se pueden afiadir a una gotita de emulsién simple monodispersa o gotita de
emulsién mltiple y/o GUV puede variar de aproximadamente 1 a aproximadamente 500 o mas, por ejemplo, de
aproximadamente 2 a 100 cebadores, de aproximadamente 2 a 10 cebadores, de aproximadamente 10 a 20
cebadores, de aproximadamente 20 a 30 cebadores, de aproximadamente 30 a 40 cebadores, de aproximadamente
40 a 50 cebadores, de aproximadamente 50 a 60 cebadores, de aproximadamente 60 a 70 cebadores, de
aproximadamente 70 a 80 cebadores, de aproximadamente 80 a 90 cebadores, de aproximadamente 90 a 100
cebadores, de aproximadamente 100 a 150 cebadores, de aproximadamente 150 a 200 cebadores, de
aproximadamente 200 a 250 cebadores, de aproximadamente 250 a 300 cebadores, de aproximadamente 300 a
350 cebadores, de aproximadamente 350 a 400 cebadores, de aproximadamente 400 a 450 cebadores, de
aproximadamente 450 a 500 cebadores, o de aproximadamente 500 cebadores o mas.

Estos cebadores pueden contener cebadores para uno o mas genes de interés, por ejemplo, oncogenes. El nimero
de cebadores para genes de interés que se afiaden puede ser de aproximadamente uno a 500, por ejemplo, de
aproximadamente 1 a 10 cebadores, de aproximadamente 10 a 20 cebadores, de aproximadamente 20 a 30
cebadores, de aproximadamente 30 a 40 cebadores, de aproximadamente 40 a 50 cebadores, de aproximadamente
50 a 60 cebadores, de aproximadamente 60 a 70 cebadores, de aproximadamente 70 a 80 cebadores, de
aproximadamente 80 a 90 cebadores, de aproximadamente 90 a 100 cebadores, de aproximadamente 100 a 150
cebadores, de aproximadamente 150 a 200 cebadores, de aproximadamente 200 a 250 cebadores, de
aproximadamente 250 a 300 cebadores, de aproximadamente 300 a 350 cebadores, de aproximadamente 350 a
400 cebadores, de aproximadamente 400 a 450 cebadores, de aproximadamente 450 a 500 cebadores, o de
aproximadamente 500 cebadores o mas. Los genes y oncogenes de interés incluyen, entre otros, BAX, BCL2L1,
CASP8, CDK4, ELK1, ETS1, HGF, JAK2, JUNB, JUND, KIT, KITLG, MCL1, MET, MOS, MYB, NFKBIA, EGFR, Myc,
EpCAM, NRAS, PIK3CA, PML, PRKCA, RAF1, RARA, REL, ROS1, RUNX1, SRC, STAT3, CD45, citoqueratinas,
CEA, CD133, HER2, CD44, CD49f, CD146, MUC1/2 y ZHX2.

Tales cebadores y/o reactivos pueden afiadirse a una gotita de emulsién simple monodispersa o gotita de emulsién
multiple y/o GUV en una etapa, o en mas de una etapa. Por ejemplo, los cebadores se pueden afiadir en dos 0 mas
etapas, tres 0 mas etapas, cuatro 0 mas etapas, o0 cinco o mas etapas. Independientemente de si los cebadores se
afiaden en una etapa o en mas de una etapa, se pueden afiadir después de la adicién de un agente litico, antes de
la adicion de un agente litico, o simultaneamente con la adicion de un agente litico. Cuando se afiaden antes o
después de la adicion de un agente litico, los cebadores de PCR se pueden afiadir en una etapa separada de la
adicion de un agente litico.

Una vez que se han afiadido cebadores a una gotita de emulsién simple monodispersa o gotita de emulsién multiple
y/o GUV, la gotita de emulsion simple monodispersa o la gotita monodispersa de emulsion miltiple y/o GUV pueden
incubarse en condiciones que permitan la PCR. La gotita de emulsién simple monodispersa o la gotita de emulsién
multiple y/o la GUV pueden incubarse en el mismo dispositivo microfluidico que se usé para afiadir el(los)
cebador(es), o pueden incubarse en un dispositivo separado. En ciertas modalidades, la incubacién de la gotita de
emulsién simple monodispersa o la gotita de emulsién muliiple y/o la GUV en condiciones que permiten la
amplificacién por PCR se realiza en el mismo dispositivo microfluidico usado para encapsular y lisar células. La
incubacién de la gotita de emulsién simple monodispersa o la gotita de emulsién multiple y/o GUV pueden tomar una
variedad de formas. En ciertos casos, la gotita de emulsidon simple monodispersa o la gotita de emulsién mltiple y/o
la GUV que contiene la mezcla de PCR puede fluir a través de un canal que incuba las gotitas monodispersas en
condiciones efectivas para la PCR. En algunas modalidades, las reacciones de PCR se realizan sin el uso de
dispositivos y/o sistemas microfluidicos. Hacer fluir la gotita de emulsién simple monodispersa o la gotita de
emulsién multiple y/o la GUV a través de un canal puede implicar un canal que serpentea sobre varias zonas de
temperatura mantenidas a temperaturas efectivas para la PCR. Tales canales pueden, por ejemplo, ciclar sobre dos
0 mas zonas de temperatura, en donde al menos una zona se mantiene a aproximadamente 65 °C y al menos una
zona se mantiene a aproximadamente 95 °C. Alternativamente, pueden utilizarse zonas para 86 °C, 60 °Cy 20 °C. A
medida que las gotitas de emulsién simple monodispersas o la emulsiéon multiple y/o las GUV se mueven a través de
tales zonas, sus ciclos de temperatura, segin sea necesario para la PCR. El nimero preciso de zonas y la
temperatura respectiva de cada zona se pueden determinar facilmente por los expertos en la técnica para lograr la
amplificacién por PCR deseada.

En otras modalidades, la incubacién de las gotitas de emulsiéon simple monodispersas o las gotitas de emulsién
multiple y/o GUV puede implicar el uso de una matriz de megagotitas. En tal dispositivo, una matriz de cientos, miles
o millones de trampas que se indenta en un canal (por ejemplo, un canal PDMS) se sienta sobre un sistema térmico.
El canal puede presurizarse, evitando, de esta manera, que el gas se escape. La altura del canal microfluidico es
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menor que el diametro de las gotitas de emulsién simple monodispersas o las gotitas de emulsién multiple y/o GUV,
lo que hace que las gotitas de emulsién simple monodispersas o las gotitas de emulsion multiple y/o GUV adopten
una forma de panqueque aplanada. Cuando una gotita de emulsién simple monodispersa o una gotita de emulsién
multiple y/o GUV fluye sobre una indentaciéon desocupada, adopta un radio de curvatura mas bajo, mas
energéticamente favorable, lo que conduce a una fuerza que tira de las gotitas de emulsién simple monodispersas o
gotitas de emulsion multiple y/o GUV completamente en la trampa. Al fluir las gotitas de emulsién simple o las gotitas
de emulsién multiple y/o las GUV como un paquete compacto, se asegura que todas las trampas de la matriz estén
ocupadas. Todo el dispositivo puede someterse a un ciclo térmico mediante el uso de un calentador.

En ciertos casos, el calentador incluye una placa Peltier, un disipador de calor y un ordenador de control. La placa
Peltier permite el calentamiento o enfriamiento del chip por encima o por debajo de la temperatura ambiente al
controlar la corriente aplicada. Para garantizar una temperatura controlada y reproducible, una computadora puede
monitorear la temperatura de la matriz mediante el uso de sondas de temperatura integradas y puede ajustar la
corriente aplicada para calentar y enfriar segiin sea necesario. Una placa metalica (por ejemplo, cobre) permite una
aplicacion uniforme de calor y disipacién de calor excesivo durante los ciclos de enfriamiento, lo que permite el
enfriamiento de aproximadamente 95 °C a aproximadamente 60 °C en menos de aproximadamente un minuto.

Los métodos de la invencién también pueden incluir la introducciéon de una o mas sondas a las gotitas de emulsién
simple monodispersas o las gotitas de emulsién mdltiple y/o GUV. Como se usa en la presente descripcion con
respecto a los acidos nucleicos, el término "sonda" se refiere a un oligonucleétido marcado que forma una estructura
hibrida con una secuencia en el acido nucleico objetivo, debido a la complementariedad de al menos una secuencia
en la sonda con una secuencia en la region objetivo. En algunas modalidades, la sonda no contiene una secuencia
complementaria a la(s) secuencia(es) utilizada(s) para la hibridacion de la reaccién en cadena de la polimerasa. El
numero de sondas que se afiaden puede ser de aproximadamente una a 500, por ejemplo, de aproximadamente 1 a
10 sondas, de aproximadamente 10 a 20 sondas, de aproximadamente 20 a 30 sondas, de aproximadamente 30 a
40 sondas, de aproximadamente 40 a 50 sondas, de aproximadamente 50 a 60 sondas, de aproximadamente 60 a
70 sondas, de aproximadamente 70 a 80 sondas, de aproximadamente 80 a 90 sondas, de aproximadamente 90 a
100 sondas, de aproximadamente 100 a 150 sondas, de aproximadamente 150 a 200 sondas, de aproximadamente
200 a 250 sondas, de aproximadamente 250 a 300 sondas, de aproximadamente 300 a 350 sondas, de
aproximadamente 350 a 400 sondas, de aproximadamente 400 a 450 sondas, de aproximadamente 450 a 500
sondas, o de aproximadamente 500 sondas o mas. La(s) sonda(s) puede(n) introducirse en las gotitas de emulsién
simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV antes, posterior a, o0 después de la adicién de
uno 0 méas cebadores. Las sondas de interés incluyen, entre otras, sondas TagMan® (por ejemplo, como se describe
en el documento de Holland, P. M.; Abramson, R. D.; Watson, R.; Gelfand, D. H. (1991), "Detection of specific
polymerase chain reaction product by utilizing the 5'----3' exonuclease activity of Thermus aquaticus DNA
polymerase”, PNAS, 88 (16): 7276-7280).

En ciertas modalidades, puede usarse un ensayo basado en RT-PCR para detectar la presencia de ciertos
transcritos de interés, por ejemplo, oncogén(es), presentes en las células. En tales modalidades, la transcriptasa
inversa y cualquier otro reactivo necesario para la sintesis de ADNc se afiaden a las gotitas de emulsién simple
monodispersas o gotitas de emulsién miltiple y/o GUV ademas de los reactivos usados para llevar a cabo la PCR
descrita en la presente descripcion (denominados colectivamente como los "reactivos de RT-PCR"). Los reactivos de
RT-PCR se afiaden a las gotitas de emulsion simple monodispersa o gotitas de emulsion miltiple y/o GUV mediante
el uso de métodos adecuados descritos en la presente descripcidon. Una vez que se han afiadido los reactivos para
la RT-PCR a una gotita de emulsién simple monodispersa o gotita de emulsion maltiple y/o GUV, la gotita de
emulsién simple monodispersa o gotita de emulsion multiple y/o GUV puede incubarse en condiciones que permitan
la transcripcion inversa seguida de condiciones que permitan la PCR como se describe en la presente descripcion.
La gotita de emulsién simple monodispersa o la gotita de emulsién miltiple y/o la GUV pueden incubarse en el
mismo dispositivo microfluidico que se usé para afiadir los reactivos de RT-PCR, o pueden incubarse en un
dispositivo separado. En ciertas modalidades, incubar la gotita de emulsién simple monodispersa o la gotita de
emulsién multiple y/o GUV en condiciones que permitan la RT-PCR se realiza en el mismo dispositivo microfluidico
usado para encapsular y lisar células.

En ciertas modalidades, los reactivos afiadidos a la gotita de emulsién simple monodispersa o gotita de emulsién
multiple y/o GUV para RT-PCR o PCR incluyen, ademads, una sonda de ADN fluorescente capaz de detectar los
productos de RT-PCR o PCR. Puede usarse cualquier sonda de ADN fluorescente adecuada, que incluye, entre
otras, SYBR Green, TagMan®, balizas moleculares y sondas escorpién. En ciertas modalidades, los reactivos
afiadidos a las gotitas de emulsién simple monodispersas o gotitas de emulsiéon multiple y/o GUV incluyen mas de
una sonda de ADN, por ejemplo, dos sondas de ADN fluorescentes, tres sondas de ADN fluorescentes o cuatro
sondas de ADN fluorescentes. El uso de multiples sondas de ADN fluorescentes permite la medicién simultanea de
productos de RT-PCR o PCR en una sola reaccion.

PCR doble

Para amplificar transcritos raros, una gotita de emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsién multiple y/o
GUV que se ha sometido a una primera etapa de reaccién de RT-PCR o PCR como se describe en la presente
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descripcién puede someterse ademas a una segunda etapa de reaccion de PCR. En algunas modalidades, una
primera gotita de emulsiéon simple monodispersa, gotita de emulsién miltiple y/o GUV que se ha sometido a una
primera etapa de la reaccién de RT-PCR o PCR se encapsula en una segunda gotita de emulsién simple, gotita de
emulsién multiple y/o GUV que contiene reactivos de PCR adicionales, que incluyen, entre otros, enzimas (por
ejemplo, ADN polimerasa), sondas de ADN (por ejemplo, sondas de ADN fluorescentes) y cebadores, seguido de la
ruptura de la primera gotita de emulsiéon simple monodispersa, gotita de emulsién multiple y/o GUV. En ciertas
modalidades, la segunda gotita de emulsién simple, la gotita de emulsién mdltiple y/o la GUV que contiene los
reactivos de PCR adicionales es mas grande que la gotita monodispersa que ha experimentado la primera etapa de
la reaccion RT-PCR o PCR. Esto puede ser beneficioso, por ejemplo, porque permite la dilucion de los componentes
celulares que pueden ser inhibitorios para la segunda etapa de la PCR. La segunda etapa de reaccién de PCR
puede llevarse a cabo en el mismo dispositivo microfluidico usado para llevar a cabo la reaccion de la primera etapa,
en un dispositivo microfluidico diferente o sin el uso de un dispositivo microfluidico.

En algunas modalidades, los cebadores usados en la segunda etapa de reaccién de PCR son los mismos cebadores
usados en la primera etapa de reaccién de RT-PCR o PCR. En otras modalidades, los cebadores usados en la
segunda etapa de reaccién de PCR son diferentes de los cebadores usados en la reaccion de la primera etapa.

PCR digital

Los métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse para cuantificar los acidos nucleicos mediante el
uso de, por ejemplo, PCR digital. En la PCR digital, los acidos nucleicos objetivo de una solucion se diluyen de
manera que, cuando la muestra se aisla en compartimientos, la mayoria de los compartimientos encapsulan cero o
una molécula objetivo, aunque a menudo se pueden usar tasas de carga mas altas, siempre que se puedan
modelar. Los reactivos suficientes para la amplificacién de los acidos nucleicos objetivo también se incluyen en los
compartimientos, y los compartimientos se someten a condiciones adecuadas para la amplificacién. Los
compartimientos pueden tener una variedad de estructuras, que incluyen micropocillos fabricados en un sustrato o
gotitas de una emulsién simple. También pueden formarse como, por ejemplo, gotitas de emulsion simple
monodispersas, gotitas monodispersas de emulsién multiple, por ejemplo, emulsiones dobles y/o GUV, como se
describe en la presente descripcion. En algunas modalidades, la muestra se compartimenta en gotitas de emulsién
simple monodispersas, gotitas monodispersas de emulsion multiple, por ejemplo, emulsiones dobles, y/o GUV y las
gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas monodispersas de emulsién multiple, por ejemplo, emulsiones
dobles, y/o GUV se someten a condiciones de amplificacién. Las gotitas que contienen un objetivo se someten a
amplificacién, mientras que las que no, no se someten a amplificacion y, por lo tanto, no producen productos de
amplificacién de acido nucleico. Si se incluye un componente de deteccién, las emulsiones simples o multiples que
incluyen el objetivo pueden llenarse con una sefial detectable, lo que permite identificarlas por, por ejemplo, la
obtencién de imagenes o la caida de flujo. Una ventaja poderosa de usar emulsiones dobles para realizar dicha PCR
digital es que las emulsiones dobles pueden suspenderse en una fase portadora acuosa que es miscible con la
muestra particionada y, por lo tanto, puede detectarse y/o clasificarse facilmente mediante el uso de citdémetros de
flujo y clasificadores de células activadas por fluorescencia (FACS) disponibles comercialmente. Esto permite
enriguecer las entidades objetivo de una muestra que no es posible con otros métodos en los que la clasificacion no
se logra facilmente.

En algunas modalidades, los métodos descritos pueden usarse para cuantificar los acidos nucleicos en solucién al
contar la fraccidn de emulsiones simples o multiples que son fluorescentes y se someten a amplificacién y, por tanto,
contienen al menos un Unico &cido nucleico objetivo, en la mayoria de los casos; la amplificacion falsa puede ocurrir
por razones estocasticas o, por ejemplo, la encapsulacion de polvo u otros contaminantes que interfieren con la
especificidad de la reaccion de amplificacion. También se pueden incluir sondas TagMan®, balizas moleculares,
SYBR vy otros tipos de componentes de deteccién, lo que permite el uso de multiples espectros 6pticos para detectar
simultaneamente la amplificaciéon de diferentes secuencias de acido nucleico en el objetivo o debido a multiples
objetivos que se encapsulan en las mismas gotitas de emulsiéon simple monodispersas, las gotitas monodispersas de
emulsién multiple, por ejemplo, las emulsiones dobles y/o GUV, lo que puede ser ventajoso en algunos casos.

Como otros métodos de analisis de PCR, la dPCR se puede multiplexar mediante el uso de sondas marcadas con
diferentes colorantes fluorescentes. Dado que la dPCR actla sobre moléculas en gotitas, esto proporciona
oportunidades de medicion Unicas que no son posibles con los métodos comunes, como la asociacion fisica de
secuencias distintas. Esto es valioso para una variedad de aplicaciones importantes en biologia genémica, que
incluye la caracterizacion de la diversidad de virus, la fase de los genomas microbianos, el haplotipado de los
genomas de cancer, la medicién de las formas de empalme de ARNm y la caracterizacion de las distribuciones de
longitud de las moléculas objetivo en solucién.

Secuenciacion de ARN (RNAseq)
Los métodos descritos en la presente descripcién pueden usarse para la encapsulacién de células individuales y la
RNAseq. La RNAseq utiliza la secuenciacién paralela masiva que se hace posible por las tecnologias de

secuenciacion de préxima generacion (NGS), otra forma de abordar la enumeracién de transcritos de ARN en una
muestra de tejido. Especificamente, la RNAseq puede usarse para estudiar fendmenos tales como los cambios en la
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expresion génica, los eventos de empalme alternativo, la expresion génica especifica del alelo y los transcritos
quiméricos, que incluyen los eventos de fusién génica, los transcritos novedosos y la edicion de ARN. EI ADN
complementario (ADNc) se puede recuperar de las emulsiones monodispersas y la transcripcién estandar in vitro y
la preparacion de la biblioteca para la NGS que se realiza para recopilar los datos del analisis del perfil de expresién
génica de una célula individual.

En la presente descripcion se proporciona un método de secuenciacién de ARN de célula lnica, el cual incluye:
combinar una pluralidad de particulas de plantilla monodispersas con un primer fluido para proporcionar una primera
mezcla, en donde el primer fluido comprende una pluralidad de células; combinar la primera mezcla con un segundo
fluido para proporcionar una segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido; y cizallar
la segunda mezcla de manera que una pluralidad de las particulas de plantilla monodispersas se encapsulan en una
pluralidad de gotitas monodispersas en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, una pluralidad de gotitas
monodispersas que comprenden el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas, y una de la
pluralidad de células. Tal método puede incluir una etapa de lisis celular como se describe en la presente
descripcion, por ejemplo, una etapa de lisis de proteasa y/o proteinasa como se describe en la presente descripcion,
por ejemplo, una etapa de lisis de proteinasa K como se describe en la presente descripcion. Por ejemplo, una
proteasa y/o proteinasa, por ejemplo, una proteasa y/o proteinasa que tiene una amplia especificidad del sustrato,
por ejemplo, una serina proteasa no especifica, por ejemplo, la proteinasa K, una proteasa de Bacillus licheniformis
(por ejemplo, Numero CAS 9014-01-1), o la proteasa de OB (disponible en Omega Bio-Tek) puede afiadirse a las
células, por ejemplo, en ausencia de detergentes, antes o simultdneamente con, la encapsulacién de las células en
gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV. La proteasa y/o la proteinasa
pueden afiadirse a una temperatura lo suficientemente baja para garantizar que la proteasa y/o la proteinasa no esté
en un estado activado antes o durante la encapsulacién celular, por ejemplo, aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 25 °C, que incluye aproximadamente 1 °C a aproximadamente 5 °C, aproximadamente 1 °C a
aproximadamente 10 °C, aproximadamente 1 °C a aproximadamente 15 °C, aproximadamente 1 °C a
aproximadamente 20 °C, o aproximadamente 1 °C a aproximadamente 25 °C. En algunas modalidades, la proteasa
y/o la proteinasa pueden afiadirse a aproximadamente 4 °C. Subsecuentemente, la temperatura de las gotitas de
emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsion miltiple y/o las GUV pueden aumentarse a una temperatura
suficiente para garantizar la activacion de la proteasa y/o la proteinasa, por ejemplo, 37-80 °C, tal como 30-50 °C,
37-55 °C, 40-60 °C, 50-60 °C, 60-70 °C, o 70-80 °C, para facilitar la activacion de la proteinasa K y la lisis celular. La
incubacién con proteinasa K puede ser durante un tiempo suficiente para dar como resultado la lisis celular, por
ejemplo, 15-60 minutos (0 mas tiempo segun corresponda), por ejemplo, 15-20 minutos. La emulsiéon puede
entonces romperse, y la proteasa y/o la proteinasa, por gjemplo, la proteinasa K, se eliminan segln sea necesario.
El ARN de las células lisadas puede capturarse para la secuenciacioén posterior mediante el uso de cualquier método
y reactivo adecuado en las gotitas monodispersas, por ejemplo, antes de romper la emulsién. Por ejemplo, las perlas
de captura de ARN funcionalizadas, tales como las perlas de Drop-seq comercialmente disponibles de ChemGenes
Corporation, pueden encapsularse con las células en las gotitas monodispersas. En algunas modalidades, tales
perlas de captura de ARN funcionalizadas pueden incorporarse directamente en las particulas de plantilla. Por
ejemplo, las perlas de captura de ARN funcionalizadas pueden encapsularse en un material de polimero adecuado
(por ejemplo, hidrogel), por ejemplo, el hidrogel de poliacrilamida BAC mediante el uso de Bis(acriloil)cistamina como
un reticulante para la sintesis de perlas de poliacrilamida.

Medicion de las longitudes de los acidos nucleicos

Los métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse para medir las distribuciones de longitud de los
acidos nucleicos en solucion. Esto se puede lograr disefiando secuencias de sonda que se hibridan con los acidos
nucleicos objetivo en diferentes regiones de distancia conocida a lo largo de sus longitudes. Las sondas se pueden
mezclar con los acidos nucleicos objetivo y compartimentalizar en gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas
de emulsién multiple y/o GUV. Cada gotita de emulsién simple monodispersa, gotitas de emulsién mltiple y/o GUV
puede contener, por ejemplo, dos conjuntos de cebador y sonda que sefialan la presencia de dos regiones
diferentes en el objetivo a una distancia conocida. Esto se puede repetir para diferentes combinaciones de sondas
de manera que diferentes pares sondeen diferentes distancias y diferentes regiones del objetivo. Las muestras
pueden someterse a amplificacién, analisis y clasificacion, si se desea. En el andlisis, se encontrard que algunas
gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién miltiple y/o GUV se someten a amplificacion solo
con una de las sondas mientras que otras, por ejemplo, se amplifican solo con |la otra sonda. Esto sugiere que en
estas gotitas de emulsion simple, gotitas de emulsion multiple y/o GUV, un tipo contiene la region solo para una de
las sondas, mientras que el otro tipo contiene la regién de la otra sonda. En esta poblacion, también puede haber
gotitas de emulsion simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV, que se someten a amplificacién con ambas
sondas, lo que indica que el acido nucleico objetivo que contiene en el mismo ambas regiones. En esta misma
suspensién habra un gran nimero de gotitas de emulsién simple, gotitas de emulsién multiple y/o GUV que incluyen
una fraccion medible de cada uno de los tres tipos de gotitas, ademas de las que, por supuesto, no experimentan
amplificacién y, por tanto, presumiblemente, no contienen las regiones objetivo. Estos datos pueden usarse para
inferir las longitudes de los acidos nucleicos en solucion.

Por ejemplo, si los &cidos nucleicos en solucién estan en gran medida intactos como moléculas completas, entonces
la mayoria de las gotitas que se someten a amplificacioén exhibiran amplificacion tanto con conjuntos de sonda como
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de cebador y por tanto mostraran una sefial mixta. Por el contrario, si los objetivos de acido nucleico estan muy
fragmentadas, la mayoria de los eventos de deteccion seran de una u otra sonda, con solo casos raros de ambas
sondas. Dado que se pueden conocer las distancias entre las sondas, esto permite estimar las longitudes y la
fragmentacion de las moléculas en la solucion. Este proceso se puede repetir con diferentes conjuntos de sondas
que se dirigen a diferentes regiones y/o que tienen diferentes distancias entre ellas, para caracterizar mas
completamente la fragmentacion de los acidos nucleicos objetivo.

Enriquecimiento microfluidico para andlisis de secuencias (MESA) en gotitas de emulsién simple, gotitas de
emulsion multiple y/o GUV

Los métodos descritos en la presente descripcién pueden usarse para realizar el enriquecimiento microfluidico para
andlisis de secuencias (MESA) de los acidos nucleicos objetivo. Esto se logra mediante el uso del método para
encapsular los acidos nucleicos objetivo en gotitas de emulsiéon simple monodispersas, gotitas de emulsiéon multiple
y/o GUV vy realizar la amplificacién en esas gotitas, lo que produce sefiales fluorescentes cuando las gotitas
contienen una secuencia objetivo. Estos gotitas pueden luego clasificarse, enriqueciendo, de esta manera, los
acidos nucleicos en el grupo clasificado. La reaccién también puede multiplexarse, si se desea, para diferenciar
entre moléculas que contienen mlltiples subsecuencias distintas. La amplificaciéon también puede usarse para
amplificar los acidos nucleicos que se clasifican antes, simultaneamente o después de la clasificacién, para permitir
la secuenciacion.

Una ventaja clave de este enfoque es que la regién que se amplifica en las gotitas puede usarse simplemente como
una "regién de deteccién": los amplicones no necesitan incluir las moléculas que se someten a secuenciaciéon. En
cambio, ellos sefialan cuando una molécula objetivo esta presente en una gotita de manera que la molécula
completa se pueda recuperar para el analisis posterior. Esto es potente porque permite recuperar un acido nucleico
grande, incluso uno que es demasiado grande para amplificarse eficientemente, para su analisis posterior. Por
ejemplo, suponga que existe un gen que se cree que es parte de una via bioloégica importante, por ejemplo, la
cascada de sefializacién, en un microorganismo que adn no se ha descubierto. El objetivo es recuperar los genes
que codifican las proteinas implicadas en esta via para que puedan secuenciarse y estudiarse. Esto no se puede
lograr facilmente mediante el uso de los métodos de enriquecimiento existentes ya que el microbio, al ser
desconocido, puede no ser cultivable especificamente y, ademas la via, al ser en gran medida de secuencia
desconocida, no se puede purificar mediante el uso de sondas de hibridacién, ya que no se conocen las secuencias
para las que las sondas se hibridan, aparte del gen individual, que puede ser demasiado pequefio para extraer toda
la via. Sin embargo, esto se puede lograr mediante el uso del método MESA descrito en la presente descripcion.

En algunas modalidades, los acidos nucleicos del objetivo pueden fragmentarse en un tamafio lo suficientemente
grande como para encapsular toda la trayectoria, tal como, por ejemplo, decenas o cientos de kilobases, o incluso
megabases o fragmentos mas largos. Si la via existe dentro de un fragmento, puede contener el gen conocido. Los
acidos nucleicos fragmentados, la mayoria de los cuales no contienen el objetivo, se someten a las técnicas
descritas en la presente descripcion, lo que da como resultado las gotitas de emulsién simple monodispersas, que,
en su mayor parte, no contienen una via y, por tanto, no exhiben amplificacién, mientras que las gotas raras que si
contienen la via, se someten a amplificacién. Las gotitas positivas se pueden recuperar, por ejemplo, mediante la
clasificacion FACS de las emulsiones dobles que son fluorescentes. Estos pueden luego someterse a
manipulaciones adicionales tales como, si es necesario, amplificacion especifica y no especifica, cuantificacion a
través de PCR digital o cuantitativa y secuenciacién de ADN. Una ventaja poderosa de MESA sobre otras
estrategias de enriquecimiento es que permite detectar y recuperar acidos nucleicos muy grandes, incluso hasta el
tamafio de un genoma completo, en base a una secuencia corta conocida de solo decenas de cientos de pares de
bases. Pocas otras metodologias de enriquecimiento tienen la capacidad de enriquecer tales secuencias de acido
nucleico grandes fuera de un grupo heterogéneo mediante el uso de tales cantidades limitadas de informacién sobre
la secuencia.

El método también puede usarse para identificar las secuencias de ADN de genomas individuales. En esta
modalidad, los acidos nucleicos de un objetivo pueden fragmentarse y encapsularse en gotitas de emulsién simple
monodispersas, gotitas de emulsién multiple y/o GUV con reactivos y cebadores de PCR especificos para la
secuencia de ADN de interés. Después de la amplificacion, las gotitas de emulsién simple monodispersas positivas,
las gotitas de emulsiéon multiple y/o GUV se pueden clasificar en compartimientos individuales, tales como matrices
de placas de pocillos, mediante el uso de FACS o MACS. Los compartimientos individuales pueden luego someterse
a una manipulacién adicional, tal como una amplificacién especifica o no especifica. Los amplicones resultantes
pueden usarse entonces para hacer bibliotecas para las técnicas de secuenciacion de préxima generacion, o como
material usado directamente en la secuenciacion de Sanger. Esta técnica seria Util, por ejemplo, en un método
disefiado para identificar diferencias genéticas en una poblacion retroviral, como el VIH, que se encuentra en un
paciente individual.

Como se discutié anteriormente, los métodos descritos en la presente descripcién pueden usarse para PCR digital y,
en relacién con ello, enriquecimiento microfluidico para analisis de secuenciacion (MESA). En algunas modalidades,
una muestra que incluye &cidos nucleicos, virus, células, particulas, etc., se divide en emulsiones simples o multiples
como se describe en la presente descripcion. Las gotitas se recogen en un deposito, tal como un tubo de PCR, y se
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incuban en condiciones adecuadas para la amplificacién, tal como el ciclo térmico. También se pueden usar
métodos isotérmicos, tales como MDA, MALBAC, LAMP, etc. Se puede incluir un indicador fluorescente en las
gotitas o afadir a la fase portadora para inducir una diferencia en la fluorescencia entre las gotitas que contienen los
acidos nucleicos objetivo y las gotitas que no contienen los acidos nucleicos objetivo.

Por ejemplo, se puede afiadir Sybrgreen a la fase portadora de manera que se divida en la emulsién simple o
multiple. Dado que Sybr se vuelve mucho maés fluorescente en presencia de ADN bicatenario, las gotitas que se
someten a amplificacién seran mas brillantes de forma fluorescente que las que no. Para cuantificar el nimero de
moléculas objetivo en la muestra, las gotitas pueden someterse a analisis de citometria de flujo, o incluso a
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

A medida que las gotitas fluyen a través del citdmetro de flujo, se puede registrar la informacién sobre su tamarfio y
fluorescencia. En el caso de que las moléculas objetivo se carguen en dilucién limitante, algunas gotitas se
detectaran como fluorescentes, porque contenian una molécula objetivo, y otras se detectaran como tenues, porque
no lo hacen. La fraccién de gotitas de brillante a tenue puede usarse, de acuerdo con una distribuciéon de Poisson
para estimar la concentracién inicial de la molécula objetivo en la muestra original. Mediante el uso de un FACS para
clasificar las gotitas en base a la fluorescencia, es posible recuperar las emulsiones dobles que contienen las
moléculas objetivo y, al romper las emulsiones dobles, recuperar las moléculas objetivo. Esto puede usarse para
filtrar poblaciones grandes y heterogéneas de acidos nucleicos para recuperar selectivamente las secuencias
objetivo. El método anterior también puede realizarse mediante el uso de GUV, donde sea adecuado, en lugar de las
gotitas de emulsion multiple.

Clasificacion de células activadas por PCR (PACS) en gotitas de emulsiéon simple, gotitas de emulsién multiple y/o
GUvV

La tecnologia MESA permite el enriquecimiento de los acidos nucleicos desnudos fuera de una solucién, pero un
enfoque similar se puede aplicar a los acidos nucleicos contenidos dentro de las entidades, tales como dentro de las
células, virus, esporas, particulas, etc., en donde el proceso es en gran medida el mismo. Por ejemplo, las entidades
que incluyen los acidos nucleicos objetivo se pueden encapsular en gotitas de emulsiéon simple monodispersas,
gotitas de emulsion multiple y/o GUV, y someterse a condiciones suficientes para amplificar los acidos nucleicos
objetivo, como se describidé anteriormente. Las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsion
multiple y/o GUV pueden luego clasificarse en base a la amplificacion, para recuperar las entidades que tienen el
objetivo.

Una consideracion importante al aplicar esta técnica a entidades biolégicas, especialmente aquellas que tienen una
membrana o cubierta protectora, por ejemplo, células, es que los acidos nucleicos deben ser accesibles a los
reactivos de amplificacién para que se produzca una deteccion especifica, lo que puede requerir procedimientos
especializados. Por ejemplo, las entidades pueden encapsularse en las gotitas de emulsién simple monodispersas,
las gotitas de emulsion multiple y/o GUV con agentes que liberan acidos nucleicos, tales como proteasas, lisozima,
detergentes, bases fuertes, etc. También pueden encapsularse en gotitas de emulsién simple monodispersas,
gotitas de emulsién multiple y/o GUV y luego sumergirse en una solucién que contiene el agente litico, que puede
dividirse a través de la capa de las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsion multiple y/o
cubiertas de GUV para inducir la lisis. También pueden encapsularse, por ejemplo, en particulas de gel que pueden
empaparse en un agente litico. Luego, estas particulas de gel que contendran los acidos nucleicos de las entidades,
se pueden encapsular en las gotitas de emulsion simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o GUV
para la deteccién a través del procedimiento de amplificacion. El gel puede seleccionarse de manera que no inhiba
la lisis 0 la reaccién de amplificacién, tal como, por ejemplo, al garantizar que su tamafio de los poros sea lo
suficientemente grande como para permitir que un reactivo se difunda a través del gel mientras atrapa los acidos
nucleicos, o al permitir que se funda al calentar las gotitas de emulsion simple monodispersas, las gotitas de
emulsién multiple y/o GUV, como cuando se usa agarosa. El gel también puede funcionalizarse, si se desea, para
unir los compuestos celulares deseados, tales como las moléculas de ARN que de cualquier otra manera pueden
escapar de los geles y ser indetectables. Aln otro procedimiento que se puede implementar para permitir el acceso
de los reactivos de sintesis a los acidos nucleicos objetivo es usar corriente eléctrica para lisar células, virus,
particulas, etc., a medida que se encapsulan en las gotitas de emulsion simple monodispersas, las gotitas de
emulsién multiple y/o las GUV. Esto se puede lograr, por ejemplo, al hacer fluir las células a través de un canal en el
que fluye una corriente eléctrica, que puede crear poros en una membrana celular, por ejemplo, y facilitar la lisis
celular.

Clasificacion de células activadas por PCR de células vivas (PACS)

La aplicacion de la PCR de emulsién y la clasificacién a las células como se describe en la presente descripcion ha
incluido la lisis y, en la mayoria de los casos, la muerte del organismo. Sin embargo, al modificar el enfoque y
mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion, también es posible recuperar células intactas y
vivas. Esto se puede lograr, por ejemplo, encapsulando células vivas en gotitas de emulsién simple monodispersas,
gotitas de emulsién multiple y/o GUV en condiciones de manera que el contenido de la célula se escape en la gotita
de emulsién simple monodispersa de encapsulacién, la gotita monodispersa de emulsién multiple y/o GUV mientras
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se mantiene la viabilidad de la célula. Esto es posible, por ejemplo, al hacer fluir la célula a través de un canal en el
que también fluye una corriente eléctrica, que puede inducir la formacién de poros en la membrana celular y permitir
que el lisado celular se escape. Cuando la célula sale de este canal, su membrana puede volver a sellarse, mientras
que el lisado que se escap6 aln existe alrededor de la célula. Para las condiciones de flujo laminar, esto se puede
realizar de manera que el lisado alrededor de la célula fluya con la célula y se encapsule en el mismo
compartimiento, tal como una gotita de una emulsiéon simple monodispersa, una gotita de emulsién multiple y/o GUV.
También se pueden incluir reactivos adecuados para la amplificacion de los acidos nucleicos celulares o la deteccion
de otros componentes celulares de manera que el lisado alrededor de la célula pueda interactuar con los reactivos
cuando esta en la gotita. La reaccion puede disefiarse de manera que se produzca una sefial fluorescente, lo que
permite recuperar las gotitas que contienen la célula objetivo mediante clasificacién, y permite la recuperacion en
vivo de las células. Este es un uso poderoso de la tecnologia porque proporciona los beneficios de PACS: la
capacidad de diferenciar entre células en base a los biomarcadores de secuencia, tales como las moléculas y el
ARN, al tiempo que se preserva la vida celular para que se puedan realizar otras reacciones y analisis.

Clasificacion de células activadas por espectrometria de masas (MS-ACS)

Los métodos descritos en la presente descripcién se basan, en algunas modalidades, en la capacidad de
compartimentar reacciones en gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsion miltiple, por ejemplo,
emulsiones dobles, y/o GUV, detectar productos de reaccién dentro de las gotitas de emulsién simple
monodispersas, gotitas de emulsion mdltiple, y/o GUV, y clasificar las gotitas y/o GUV para recuperar entidades
especificas en base a esos productos y realizar analisis adecuados. Se pueden realizar muchos tipos de ensayos,
tales como ensayos enzimaticos, por ejemplo, PCR, para diferenciar entre diferentes entidades, tales como células y
virus. Sin embargo, en algunos casos, las técnicas enzimaticas pueden no ser capaces de detectar el analito de
interés. En estos casos, se pueden implementar otros métodos, tales como los métodos espectrograficos. Un
método de deteccién muy potente es la espectrometria de masas, porque es sensible y general. Sin embargo, una
limitacion de la espectrometria de masas es que es una tecnologia destructiva, que destruye la muestra que analiza.
Si el objetivo es la recuperacion de informacién solamente, esto puede ser aceptable, pero en algunos casos es
conveniente recuperar adicionalmente material del sistema que, normalmente, seria destruido por el espectrémetro
de masas.

Mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion, puede usarse la espectrometria de masas para
analizar una muestra al tiempo que aln permite la recuperacién de la muestra. Por ejemplo, suponga que el objetivo
es identificar células que expresan proteinas implicadas en una via. Las células se pueden cargar en gotitas de
emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsion miltiple, por ejemplo, emulsiones dobles y/o GUV y se cultivan,
de modo que hay muchas en cada gotita de emulsién simple monodispersa, gotitas de emulsion multiple y/o GUV,
y/o para que se les permita producir los productos de las vias, por ejemplo, moléculas, compuestos, etc., que
llenaran la gotita de emulsién simple monodispersa, gotitas de emulsién multiple y/o GUV. Las gotitas de emulsién
simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o GUV pueden fluir en un dispositivo que dividira una
porcion de las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o GUV, capturando
parte del material de las células o secreciones celulares, que pueden someterse a espectrometria de masas
destructiva. La otra porcién puede entonces clasificarse. El espectrometro de masas puede usarse para analizar los
compuestos en la porcion muestreada y esta informacién puede usarse para determinar cémo clasificar la porcién
hermana de la gotita. Mediante el uso de este método, es posible usar espectrometria de masas muy sensible y
general para clasificar especificamente las células, al tiempo que permite la recuperacién de células completas o
lisados de células.

Crecimiento y lisis de colonias

La capacidad de encapsular células en gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién multiple, por
ejemplo, emulsiones dobles y/o GUV, es valiosa para cultivar organismos, tales como células y virus. Por ejemplo, si
las células se cultivan en un solo volumen compartido, la competencia entre las células puede dar como resultado
que ciertas células se apoderen de la poblacién, de manera que incluyan la mayoria de las células después de algin
tiempo de cultivo. Al compartimentar las células en gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién
multiple y/o GUV vy cultivarlas, se puede controlar y/o mitigar la competencia. Ademas, la permeabilidad de las
gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsion multiple y/o GUV puede establecerse de manera
que ciertas moléculas puedan pasar a través de ellas mientras que otras no. Esto permite, por ejemplo, que las
moléculas de sefializacion u otras moléculas importantes para el crecimiento pasen libremente a través de las
gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsiéon miltiple y/o las cubiertas de GUV, para controlar
mejor las condiciones del cultivo.

Multiplexacién
En ciertas modalidades de los métodos de la presente invencion, pueden detectarse y analizarse multiples
biomarcadores para una célula en particular. Los biomarcadores detectados pueden incluir, entre otros, una o0 mas

proteinas, transcritos y/o firmas genéticas en el genoma de la célula o sus combinaciones. Con la deteccién basada
en fluorescencia estandar, el nimero de biomarcadores que se pueden investigar simultdneamente puede limitarse
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al numero de colorantes fluorescentes que se pueden visualizar independientemente dentro de cada gotita de
emulsién simple monodispersa, gotita de emulsién multiple y/o GUV. En ciertas modalidades, se puede aumentar el
numero de biomarcadores que se pueden detectar individualmente dentro de una gotita de emulsién simple
monodispersa particular, una gotita de emulsion multiple y/o GUV. Por ejemplo, esto se puede lograr mediante la
segregacion de colorantes en diferentes partes de una gotita de emulsién simple monodispersa, una gotita de
emulsién multiple y/o GUV. En modalidades particulares, las perlas (por ejemplo, LUMINEX® perlas) conjugadas con
colorantes y sondas (por ejemplo, sondas de &cido nucleico o anticuerpos) pueden encapsularse en una gotita de
emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsién maltiple y/o GUV para aumentar el nimero de biomarcadores
analizados. En otra modalidad, la polarizacién de fluorescencia puede usarse para lograr un mayor niimero de
sefiales detectables para diferentes biomarcadores para una célula individual. Por ejemplo, los colorantes
fluorescentes se pueden unir a diversas sondas y una gotita de una emulsién simple monodispersa, una gotita de
emulsién miltiple y/o GUV se pueden visualizar bajo diferentes condiciones de polarizaciéon. De esta manera, el
mismo colorante de color se puede utilizar para proporcionar una sefial para diferentes objetivos de sonda para una
célula individual. El uso de células fijas y/o permeabilizadas (como se analiza en mayor detalle mas abajo) también
permite el aumento de los niveles de multiplexacién. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos marcados para
dirigirse a los objetivos de proteinas localizadas en los componentes celulares, mientras que los productos de PCR
y/o RT-PCR marcados son libres dentro de una gotita de emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsién
multiple y/o GUV. Esto permite que se usen colorantes del mismo color para anticuerpos y para los amplicones
producidos por RT-PCR.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) digital

En algunas modalidades, los métodos y dispositivos descritos pueden usarse para cuantificar epitopos en una
muestra mediante el uso de un procedimiento de ELISA digital. En algunas modalidades, por ejemplo, los epitopos
unidos a un sustrato sélido, tal como una superficie plana del sustrato o las superficies de las perlas, pueden unirse
adicionalmente con un reactivo de afinidad marcado con un catalizador enzimatico. La muestra se puede lavar para
eliminar los reactivos de afinidad y las enzimas no unidos. Los epitopos etiquetados o una porcion de estos pueden
liberarse en solucion de diversas maneras. Para facilitar, el catalizador enzimatico se puede unir al reactivo de
afinidad a través de un enlace que se puede degradar quimicamente o con la aplicacién, por ejemplo, de calor o luz.
Alternativamente, la interacciéon entre el reactivo de afinidad y el epitopo se puede romper, o la interaccién entre el
epitopo y el sustrato se puede romper. Si la unién se produce en las perlas, entonces las perlas se pueden
suspender en solucién después de la etapa de lavado, suspendiendo, de esta manera, los catalizadores
enzimaticos. Los catalizadores enzimaticos suspendidos pueden encapsularse en gotitas de emulsién simple
monodispersas, gotitas de emulsién miltiple, por ejemplo, emulsiones dobles y/o GUV, con reactivos suficientes
para detectar el catalizador enzimatico, tal como un sustrato que el catalizador enzimatico puede convertir en un
producto fluorescente. Las gotitas de emulsion simple monodispersas, las gotitas de emulsion multiple y/o GUV
pueden incubarse luego en condiciones adecuadas para la catalisis, lo que da como resultado gotitas de emulsién
simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV que contienen una gran cantidad de producto de
reaccion cuando el catalizador esta presente y una baja cantidad cuando no lo estd. El nimero de gotitas
monodispersas de emulsién simple fluorescentes, gotitas de emulsién mdultiple y/o GUV se puede cuantificar en
comparacién con las gotitas monodispersas de emulsion simple, gotitas de emulsién mdltiple y/o GUV,
proporcionando una medida del nimero de moléculas de catalizador presentes en la muestra. Esta informacién
puede usarse para inferir la concentracién de epitopos en la muestra original.

Mediante el uso de los métodos de multiplexacion descritos en la presente descripcién, esto también se puede lograr
sin la necesidad de lavar la muestra después de la unién. Por ejemplo, se pueden introducir dos anticuerpos que
detectan el mismo objetivo en la muestra, cada uno etiquetado con un catalizador diferente. La muestra puede
encapsularse en gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién miltiple, por ejemplo, emulsiones
dobles y/o GUV. En el caso de que esté presente un objetivo, este debe unirse, en muchos casos, por ambos
anticuerpos, como ocurre en un ELISA "sandwich" tipico, excepto en este caso las moléculas estan libres para
difundir en soluciéon en lugar de unirse a un sustrato. Los resultados seran gotitas de emulsién simple
monodispersas, gotitas de emulsion miltiple y/o GUV que, a veces, contienen solo uno de los anticuerpos o que
contienen ambos anticuerpos, que pueden detectarse al monitorear la presencia de las reacciones del catalizador en
las gotitas. Siempre que las diluciones se controlen adecuadamente de manera que la mayoria de las gotitas estén
vacias, deberia ser posible atribuir la presencia de ambos productos catalizadores a un objetivo presente en la
gotita, mientras que la presencia de solo uno de los productos catalizadores probablemente corresponde a un
anticuerpo no unido. Al cuantificar la fraccién de gotitas doble positivas, es posible estimar la fraccién de objetivos en
solucion sin tener que realizar procedimientos de lavado.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a oligonucleotidos digital (dOLISA)

Los métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse para la deteccion sensible y la cuantificacion
absoluta de las moléculas de ARN. Los enfoques de ensayo de interés también incluyen, entre otros, los descritos
por Chang y otros, documento J. Immuno. Methods. 378(1-2), 102-15 (2012). Esta aplicacion se aplica a
concentraciones extremadamente bajas de analitos y las caracteristicas de unién pueden desviarse de las
plataformas tipicas de inmunoensayo o ELISA. El anédlisis te6rico aclara qué métricas de rendimiento (sensibilidad
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de deteccion, velocidad del ensayo, etc.) se pueden esperar de un conjunto de parametros experimentales.

El método implica la unién de las moléculas de proteinas objetivo a los anticuerpos conjugados a una superficie de
perlas. La cantidad de proteinas unidas (eficiencia de captura) en estado de equilibrio se determina mediante la
constante de disociacion Kp, estableciendo el limite superior para la eficiencia de captura. La reaccién de unién es
un proceso dinamico que se rige por las velocidades de encendido y apagado (kon ¥ Koff} ¥ la evolucion dependiente
del tiempo del sistema se puede simular resolviendo numéricamente la ecuacion diferencial que describe la cinética.
Sin la intencién de estar obligado por ninguna teoria, la cinética de unién depende principalmente del valor de kon
mientras que el valor de Kp tiene un efecto insignificante sobre él. La cinética lenta se puede rescatar si se puede
proporcionar una mayor concentracion de anticuerpos para la unién.

En algunas modalidades, la velocidad kon dicta la duracién requerida de la incubacién para lograr la eficiencia de
deteccién deseada. En el caso de dOLISA, el anticuerpo secundario se conjuga con un oligo de ADN. El complejo
ternario (Ab-Ligand-oligoAb) se encapsula en 0,1-10 millones de gotitas, por ejemplo, gotitas de emulsién simple
monodispersas, (5-50 pl cada una en volumen) de manera que haya moléculas de plantilla de ADN Unicas por gotita,
se realiza la amplificacion por PCR de gotitas en presencia de un reactivo fluorogénico y se cuentan las gotitas
fluorescentes.

Formacién de microgeles de nlicleo-cubierta a través de PTE

En la presente descripcion se proporcionan métodos para crear microgeles de nucleo-cubierta mediante el uso de
PTE. Tales métodos generalmente incluyen combinar una pluralidad de particulas de plantilla monodispersas con un
primer fluido para proporcionar una primera mezcla, en donde el primer fluido comprende una pluralidad de
particulas objetivo y un componente polimérico; combinar la primera mezcla con un segundo fluido para proporcionar
una segunda mezcla, en donde el segundo fluido es inmiscible con el primer fluido y el componente polimérico; y
cizallar la segunda mezcla de manera que una pluralidad de las particulas de plantilla monodispersas se encapsulan
en una pluralidad de gotitas monodispersas en el segundo fluido; proporcionando, de esta manera, una pluralidad de
gotitas monodispersas que comprenden el primer fluido, una de las particulas de plantilla monodispersas rodeadas
por una cubierta del componente polimérico, y una de la pluralidad de particulas objetivo.

La nueva cubierta exterior formada puede usarse para retener materiales biolégicos y reactivos para ampliar el
rango de aplicaciones para la tecnologia de emulsién instantanea. En algunas modalidades, la cubierta puede
formarse después del cizallamiento. En algunas modalidades, la cubierta del componente polimérico puede
solidificarse incubando a una temperatura adecuada, por ejemplo, a una temperatura de aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 25 °C, que incluye aproximadamente 1 °C a aproximadamente 5 °C, aproximadamente 1 °C a
aproximadamente 10 °C, aproximadamente 1 °C a aproximadamente 15 °C, y aproximadamente 1 °C a
aproximadamente 20 °C. En algunas modalidades, se usa una temperatura de incubacion de 4 °C.

Tales métodos pueden combinarse con andlisis dirigido a través de la emulsificacion con plantilla de particulas
basada en afinidad como se describe en la presente descripcién. Por ejemplo, en algunas modalidades, las
particulas de plantilla monodispersas se funcionalizan con agentes de captura, por ejemplo, anticuerpos o reactivos
de captura de acido nucleico, por ejemplo, oligos.

Clasificacion

En la practica de los métodos descritos en la presente descripcién, se pueden emplear uno o mas etapas de
clasificacion. Los enfoques de clasificacion de interés incluyen, pero no se limitan necesariamente a, enfoques que
implican el uso de véalvulas de membrana, canales de bifurcaciéon, ondas aculsticas superficiales, coalescencia
selectiva, desviacién dielectroforética, control de flujo y/u otro estimulo que se usa para desviar selectivamente las
gotitas monodispersas. Los enfoques de clasificacion de interés incluyen, ademas, los descritos por Agresti y otros,
documento PNAS, vol. 107, Nim. 9, 4004-4009. Una poblacién puede enriquecerse mediante clasificacién, en el que
una poblacién que contiene una mezcla de miembros que tienen o no tienen una propiedad deseada puede
enriquecerse al eliminar esos miembros que no tienen la propiedad deseada, produciendo, de esta manera, una
poblacion enriquecida que tiene la propiedad deseada.

La clasificacion puede aplicarse antes o después de cualquiera de las etapas descritas en la presente descripcion.
Ademas, pueden aplicarse dos 0 mas etapas de clasificacion a las gotitas, por ejemplo, gotitas monodispersas y/o
GUV, por ejemplo, aproximadamente 2 o méas etapas de clasificaciéon, aproximadamente 3 o mas, aproximadamente
4 o0 mas, o aproximadamente 5 o mas, etc. Cuando se aplica una pluralidad de etapas de clasificacion, las etapas
pueden ser sustancialmente idénticas o diferentes de una o mas maneras (por ejemplo, clasificacién en base a una
propiedad diferente, clasificacion mediante el uso de una técnica diferente y similares).

Las gotitas, incluidas las gotitas monodispersas preparadas como se describe en la presente descripcion, pueden
clasificarse en base a una o mas propiedades. Las propiedades de interés incluyen, entre otras, el tamafio, la
viscosidad, la masa, la flotabilidad, la tensién superficial, la conductividad eléctrica, la carga, el magnetismo, la
fluorescencia y/o la presencia o ausencia de uno o0 mas componentes. En ciertos casos, la clasificacion puede ser en
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base a, al menos en parte, la presencia o ausencia de una célula en la gotita monodispersa. En ciertos casos, la
clasificacion puede ser en base a, al menos en parte, en base a la deteccién de la presencia o ausencia de
productos de amplificacion de acido nucleico tales como productos de ampilificacién o sintesis, por ejemplo, como se
indica mediante la deteccién de un producto de amplificacion fluorescente; o indicado mediante la deteccion de un
antigeno de superficie de un producto de amplificacion.

Se puede emplear la clasificacion de gotitas monodispersas, por ejemplo, para eliminar las gotitas monodispersas en
las que no hay células presentes. La encapsulacién puede dar como resultado una o mas gotitas monodispersas,
que incluyen la mayoria de las gotitas monodispersas, en las que no esta presente ninguna célula. Si tales gotitas
monodispersas vacias se dejaran en el sistema, se procesarian como cualquier otra gotita monodispersa, durante la
cual se desperdiciarian reactivos y tiempo. Para lograr la velocidad y eficiencia mas altas, estas gotitas
monodispersas vacias se pueden eliminar con la clasificacion de gotitas monodispersas. Por ejemplo, un generador
de gotas puede funcionar cerca de la transicién de goteo a chorro de manera que, en ausencia de una célula, se
forman gotas de 8 um; por el contrario, cuando una célula estd presente, la perturbacién creada en el flujo
desencadenara la ruptura del chorro, formando gotitas de 25 pm de diametro. Por lo tanto, el dispositivo puede
producir una poblacién bidispersa de gotitas vacias de 8 um y gotas de 25 um que contienen una célula individual,
que luego pueden clasificarse por tamafio mediante el uso de, por ejemplo, un clasificador hidrodinamico para
recuperar solo las gotas mas grandes que contienen una célula individual.

Los clasificadores pasivos de interés incluyen los clasificadores hidrodinamicos, que clasifican las gotitas
monodispersas en diferentes canales de acuerdo con el tamafio, en base a las diferentes formas en que las gotitas
monodispersas pequefias y grandes viajan a través de los canales microfluidicos. También son de interés los
clasificadores a granel, un ejemplo simple de los cuales es un tubo que contiene gotitas monodispersas de diferente
masa en un campo gravitacional. Al centrifugar, agitar y/o sacudir el tubo, las gotitas monodispersas mas ligeras que
son mas flotantes migraran naturalmente a la parte superior del contenedor. Las gotitas monodispersas que tienen
propiedades magnéticas podrian clasificarse en un proceso similar, excepto al aplicar un campo magnético al
contenedor, hacia el cual las gotitas monodispersas con propiedades magnéticas migraran naturalmente de acuerdo
con la magnitud de esas propiedades. Un clasificador pasivo como se usa en los métodos de la presente invencién
también puede implicar canales relativamente grandes que clasificaran grandes nlimeros de gotitas monodispersas
simultaneamente en base a sus propiedades de flujo.

La picoinyeccion también puede usarse para cambiar las propiedades eléctricas de las gotitas monodispersas. Esto
podria usarse, por ejemplo, para cambiar la conductividad de las gotitas monodispersas afiadiendo iones, que luego
podrian usarse para clasificarlas, por ejemplo, mediante el uso de dielectroforesis. Alternativamente, la picoinyeccién
también puede usarse para cargar las gotitas monodispersas. Esto podria lograrse al inyectar un fluido en las gotitas
monodispersas que se cargan, de modo que después de la inyeccion, las gotitas monodispersas se cargarian. Esto
produciria una coleccién de gotitas monodispersas en las que algunas estaban cargadas y otras no, y las gotitas
monodispersas cargadas podrian entonces extraerse al hacerlas fluir a través de una regién de campo eléctrico, que
las desviara en base a su cantidad de carga. Al inyectar diferentes cantidades de liquido al modular la picoinyeccion,
o al modular la tensién para inyectar diferentes cargas para el volumen de inyeccién fijo, la carga final en las gotitas
monodispersas podria ajustarse, para producir gotitas monodispersas con una carga diferente. Estos se desvian
entonces en diferentes cantidades en la regién del campo eléctrico, lo que permite que se clasifiquen en diferentes
contenedores.

La citometria de flujo (FC) puede utilizarse como una alternativa a la clasificacién de gotitas monodispersas en chip
en cualquiera de los métodos descritos en la presente descripcién. Tal método, junto con los dispositivos que
pueden utilizarse en la practica del método, se describen en el documento de Lim y Abate, Lab Chip, 2013, 13,
4563-4572. Brevemente, las gotitas monodispersas pueden formarse y manipularse, por ejemplo, mediante el uso
de técnicas como la division y la picoinyeccién como se describe en la presente descripcion, lo que da como
resultado emulsiones simples. Estas emulsiones simples pueden luego ser doblemente emulsificadas, por ejemplo,
para proporcionar gotitas de emulsién miltiple y/o GUV como se describe en la presente descripcion, por ejemplo,
mediante el uso de uno o mas dispositivos como se describe en la presente descripcion o en el documento de Limy
Abate, Lab Chip, 2013, 13, 4563-4572. Las emulsiones dobles pueden analizarse a través de FC, por ejemplo,
FACS.

Las gotitas, por ejemplo, las gotitas de emulsiéon simple monodispersas o las gotitas de emulsion doble, y/o las GUV,
generadas mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcidon pueden usarse para realizar una
variedad de reacciones quimicas y bioloégicas encapsuladas, que incluyen, por ejemplo, las reacciones que implican
enzimas, tales como la PCR. En muchos casos, el resultado de la reaccién puede ser un producto que puede ser de
interés detectar. Ademas, puede ser de interés recuperar gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de
emulsiéon multiple y/o GUV que tienen diferentes niveles del producto, o una combinaciéon de multiples productos.
Esto se puede lograr mediante el uso de la invencién de diversas maneras. Por ejemplo, las reacciones pueden
dividirse en los reactores de gotitas de emulsién simple monodispersos, gotitas de emulsion multiple y/o GUV de
manera que diferentes gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsiéon miltiple y/o GUV reaccionen
a diferentes niveles y tengan diferentes concentraciones de producto final. Las gotitas de emulsién simple
monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV se pueden investigar luego mediante el uso de, por
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ejemplo, técnicas espectrograficas, tales como imagenes 6pticas o fluorescentes, citometria de flujo, espectroscopia
Raman, espectrometria de masas, etc. Estos métodos, o sus combinaciones, pueden usarse para determinar las
concentraciones de diferentes compuestos en las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién
multiple y/o las GUV. Estos métodos se pueden combinar con un mecanismo para clasificar gotitas de emulsién
simple monodispersas, gotitas de emulsion multiple y/o GUV mediante el uso, por ejemplo, de clasificacion basada
en microfluidica o citometria de flujo en el caso de las emulsiones dobles. El contenido de las gotitas de emulsién
simple monodispersas clasificadas positiva y negativamente, las gotitas de emulsion multiple y/o las GUV se puede
analizar para identificar diferentes propiedades de estos grupos clasificados.

Adicionalmente, en algunos casos, puede ser conveniente cargar gotitas individuales clasificadas positivamente en
pocillos aislados para un estudio adicional que permita, por ejemplo, un andlisis individual adicional y detallado de
cada gotita clasificada positivamente. Como un ejemplo no limitante, los métodos y dispositivos descritos en la
presente descripcion pueden usarse para investigar virus que contienen una secuencia de acido nucleico especifica.
Los virus de una poblacidon heterogénea pueden, por ejemplo, cargarse en gotitas de emulsiéon simple
monodispersas, gotitas de emulsién multiple, por ejemplo, emulsiones dobles y/o GUV con reactivos suficientes para
la lisis y amplificacién de los acidos nucleicos objetivo. Las gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de
emulsién multiple y/o GUV se pueden analizar y clasificar, por ejemplo, con citometria de flujo para las emulsiones
dobles, para detectar y recuperar todas las gotitas que se sometieron a amplificacion de los acidos nucleicos
objetivo. Estas gotitas se pueden clasificar en un solo grupo positivo o clasificar individualmente en pocillos en una
matriz de placa de pocillos, por ejemplo. Incluso pueden cargarse en grupos especificos, si se desea, de modo que
cada pocillo de la matriz tenga una combinacion deseada de eventos positivos, que pueden ser todos iguales o
exhibir diferentes objetivos de amplificacion. Las gotitas clasificadas pueden luego someterse a un analisis adicional
tal como, por ejemplo, espectrometria de masas o secuenciacién de préxima generacion.

En el caso de andlisis agrupado, los acidos nucleicos de todas las células cargadas en el contenedor positivo se
mezclaran y analizardn en su conjunto. Sin embargo, al cargar gotitas individuales en los pocillos, el contenido de
cada pocillo se puede analizar individualmente, tal como, por ejemplo, al codificar los acidos nucleicos en cada
pocillo antes de la agrupacién y secuenciacion. Esto permite, por ejemplo, la lisis de genomas virales individuales de
la especie objetivo para no solo detectar la especie objetivo, sino recuperar los genomas individuales de manera que
se puedan obtener comparaciones entre diferentes miembros de la misma especie. Dicho analisis es Util para una
variedad de aplicaciones tales como metagendémica o para estudiar la diversidad viral.

En algunas modalidades de la invencién, es conveniente amplificar las moléculas objetivo ademas de la
amplificacién que se usa para la deteccién para permitir, por ejemplo, analisis adicionales en los acidos nucleicos
objetivo que se clasifican. Por ejemplo, en algunas aplicaciones, el objetivo incluird los acidos nucleicos
convenientes para la secuenciacién, pero la cantidad de &cidos nucleicos proporcionados por el objetivo sera
demasiado pequefia para permitir la secuenciacién. En estos casos, se puede aplicar un procedimiento de
amplificacién, tal como una PCR especifica y/o una amplificacién por desplazamiento miltiple no especifica, antes o
después de clasificar las gotitas de emulsion simple monodispersas, las gotitas de emulsion multiple y/o GUV. Por
ejemplo, en el caso de un virus con un genoma lineal relativamente pequefio, tal como el poliovirus o el VIH, se
puede realizar una PCR antes o después de la clasificacién para proporcionar copias suficientes de cada genoma
después de la clasificacion para permitir el andlisis de secuenciacién. Por ejemplo, los genomas individuales pueden
encapsularse en gotitas y someterse a la amplificacion de la totalidad o una porcién del genoma. Simultaneamente o
después de esta reaccién, se puede realizar una amplificacién adicional para identificar el genoma en las gotitas de
emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién mdliiple y/o GUV, y las gotitas de emulsiéon simple
monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o GUV clasificadas en base a esta informacion. Estas emulsiones
simples o multiples clasificadas, que ahora contienen un gran niumero de copias del &cido nucleico objetivo, pueden
luego someterse mas facilmente a analisis posteriores.

Alternativamente, los genomas individuales se pueden encapsular y someter a la amplificaciéon de deteccién de
manera que, por ejemplo, cada una de las gotitas de emulsién simple monodispersas positivas, la gotita
monodispersa de emulsion multiple y/o GUV contiene solo una copia de la longitud completa del &cido nucleico
objetivo y un gran naimero de los amplicones de la regién de deteccion pequefia. En base a estos amplicones, las
gotitas de emulsién simple monodispersas, las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV se pueden recuperar como
un grupo, proporcionando para cada evento de clasificacién positivo una copia de longitud completa del genoma
objetivo. Para preparar una biblioteca de secuenciacién, estos genomas positivos pueden luego amplificarse
mediante el uso de una PCR que es especifica y tiene cebadores que flanquean las regiones deseadas o,
alternativamente, un método no especifico para amplificar la totalidad del genoma, tal como la amplificacion por
desplazamiento multiple (MDA) o ciclos de amplificacién basados en hibridacion miltiple y en lazo (MALBAC).
Ademas, si las gotitas de emulsion simple monodispersas positivas, las gotitas de emulsién miltiple y/o GUV no se
agrupan, por ejemplo, si las gotitas de emulsién simple monodispersas positivas, las gotitas de emulsién mdltiple y/o
GUV se clasifican en una matriz de placa de pocillos, y luego se someten a amplificacion mediante el uso de una
PCR que es especifica y tiene cebadores que flanquean la regién deseada, los amplicones individuales resultantes
pueden usarse directamente como material para la secuenciacién de Sanger.

Una ventaja poderosa de los métodos y dispositivos descritos es su capacidad para realizar un gran nimero de
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reacciones independientes e aisladas y luego aplicar una variedad de técnicas espectrograficas para detectar
productos de reaccion y clasificar para recuperar reactores especificos que experimentaron una reaccion deseada.
Un desafio que puede surgir en el desempefio de los métodos descritos es que, en algunos casos, los eventos
positivos que se desean para un analisis adicional podrian ser muy raros. Por ejemplo, si los métodos descritos se
usan para detectar un virus especifico en un grupo grande y diverso de virus, en el que el virus deseado esta
presente a un nivel muy bajo, entonces puede ser necesario analizar un gran nimero de virus individuales para
recuperar el virus especifico. Y, si es conveniente recuperar multiples instancias de la especie, entonces podria ser
necesario analizar un nimero ain mayor de virus totales. Dado que el nimero de reacciones que se pueden realizar
y clasificar con los métodos descritos es finito, puede haber casos en los que el objetivo sea demasiado raro para
detectarlo de manera confiable.

En ciertos casos, los métodos descritos en la presente descripcion pueden usarse en un proceso de clasificacién en
niveles para recuperar eventos extremadamente raros, cada ronda de clasificacion proporciona un factor de
enriguecimiento. Al realizar la clasificacién de la muestra repetidamente, la muestra se puede enriquecer para los
objetivos de manera que el enriquecimiento total se convierta en el producto multiplicativo de todos los
enriguecimientos individuales. Por ejemplo, suponga que un sistema descrito en la presente descripcion es capaz de
generar, analizar y clasificar a lo maximo 1 millén de gotitas de emulsion simple monodispersas, gotitas de emulsién
multiple y/o GUV. En condiciones ideales, esto significa que un evento que esta presente en, por ejemplo, 1 en mil
millones es poco probable que se detecte con un uso sencillo del sistema. Sin embargo, al realizar la clasificacion
por niveles y enriquecer €l objetivo en cada ronda de clasificacion, tales eventos raros se pueden recuperar.

Por ejemplo, en una primera ronda, se pueden aislar 10 mil millones de entidades para la prueba en el millon de
gotitas de emulsiéon simple monodispersas, gotitas de emulsidon multiple y/o GUV de manera que cada gotita y/o
GUV contiene aproximadamente 10 000 entidades. Si la entidad objetivo esta presente en 1 en 1 mil millones,
entonces en tal muestra habra a lo maximo 10 gotitas de emulsién simple monodispersas, gotitas de emulsién
multiple y/o GUV que contienen el objetivo y por tanto son positivas. Estos se clasificaran, cada uno proporciona 10
000 entidades, lo que produce un numero total de 100 000 entidades en las que se mezclan las 10 deseadas. En
algunos casos, este enriquecimiento puede ser suficiente, pero en otros, puede ser conveniente enriquecer alin mas,
incluso hasta una pureza del 100 %. En este caso, puede usarse el enfoque de clasificaciéon en niveles, cargando las
100 000 entidades en 1 millén de gotitas de manera que, por ejemplo, 1 en 10 gotitas contenga 1 entidad, cargando
de acuerdo con una distribucion de Poisson. En este caso, la mayoria de las gotitas que se determinan positivas
para el objetivo contendran solo esa entidad objetivo, aunque debido a la naturaleza aleatoria de la carga de
Poisson, algunas también contendran entidades fuera del objetivo negativas que se coencapsularon con un positivo.

Cuando se analizan y clasifican las 1 millén de gotitas, se determinara que 10 contienen de nuevo la entidad objetivo
y se recuperaran con la clasificacién, proporcionando una poblacién altamente enriquecida que es casi
completamente pura para el objetivo. Para enriquecer mas, se puede realizar una ronda adicional de clasificacién. El
poder de la clasificaciéon por niveles es que en este caso el enriquecimiento final es el producto multiplicativo de los
enriguecimientos individuales. Por ejemplo, si el método es capaz de enriquecer un maximo de 1073 en una ronda,
luego al realizar la clasificacion dos veces en la misma muestra, el enriquecimiento final se convertira en 10°3 x 1073
= 1076, mientras que otra ronda proporcionara un enriguecimiento final de, por ejemplo, 1079. Adicionalmente, los
enriquecimientos pueden ser similares en cada ronda o diferentes, en dependencia de los deseos del usuario. Por
ejemplo, una primera ronda con un pequefio nimero de relaciones puede usarse para proporcionar un
enriguecimiento de, por ejemplo, 10"3, y luego puede usarse una ronda mas intensiva para realizar un
enriquecimiento de 1076, lo que produce nuevamente un enriquecimiento final de 10*9. Estos valores se pueden
ajustar segun sea necesario para optimizar la aplicacién particular, pero los métodos de clasificacion por niveles
generalmente proporcionan la ventaja muy poderosa de poder enriquecer eventos extremadamente raros de
poblaciones masivas incluso con una potencia de enriquecimiento finita.

Cuando se usan los métodos descritos para enriquecer con clasificacion activada por PCR, pueden ser necesarias
consideraciones especiales para garantizar que cada enriquecimiento tenga éxito y aumente la concentracién del
objetivo en la solucion. Por ejemplo, si el objetivo es detectar un virus muy raro en una poblacién grande, entonces
en la primera ronda, se pueden generar cebadores de amplificacion contra una secuencia especifica en el genoma
viral. Estas produciran muchas copias de esa regidon que se recogeran en la camara clasificada. Si esta misma
regién se usa en rondas de clasificacion adicionales, entonces los amplicones del producto de rondas anteriores se
detectaran y clasificaran, lo que conducird a un gran numero de eventos positivos que erosionaran el poder del
método para lograr grandes enriquecimientos. En este caso, los cebadores en rondas posteriores se pueden
modificar para no detectar los productos de amplificaciéon de rondas anteriores. Esto se puede lograr de varias
maneras, que incluyen, por ejemplo, el uso de un enfoque de PCR anidada en el que los cebadores en las rondas
posteriores se amplifican mas alla de la regién que se usa en las rondas tempranas, de modo que los productos de
las rondas tempranas no se pueden amplificar en las rondas posteriores. Alternativamente, se pueden dirigirse
regiones completamente distintas en rondas posteriores, tales como diferentes porciones del mismo gen o diferentes
genes en su totalidad. Las combinaciones de estos métodos también se pueden usar para lograr muestras
altamente enriquecidas.

Sujetos y/o muestras adecuadas
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Los métodos de la presente invencién pueden aplicarse a muestras bioldgicas tomadas de una variedad de sujetos
diferentes. En muchas modalidades, los sujetos son "mamiferos" o "mamiferos”, donde estos términos se usan en
un sentido amplio para describir organismos que estan dentro de la clase mamiferos, que incluye los érdenes
carnivoros (por ejemplo, perros y gatos), roedores (por ejemplo, ratones, cobayas y ratas) y primates (por ejemplo,
humanos, chimpancés y monos). En muchas modalidades, los sujetos son seres humanos. Los métodos de la
presente invencién pueden aplicarse a sujetos humanos de ambos sexos y en cualquier etapa de desarrollo (es
decir, recién nacidos, lactantes, juveniles, adolescentes, adultos), donde en ciertas modalidades el sujeto humano es
un juvenil, adolescente o adulto. Si bien la presente invencion puede aplicarse a un sujeto humano, debe entenderse
que los métodos de la presente invencion también pueden llevarse a cabo en otros sujetos animales (es decir, en
"sujetos no humanos"} tales como, pero sin limitarse a, aves, ratones, ratas, perros, gatos, ganado y caballos. En
consecuencia, debe entenderse que cualquier sujeto que necesite una evaluacién como se describe en la presente
descripcién es adecuado.

Ademas, los sujetos adecuados incluyen aquellos que tienen y aquellos que no se han diagnosticado con una
afeccion, tal como el cancer. Los sujetos adecuados incluyen aquellos que tienen y no tienen presentaciones clinicas
de uno o mas canceres. En ciertos casos, un sujeto puede ser uno que puede estar en riesgo de desarrollar cancer,
debido a uno o mas factores tales como antecedentes familiares, exposicion quimica y/o ambiental, mutacién
genética (por ejemplo, mutacion BRCA1 y/o BRCA2), hormonas, agentes infecciosos, exposicién a la radiacion,
estilo de vida (por ejemplo, dieta y/o tabaquismo), presencia de una o mas afecciones de la enfermedad y similares.

Como se describi6 mas completamente anteriormente, puede obtenerse una variedad de diferentes tipos de
muestras biolégicas de tales sujetos. En ciertas modalidades, se extrae sangre total de un sujeto. Cuando se desea,
la sangre total puede tratarse antes de practicar los métodos de la presente invencion, tal como mediante
centrifugacion, fraccionamiento, purificacion y similares. El volumen de la muestra de sangre total que se extrae de
un sujeto puede ser de 100 ml 0 menos, por ejemplo, aproximadamente 100 ml o menos, aproximadamente 50 ml o
menos, aproximadamente 30 ml o menos, aproximadamente 15 ml 0 menos, aproximadamente 10 ml o menos,
aproximadamente 5 ml 0 menos, o aproximadamente 1 ml 0 menos.

Los métodos y dispositivos de la presente invencién descritos en la presente descripcidn son compatibles tanto con
células fijadas como con células vivas. En ciertas modalidades, los métodos y dispositivos de la presente invencion
se practican con células vivas. En otras modalidades, los métodos y dispositivos de la presente invencién se
practican con células fijadas. La fijacion de una muestra celular permite que la muestra se lave para extraer
moléculas pequefias y lipidos que pueden interferir con el andlisis posterior. Ademas, fijar y permeabilizar las células
permite que las células se tifian con anticuerpos para proteinas de superficie, asi como también para proteinas
intracelulares. Combinado con los métodos de amplificacién de nucleétidos descritos en la presente descripcion,
dicha tincién puede usarse para lograr altos niveles de multiplexacién porque los anticuerpos se localizan en la
muestra de células, mientras que los productos de amplificacion de nucledtidos estan libres dentro de una gotita de
emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsién multiple monodispersa y/o GUV. Tal configuracién permite
que se usen colorantes del mismo color para anticuerpos y para los amplicones producidos por la amplificacién de
acido nucleico. Puede usarse cualquier método adecuado para fijar las células, que incluye, entre otros, la fijacion
con formaldehido, metanol y/o acetona.

Deteccion de proteinas o ADN con sondas enlazadas a enzimas

Los métodos y dispositivos descritos en la presente descripcion pueden usarse de diversas maneras para detectar y
clasificar entidades en una solucién heterogénea. Algunas modalidades descritas hasta ahora logran esto mediante
el uso de la amplificacién de acido nucleico que se realiza en gotitas de emulsién simple monodispersas o gotitas de
emulsiéon multiple, por ejemplo, emulsiones dobles y/o GUV, pero otros métodos también se habilitan como se
describe en la presente descripcion. Cuando los métodos y dispositivos descritos se usan para detectar acidos
nucleicos, esto se puede lograr, por ejemplo, encapsulando entidades de acido nucleico individuales en las gotitas
de emulsion simple monodispersas, las gotitas de emulsion multiple y/o GUV y luego someterlas a amplificaciéon con
cebadores especificos para los acidos nucleicos objetivo, detectar los amplicones objetivo y luego clasificarlos en
base a la amplificacién. Sin embargo, pueden generarse otras sefiales detectables mediante el uso de otros medios,
tal como por medio de la unién de los reactivos de afinidad a los objetivos. Por ejemplo, si el objetivo es un acido
nucleico, se pueden sintetizar sondas especificas para el objetivo que pueden hibridarse con el objetivo cuando
estan presentes; estas sondas pueden etiquetarse con colorantes o, en algunos casos, catalizadores, tales como
catalizadores en base a enzimas o en base a no enzimas. Los objetivos, ahora unidos por sus sondas, pueden
someterse a purificacion para eliminar las sondas no unidas y, el material restante puede encapsularse en las gotitas
y/o GUV mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion.

En el caso de una sonda enlazada al catalizador, el sustrato para el catalizador también puede incluirse en las
gotitas de emulsion simple monodispersas o las gotitas de emulsion multiple y/o las GUV. En este caso, las
emulsiones simples monodispersas o las emulsiones multiples que contienen los objetivos se uniran con las sondas
y, por tanto, incluiran los catalizadores, lo que dara como resultado la catdlisis del sustrato y la generaciéon de un
producto, que puede ser, por ejemplo, fluorescente. Con el tiempo, esto hara que las gotitas de emulsién simple
monodispersas o las gotitas de emulsion mdultiple y/o las GUV se rellenen con el producto fluorescente. Por el
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contrario, las gotitas de emulsion simple monodispersas o las gotitas de emulsién multiple y/o las GUV que estan
vacias o que contienen moléculas fuera del objetivo no contendran catalizadores, lo que da como resultado ninguna
generacion de producto y, por lo tanto, ninguna sefial detectable. El resultado de tal enfoque es una gran colecciéon
de gotitas de emulsiéon simple monodispersas o gotitas de emulsién multiple y/o GUV, algunas de las cuales son
fluorescentes y otras tenues, lo que permite la recuperacion de los objetivos al clasificar las gotitas de emulsién
simple monodispersas fluorescentes o las gotitas de emulsién multiple y/o GUV. Este procedimiento también se
puede aplicar a otros tipos de objetivos, tales como biomoléculas, virus, células, etc., que se pueden unir con
reactivos de afinidad, tales como anticuerpos. En este caso, los reactivos de afinidad se unirian, por ejemplo, con un
catalizador, y el procedimiento se realizaria como se describié anteriormente para los objetivos de acido nucleico
unidos por sondas de acido nucleico.

En ambos ejemplos, se puede implementar un lavado para eliminar los catalizadores no unidos, que de cualquier
otra manera se encapsularian en gotitas de emulsién simple monodispersas o gotitas de emulsién multiple y/o GUV
y producirian falsos positivos. Sin embargo, si no es conveniente o posible lavar para eliminar los catalizadores no
unidos, entonces un enfoque alternativo seria usar un ensayo multiplexado en el que, por ejemplo, la localizacién de
dos sefiales se usa para identificar un evento positivo. Por ejemplo, si el objetivo es detectar un objetivo de acido
nucleico que esta en una solucién, las sondas para dos secuencias diferentes en el objetivo se pueden sintetizar,
cada una unida con un catalizador diferente que realiza, por ejemplo, una reaccidon que produce un producto
fluorescente. En una modalidad, los productos fluorescentes para los distintos catalizadores pueden ser de
diferentes colores, por ejemplo, uno que produce un producto fluorescente verde y el otro un producto fluorescente
rojo. Las sondas se pueden unir a los objetivos, como es normal. En este caso, aunque habrd muchas sondas no
unidas en solucién, en la mayoria de los casos, las sondas correspondientes al primer tipo de catalizador no estaran
unidas fisicamente a la segunda sonda con un catalizador diferente a menos que ambas estén unidas al mismo
acido nucleico objetivo.

Las soluciones también se pueden diluir segiin sea necesario para realizar la hibridacién a una alta concentracion.
La concentracién puede entonces reducirse de manera que cualquier volumen de solucién equivalente a una gotita
dada contendra solo una sonda o un objetivo con ambas sondas unidas. Esta solucién puede encapsularse luego
con los sustratos para los catalizadores, incubarse, detectarse y clasificarse. En esta modalidad, muchas gotitas de
emulsién simple monodispersas o gotitas de emulsién multiple y/o GUV contendran solo un catalizador rojo o verde,
pero otros contendran tanto un rojo como un verde, los que se unen al objetivo. Esto permitira que las gotitas que
contienen el acido nucleico objetivo se diferencien de las que solo contienen catalizadores al detectar las gotitas que
emiten fluorescencia en ambas longitudes de onda, sin necesidad de lavar.

De nuevo, puede ocurrir un falso positivo cuando las sondas no unidas de ambos catalizadores se encuentran
coencapsuladas en la misma gotita, pero esto puede mitigarse al diluir la solucion lo suficiente para garantizar que
este evento sea sustancialmente mas raro que la presencia de los objetivos, de manera que las gotitas de emulsion
simple monodispersas de doble positivo o las gotitas de emulsién miltiple y/o GUV identificadas pueden asociarse
con mayor frecuencia con la presencia de un objetivo. Pueden aplicarse técnicas similares a otros tipos de objetivos
como células o proteinas mediante el uso de diferentes tipos de reactivos de afinidad, tales como moléculas de
unién como anticuerpos, que pueden unirse nuevamente con catalizadores de diferente reactividad, etc.

Deteccién del cancer

Los métodos descritos en la presente descripcion también implican métodos para detectar el cancer. Dichos
métodos pueden incluir la encapsulacién en una gotita de emulsién simple monodispersa, una gotita de emulsién
multiple y/o los oligonucleotidos de GUV obtenidos a partir de una muestra biolégica del sujeto, en donde al menos
un oligonucleétido esta presente en la gotita de emulsién simple monodispersa, la gotita de emulsién miltiple y/o
GUV; introducir los reactivos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), un componente de deteccién, y una
pluralidad de cebadores de PCR en la gotita de emulsiéon simple monodispersa, la gotita de emulsién miltiple y/o
GUV e incubar la gotita de emulsién simple monodispersa, la gotita de emulsién multiple y/o GUV en condiciones
que permiten la amplificacién por PCR para producir productos de amplificacion por PCR, en donde la pluralidad de
cebadores de PCR incluye uno o méas cebadores que se hibridan con uno o mas oncogenes; y detectar la presencia
o ausencia de los productos de amplificacién por PCR mediante la deteccion del componente de deteccion, en
donde la deteccidon del componente de deteccion indica la presencia de los productos de amplificacién por PCR.

La deteccién de uno o mas productos de amplificacién por PCR correspondientes a uno o mas oncogenes puede ser
indicativa de que el sujeto tiene cancer. Los oncogenes especificos que se afiaden a la gotita pueden variar. En
ciertos casos, el(los) oncogén(es) puede(n) ser especificos para un tipo particular de cancer, por ejemplo, cancer de
mama, cancer de colon y similares.

Ademas, en la practica de los métodos de la presente invencién, la muestra biolégica a partir de la cual se
detectaran los componentes puede variar, y puede basarse al menos en parte en el tipo particular de cancer para el
que se busca la deteccidon. Por ejemplo, el tejido mamario puede usarse como la muestra biolégica en ciertos casos,
si se desea determinar si el sujeto tiene cancer de mama y similares. En la practica de los métodos para detectar el
cancer, se pueden realizar variantes de las etapas generales descritas en la presente descripcién, como el nimero
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de cebadores que se pueden afiadir, la forma en que se afiaden los reactivos, los sujetos adecuados y similares. El
método anterior también puede realizarse mediante el uso de gotitas de emulsién simple en lugar de gotitas de
emulsién multiple.

Ejemplos

Se exponen los siguientes ejemplos. Se han hecho esfuerzos para garantizar la precisién con respecto a los
numeros usados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero deben tenerse en cuenta algunos errores
experimentales y desviaciones. A menos que se indique de cualquier otra manera, las partes son partes en peso, el
peso molecular es el peso promedio en peso molecular, la temperatura es en grados Celsius y la presion es igual o
cercana a la atmosférica. Pueden usarse las abreviaturas estandar, por ejemplo, pb, par de bases; kb, kilobase(s);
pl, picolitro(s); s 0 seg, segundo(s); min, minuto(s); h o hr, hora(s); aa, aminoacido(s); kb, kilobase(s); pb, par de
bases; nt, nucleétido(s); i.m., intramuscular(mente); i.p., intraperitoneal(mente); s.c., subcutanea(mente); y similares.

Materiales y métodos

Los siguientes materiales y métodos se aplican generalmente a los resultados presentados en los Ejemplos
descritos en la presente descripcion, excepto cuando se indique de cualquier otra manera.

Preparacion de particulas de hidrogeles monodispersas

Las particulas de poliacrilamida (PAA) monodispersas se generaron mediante el uso de 6,2 % de acrilamida (Sigma-
Aldrich), 0,18 % de N,N'-metilenbisacrilamida (Sigma-Aldrich) y 0,3 % de persulfato de amonio (Sigma-Aldrich). Las
particulas de polietilenglicol (PEG) se generaron mediante el uso de 14 % (p/v) de PEGSH de 8 brazos (Creative
PEGworks) en NaHCO3 100 mM y PEGDA(6 kDA) (Creative PEGworks) en NaHCO3 100 mM. Las particulas de
agarosa se generaron mediante el uso de agarosa de baja temperatura de fusién al 1 % (Sigma-Aldrich). La
suspensién de agarosa se calenté con un calentador de espacio durante la emulsificacion para evitar la
solidificacion. Se inyectaron soluciones de agarosa y PEG en un dispositivo generador de gotitas (Figura 1) con
aceite (HFE-7500 aceite fluorado suplementado con 5 % (p/p) de Krytox 157 FSH desprotonado) mediante el uso de
bombas de jeringa (New Era, NE-501). La solucién de PAA se inyectd en el dispositivo de generacién de gotitas con
el aceite fluorado suplementado con 1 % de tetrametiletilendiamina (TEMED). La solucién de hidrogel y el aceite se
cargaron en jeringas de 1 ml separadas (BD) y se inyectaron a 300 y 500 pl, respectivamente, en el dispositivo de
generacion de gotitas mediante el uso de bombas de jeringa, controladas con una secuencia de comandos de
Python, ver el ejemplo en el sitio web que se ubica al colocar "https://" delante de "github.com/AbateLab/Pump-
Control-Program". Las gotitas de PAA y PEG se recolectaron y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
para la gelificacion. Las gotitas de agarosa se incubaron en hielo para la gelificacién. Después de la gelificacion, las
gotitas gelificadas se transfirieron a un portador acuoso al desestabilizarlas en aceite con la adicién de un volumen
igual de perfluoro-1-octanol al 20 % (v/v) en HFE-7500. Las particulas se lavaron dos veces con hexano que
contenia un 2 % de Span-80 (Sigma-Aldrich) para eliminar el aceite residual. Después del lavado con hexano, las
particulas se lavaron con agua estéril hasta que se eliminé el aceite. Las gotitas se visualizaron mediante el uso del
Sistema de obtencion de imagenes de células EVOS (Thermo Fisher). Las imagenes se tomaron bajo un objetivo de
4x y 10x mediante el uso de fuentes de luz LED EVOS FITC.

Fabricacion del dispositivo

El dispositivo de polidimetilsiloxano (PDMS) usado para hacer particulas de hidrogel monodispersas se fabrico al
verter PDMS sin curar (relacién de polimero a reticulante 10:1) sobre una capa de fotopolimero con patrén
fotolitografico (SU-8 3025, MicroChem) sobre una oblea de silicio. El dispositivo se curé durante 1 hora en un horno
a 80 °C, se corté con un bisturi y los puertos de entrada se perforaron mediante el uso de un perforador de biopsia
de 0,75 mm (World Precision Instruments, #504529). El dispositivo se unié a un portaobjetos de vidrio mediante el
uso de plasma de oxigeno y la superficie interna de los canales se trataron con Aquapel (PPG Industries) para
volverlos hidréfobos. El dispositivo sellado se horneé a 80 °C durante 10 minutos.

dPCR

Las particulas de PAA monodispersas o las particulas de PAA comerciales (Bio-Rad) se lavaron con triton-X100 al
0,5 % (Sigma-Aldrich) en agua estéril. Se mezclaron 33 pl de particulas de PAA lavadas con 17 pl de reactivos de
PCR para hacer una reaccién total de 50 pl. La mezcla de 50 pl incluyé tampén de reaccién LongAmp Taq 1x (NEB),
2 unidades de ADN polimerasa LongAmp Taq (NEB), 0,6 uM de cebadores directos e inversos (IDT), 0,6 uM de
TagMan® sonda (IDT), 300 pM de dNTP (Fisher Scientific) y una cantidad variable de levadura en brote
Saccharomyces cerevisiae ADN gendémico (Milipore). Para la ddPCR multiplexada, se incluyeron 0,6 uM adicionales
de cebadores directos e inversos y sondas TagMan® para el ADN del virus Lambda. La secuencia de los cebadores
y sondas que se usaron fue - DIR de levadura: 5' - GCAGACCAGACCAGAACAAA - 3' (ID de SEC Nim: 1), INV de
levadura: 5' - ACACGTATGTATCTAGCCGAATAAC - 3' (ID de SEC Num: 2), Sonda de levadura: 5' - /56-
FAM/ATATGTTGT/ZEN/TCACTCGCGCCTGGG/3IABKFQ/ - 3' (ID de SEC Nim: 3), DIR de Lambda: 5' -
GTGGCATTGCAGCAGATTAAG - 3' (ID de SEC Num: 4), INV de Lambda: 5' - GGCAGTGAAGCCCAGATATT - 3'
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(ID de SEC Num: 5), sonda de Lambda: 5' - /Cy5/TATCCGTCAGGCAATCGACCGT TG/3IAbRQSp/ - 3' (ID de SEC
Nim: 6). La mezcla se incubd durante 15 minutos para permitir que el reactivo de PCR se difunda en las particulas y
se centrifugd durante 1 minuto a 6000 g. Se elimind el exceso de fase acuosa con una micropipeta. Se mezclaron
bien 20 pl de particulas y 25 ul de aceite HFE-7500 suplementado con 2 % (p/p) de surfactante de copolimero
anfifilico PEG-PFPE (008-Fluoro-surfactante, Ran Technologies) al golpear en un tubo Eppendorf de 1,7 ml. La
mezcla se agitd a 2300 rpm durante 30 s con un agitador vorticial (VWR). Después de transferir la emulsion a los
tubos de PCR, el aceite debajo de las gotitas flotantes se eliminé con una pipeta y se reemplaz6 con aceite FC-40
(Sigma-Aldrich) que contiene un 5 % (p/p) de surfactante de copolimero anfifilico PEG-PFPE. Esta combinacién de
aceite/surfactante produjo una mayor termoestabilidad durante la PCR. La emulsién se transfirié a un termociclador
T100 (Bio-Rad) y se someti6 al siguiente programa: 94 °C durante 30 s, seguido de 45 ciclos de 94 °C durante 30 s,
53 °C durante 60 s y 65 °C durante 50 s, seguido de una extensién final de 10 min a 65 °C y mantenido a 12 °C. Las
gotitas se visualizaron mediante el uso del sistema de obtencién de imagenes de células EVOS (ThermoFisher
Scientific) bajo un objetivo 10x y 20x con fuentes de luz LED EVOS GFP y FITC.

Cultivo celular

Una cepa de levadura brotante Saccharomyces cerevisiae que expresa la proteina fluorescente amarilla (YSP) se
cultivé a 30 °C en un medio rico estandar (YPD) y la densidad celular se midié mediante el uso de NanoDrop
(ThermoFisher Scientific). Las particulas de PAA se lavaron con Tritén al 0,5 % en YPD y se centrifugaron para
eliminar el exceso de acuoso. Se prepar6 una suspension de levadura diluida para lograr la ocupacién de células
distribuida de Poisson por gotita. Se mezclaron bien 1 pl de suspensién de levadura, 20 pl de particulas y 25 pl de
aceite HFE-7500 con un 2 % (p/p) de surfactante de copolimero anfifilico PEG-PFPE al golpear en un tubo
Eppendorf de 1,7 ml. La mezcla se agité vorticialmente a 2300 rpm durante 30 segundos. Se perforaron agujeros en
la tapa del tubo para el intercambio de oxigeno para las células de levadura y se afiadid 1 ml de medio YPD. Las
células se incubaron a 30 °C durante 10 h y se obtuvieron imagenes mediante el uso del sistema de obtencién de
imagenes de células EVOS bajo un objetivo de 20x con fuentes de luz LED RFP y FITC de EVOS.

Escalado de la generacién de emulsiones monodispersas

Las emulsiones se generaron al resuspender las particulas de PAA monodispersas en 0,3 % de IGEPAL y al afiadir
20 pl de las particulas de PAA resuspendidas a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. La mezcla combinada se
agité vorticialmente a 2900 rpm durante 1 min, o alternativamente, se pipete6 30 veces, para producir 96 emulsiones
monodispersas.

Generacién de emulsién doble (liposoma) a través de PTE

Las emulsiones simples se formaron mediante agitacion vorticial a velocidad 10 en un agitador vorticial de mesa (de
VWR) durante 1 min con perlas de poliacrilamida en una fase acuosa interna de TrisHCI 10 mM pH 8, NaCl 137 mM,
KCI 2,7 mM, EDTA 10 mM y TritonX100 al 0,01 %. Los liposomas se formaron mediante la adicién de una solucién
acuosa externa de TrisHCI 5 mM pH 8 y TritonX100 al 0,01 %, seguido de agitacion vorticial a velocidad 7 en un
agitador vorticial de mesa (de VWR) durante 20 s. Los liposomas, un tipo de emulsién doble, se formaron con lipido
fluorescente adicional en la fase oleosa de una mezcla de escualano que contiene 5 % (p/v) de monooleato de
glicerilo y 5 mg/ml de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).

scRNA-seq de alto rendimiento a través de PTE

La nueva tecnologia expandi6 la capacidad de scRNA-seq al aumentar el rendimiento y simplificar el protocolo
descrito en Chemgene (ver, por gjemplo, el sitio web de Chemgenes). Las perlas de Drop-seq se encapsularon en
hidrogel de poliacrilamida BAC mediante el uso de bis(acriloil)cistamina como un reticulante para la sintesis de
perlas de poliacrilamida. Las células, la proteinasa K y el tampén de hibridacién se mezclaron junto con las perlas de
poliacrilamida BAC a 4 °C. Se afiadi6 aceite presaturado con 2-mercaptoetanol. La mezcla se agitd vorticialmente
para la emulsificacion. Durante la disociacion del hidrogel de gotitas, 2-Me se difunde en la gotita y conduce a la
disociacion de la particula de poliacrilamida de BAC y la liberacién de las perlas de Drop-seq. La lisis celular se
realiz6 mediante la incubacion con proteinasa K a 55 °C durante 15 minutos. El ARN se capturé en las perlas de
Drop-seq. Se recuperaron las perlas de Drop-seq. Se realiz6 la secuenciacion de transcriptasa inversa y el analisis
de datos.

Experimento de mezcla de especies

Las células 3T3 de raton y las células HEK293 humanas se lavaron, resuspendieron y mezclaron en una relacién 1:1
y se almacenaron en tampén PBS. Las particulas de poliacrilamida con perlas de Drop-seq se sintetizaron mediante
el uso del mismo protocolo para la sintesis de particulas de poliacrilamida con perlas de Drop-seq afiadidas a la
solucion como se describe con mayor detalle méas abajo. Las particulas sintetizadas eran de 125 um de diametro.

Sintesis de perlas de hidrogeles
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La mezcla de hidrogeles de BAC usada para la sintesis de particulas de hidrogeles fue la siguiente: Tris pH 7,5
10mM, EDTA 1mM, NaCl 15mM, acrilamida 6,2 %, BAC (bisacrilcistamina (BAC) disuelto en etanol al 2 %) 0,54 %,
persulfato de amonio 0,3 % y aceite que comprende HFE 2 % Weitz con 1 % TEMED.

Se us6 un dispositivo estandar de Drop-seq para la sintesis de hidrogel (canal de entrada de células de bloque con
una pieza de soldadura de plata). Las perlas de Drop-seq se resuspendieron a una concentracién de 100/ul con el
objetivo de alcanzar 1 perla por cada 10 gotitas en la mezcla de sintesis del hidrogel BAC. El régimen de flujo fue de
2000 plI/h de acuoso y 3200 pl/h de aceite. Después de la generacién de gotitas, las gotitas se dejaron a temperatura
ambiente durante 4 horas antes de la desemulsificaciéon. Se siguié el mismo protocolo de lavado con el tampén
TBEST y se almacen6 en el tampén TBEST a 4 °C.

Se verifico el tamafio de las perlas (generalmente aproximadamente del tamafio de la gotita) y la eficiencia de carga
de Drop-seq. Para aumentar la porcion de perlas con Drop-seq cargado, se podria usar Ficoll al 40 % para
resuspender el hidrogel seguido de centrifugacion (500 g durante 2 minutos). Esta etapa se repitid segin fuera
necesario para lograr una mejor eficiencia de carga.

Formacioén instantanea de la emulsion

Se prepararon suspensiones de células individuales y se diluyeron a la concentracién adecuada. Las perlas de
hidrogeles de BAC se lavaron con tampén PTE-seq (tamp6n de lisis Drop-seq sin sarcosilo, sin DTT, con NaCl 500
mM) para intercambiar completamente el tampén.

Las perlas de hidrogel se empaquetaron estrechamente mediante centrifugacion y se usé la Proteinasa K (de NEB)
a 20X. La mezcla se incub6 en hielo durante 5 minutos para equilibrarla. El bME -aceite se prepar6 afiadiendo bME
al 5 % de Weitz HFE aceite (0,2 %). La mezcla se agitd vorticialmente durante 1 min a la velocidad maxima, se
mezcld bien y se almacené en hielo.

La concentracién de perlas empaquetadas estrechamente es de aproximadamente 300 perlas de hidrogel por pl. El
numero de células necesarias para la emulsion de agitacion se calculd en base al nimero de perlas de hidrogel. La
entrada de células se dirigio a ser el 10 % del nimero de perlas de hidrogel. Las células se afiadieron a las perlas de
hidrogeles compactadas y se mezclaron suavemente. Se afiadié al menos 2 volimenes del volumen de las perlas de
hidrogel de bME-aceite seguido de agitacién vorticial a velocidad 7 durante 30 s. La calidad de la emulsion se
examiné mediante el uso de microscopia y las emulsiones se agitaron vorticialmente mas si era necesario. La
disociacion del hidrogel se realiz6 a temperatura ambiente durante 15 minutos y las células se lisaron a 55 °C
durante 20 minutos y luego se pusieron en hielo durante 20 minutos para la captura de ARN.

Protocolo de Drop-seq

Se afiadieron 30 ml de 6X SSC con 50 pl adicionales de sarkosilo al 10 % sobre la emulsion y la emulsién se rompio
con 1 ml de PFO. Los protocolos de Drop-seq para la limpieza de las perlas de Drop-seq y la reaccién de RT y el
andlisis de secuenciacién se siguieron de acuerdo con los protocolos enumerados en el sitio web que se ubica al
colocar "http://" in front of "mccarrolllab.com/dropseq/".

Formacién de microgel nicleo-cubierta a través de PTE y analisis dirigido

Las perlas de poliacrilamida se conjugaron con oligonucleétidos, que se usaron como cebadores durante la PCR.
Las perlas se sumergieron en el reactivo de PCR. Se eliminé el exceso de solucién acuosa. Se afiadié agarosa,
Tritdn y células, seguido de aceite. La PTE se realiz6 como se describe en la presente descripcion. El aceite se
transfirid y se realizé un termociclado. Las emulsiones se rompieron y lavaron. Se usé FACS y se recolectaron
perlas positivas antes de recuperar el genoma.

Las perlas de poliacrilamida se modificaron con oligo (MHO75, 2 uM final). Se capturaron B. subtilis (cepa 168) y se
usaron MH 100 y 101 para PCR. La fraccidén con gotitas positivas de fluorescencia correspondié con concentracion
de la plantilla de B. subtilis (cepa 168). Las gotitas positivas a fluorescencia se clasificaron mediante el uso del
FACSAria Il de BD y se observaron bajo un microscopio. Las perlas clasificadas eran fluorescentes y estaban
rodeadas por una cubierta de agarosa después de la FACS. Se realiz6 la qPCR para ver la recuperacion del
genoma en la cubierta de agarosa. Se usaron cuatro conjuntos de cebadores en diferentes loci. Las sefiales se
observaron después de 35 ciclos y el ADN gendémico se encapsulé en una cubierta de agarosa.

MHO75: /5Acryd//iSpPC/ATATTACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC (ID de SEC Num: 7)
MH100:

CTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCACGAACTGGACAAGAA (ID de SEC Num: 8)
MH101: /56-FAM/ATGGAGCGTTCAAGGTTCTCAA (ID de SEC NUm: 9)

Ejemplo 1: Generacién de emulsiones simples monodispersas mediante el uso de la emulsificacién con plantilla de
particulas (PTE)
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Resultados

Se usaron particulas de hidrogel que eran mas del 95 % acuoso para la formacién de plantillas, de modo que la
gotita final era principalmente acuosa, como se necesitaba para realizar reacciones bioquimicas en las gotitas
resultantes. Las particulas se afiadieron a la solucién para encapsularse, con aceite y surfactante, y la mezcla se
agité vorticialmente (Figura 2, Paneles A-C y Figura 3, Paneles A-E). Las particulas de hidrogel eran permeables a
las moléculas con diametros hidraulicos menores que el tamafio de los poros, como las moléculas pequefias, pero
eran impermeables a las moléculas grandes, tales como el ADN gendémico, que permanecieron dentro de la capa
fina de la solucién acuosa que rodea las particulas en las gotitas. Durante la agitacién vorticial, las particulas se
dispersaron en gotitas continuamente mas pequefias hasta que cada gotita contenia solo una particula y una fina
cubierta de solucién acuosa, como se ilustra en (Figura 3, Panel E). Mas alla de esto, se suprimié la ruptura
adicional de las gotitas porque requeria fracturar las particulas soélidas. El resultado fue una emulsién en la que las
gotitas eran de un tamafio similar a las particulas monodispersas originales y, por tanto, ellas mismas
monodispersas.

La PTE encapsulé cualquier reactivo presente en la solucién inicial en las gotitas, lo que les permite realizar
reacciones compartimentadas similares a las que se logran normalmente con microfluidica. Los compuestos mas
pequefios que el tamafio de los poros del hidrogel se absorbieron antes de la emulsificacion y, por tanto, estaban
presentes en la gotita final que contenia el hidrogel. Los compuestos mas grandes terminaron en la capa fina de la
solucion acuosa que rodea el hidrogel, como se ilustra en la Figura 3, Panel E. Se us6 la agitacion vorticial para PTE
debido a su reproducibilidad, aunque otras técnicas de agitaciéon fueron compatibles, como el pipeteo y golpear el
tubo.

Ejemplo 2: Optimizacion de la emulsificacion con plantilla de particulas
Resultados

Mientras que las emulsiones preparadas mediante agitacién vorticial en ausencia de particulas de plantilla se
prepararon facilmente, tales emulsiones fueron polidispersas y de valor limitado para la biologia de precision (Figura
4, Panel A). Como se muestra en la Figura 4, el Panel A (izquierda), las emulsiones agitadas vorticialmente sin
particulas generaron gotitas polidispersas que tienen una distribucion de tamafio variada, de 8-218 pm de diametro
(n=561) y el 4,3 % de las gotitas son de 35-40 um. Por otro lado, las emulsiones microfluidicas requerian dispositivos
y habilidades especializadas, pero mostraron una monodispersidad superior y fueron muy valiosas (Figura 4, Panel
A). Como se muestra en la Figura 4, el Panel A (derecha), la emulsién microfluidica generd gotitas monodispersas:
el 95,7 % de las gotitas son de 35-38 um de diametro (n=816). Un método mejorado para la encapsulacion de
muestras combinaria, por tanto, la simplicidad de la agitacion vorticial con la calidad de la microfluidica.

La PTE logré esto al explotar la rigidez de las particulas para resistir la ruptura de las gotitas por debajo del tamafio
de la particula, incluso con agitacion vorticial. Como se muestra en la Figura 4, Panel C, la PTE gener6 un tamafio
similar a las particulas de PAA originales, el 58,2 % de las gotitas son de 35-40 um (n=1421) de didmetro. El tiempo
para alcanzar el tamafio final de la gotita y la monodispersion de la emulsién resultante dependieron de las
propiedades del fluido y de las particulas. Por ejemplo, las propiedades de las particulas como el tamafio y la
autoafinidad, y las propiedades de la solucién como la viscosidad y la tension interfacial, afectaron el proceso de
formacion de plantillas de gotitas. Para caracterizar el impacto de estos parametros en la calidad de la emulsion, se
realizé la PTE con diferentes materiales de hidrogel y tensiones interfaciales de la solucién (Figura 4, Panel B). El
tamafio de particula, el aceite portador y el surfactante soluble en aceite, se fijaron ya que estas propiedades
generalmente se dictaron por las necesidades de las reacciones biolégicas y son menos flexibles.

Para modular la tension interfacial, se afiadieron surfactantes solubles en acuoso a la fase de gotitas, que es
compatible con la mayoria de las reacciones bioquimicas. Cuando se omitié el surfactante de fase acuosa, las
gotitas agitadas vorticialmente fueron polidispersas para todos los tipos de hidrogel (Figura 4, Panel B); sin pretender
limitarse a ninguna teoria en particular, esto puede deberse a la afinidad entre particulas y la alta tensién interfacial
que evita la ruptura de las gotitas grandes, no uniformes y multindcleos. El aumento de la agitacién vorticial hasta 20
minutos no cambi6 apreciablemente la calidad de la emulsion. Se observaron emulsiones multinicleos y la emulsién
fue polidispersa (Figura 5, Panel A). Por el contrario, cuando se incluyeron surfactantes en la fase acuosa, la
afinidad de las particulas y la tensién interfacial se redujeron; se generaron gotitas monodispersas de un solo nicleo
con 30 segundos de agitacion vorticial (Figura 4, Panel B), las duraciones de agitacion vorticial mas largas no
alteraron sustancialmente la apariencia de la emulsién resultante (Figura 6, Paneles A-D). Se usaron particulas de
PAA con 0,5 % de Tritdbn en aceite HFE con 2 % de fluorosurfactante y se agitaron vorticialmente durante 5
segundos (Figura 6, Panel A), 15 segundos (Figura 6, Panel B), 1 minuto (Figura 6, Panel C) y 2 minutos (Figura 6,
Panel D). Los histogramas mostraron la distribucién del tamafio de las gotitas con diferentes tiempos de agitacion
vorticial.

Como se muestra en la Figura 4, el Panel B, se usaron particulas de PAA, PEG o agarosa como plantillas y se

emulsionaron con diferentes surfactantes. Se generaron gotitas monodispersas con un surfactante de fase acuosa
(tritén e IGEPAL). De las particulas probadas, las gotitas formadas a partir de particulas de poliacrilamida (PAA)} y
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metacrilato de polietilenglicol (PEG) produjeron las emulsiones mas uniformes (Figura 4, Panel B). Las emulsiones
de particulas de agarosa eran menos uniformes. Sin pretender limitarse a ninguna teoria en particular, esto puede
deberse a su autoafinidad. También se usaron otros surfactantes de fase acuosa, aunque los requisitos de los
parametros de la agitacion vorticial y la calidad de la emulsion difirieron (Figura 5, Paneles B-E).

La PTE fue escalable, porque el tiempo requerido para generar una emulsién no dependié del volumen de la
emulsién (Figura 7, Paneles A y B). La PTE permitié la produccion rapida y facil de emulsiones monodispersas de
escalas de microlitros a mililitros. Las muestras comprendieron particulas de PAA con 0,5 % de Triton suspendido en
1,25 volumenes de aceite HFE con 2 % (20 pl) 0 5 % (200 pl y 2 ml) de surfactante (Figura 7, Panel A). Todas las
emulsiones, independientemente del volumen total, se agitaron vorticialmente durante 30 segundos para generar las
gotitas. Los histogramas de la distribucion del tamafio de las gotitas para las emulsiones de 200 pl y 2 ml
demostraron una monodispersidad equivalente (Figura 7, Panel B).

Estos resultados difirieron de la emulsificacién microfluidica convencional donde el tiempo de generacién escalo con
el volumen. Se compararon los tiempos de generacién de gotitas de PTE y microfluidica para una tasa de
generacion de gotitas tipica de 1 kHz. Con la PTE, generar 20 pl de emulsién requirié el mismo tiempo que generar 2
ml de emulsién (Figura 7, Panel C, arriba), mientras que generar 2 ml de emulsién requirié aproximadamente 11
horas (Figura 7, Panel C, abajo) mediante el uso de microfluidica. La escalabilidad de PTE fue una ventaja para las
aplicaciones que requieren la emulsificaciéon de muestras de gran volumen. Ademas, debido a que la generacién de
la emulsion se produjo en el depdsito de la muestra y no requirié el transporte de las muestras hacia y desde un
instrumento microfluidico, la PTE también fue escalable para emulsionar grandes cantidades de muestras.

Se usaron hidrogeles que tienen un diametro de aproximadamente 30 um a aproximadamente 80 um con resultados
similares, con datos para hidrogeles de 50 pm mostrados, pero otros tipos de particulas pueden ser compatibles con
el método, que incluye diferentes tamafios, composiciones de hidrogeles y porosidades. Si bien se usé aceite
fluorado y surfactante para la fase portadora, otras formulaciones pueden ser compatibles, incluidos aceites de
silicona y de hidrocarburos y surfactantes. También se podrian usar otras fases polares, siempre que formen
emulsiones estables, lo que puede ser valioso para generar estructuras nlcleo-cubierta. Estas propiedades pueden
proporcionar la flexibilidad necesaria para extender la PTE a otras areas, tal como la encapsulacién rentable y
escalable de compuestos en emulsiones dobles.

Ademas de las gotitas monodispersas deseadas con un tamafio similar a las particulas de plantilla, la PTE genero
"gotitas satélites" diminutas que no contenian particulas. El nimero de gotitas satélite dependié de la cantidad de
exceso de solucién acuosa que rodea las particulas, la tension interfacial de la emulsién y el tiempo y la potencia de
la agitacién vorticial. Para reducir su nimero, el exceso de solucidon acuosa se puede eliminar de la mezcla de
muestra de particulas antes de la agitacion vorticial. Sin embargo, aunque estéticamente desagradables, las gotitas
de satélite contribuyeron de manera insignificante a las reacciones biolégicas realizadas en las emulsiones, porque
generalmente comprendieron una fraccion relativamente pequefia del volumen total de la muestra (< 3 %).

El volumen absorbido podria preverse después de considerar la potencia del agitador vorticial, la tensién superficial
y el tamafio de particula, etc. La agitacion vorticial generd una distribuciéon de velocidades en la muestra, y cada
gotita experimentd una muestra aleatoria de estas velocidades durante la emulsificacion. La agitacién vorticial fue un
método razonablemente controlado para agitar fluidos y, por tanto, fue posible identificar una potencia que produjo
predominantemente gotitas de un solo ndcleo con volimenes de engullimiento uniformes, como se muestra en la
presente descripcion.

Un desafio comun en la microfluidica de gotitas fue la necesidad de encapsular eficientemente entidades discretas,
como perlas y células. Las técnicas microfluidicas normalmente encapsularon estas entidades aleatoriamente, lo
que dio como resultado una carga de Poisson ineficiente en la que solo una pequefia fraccion de las gotitas se cargo
adecuadamente. Una propiedad (nica y valiosa de la PTE fue que cada gotita del tamafio apropiado contenia una
particula de plantilla (Figura 4, Panel B). Si estas particulas fueran un componente esencial de la reaccién, la
mayoria de las gotitas contenian lo que se necesitaba. Sin embargo, otros componentes, tales como células, perlas
y moléculas de ADN, se cargaron aleatoriamente. De hecho, la encapsulacion eficiente de hidrogeles fue una etapa
clave en las tecnologias de secuenciacion de células Unicas recientemente reportadas y explotadas en instrumentos
comerciales (documento de Zhu Z. Yang CJ (2017), Hydrogel Droplet Microfluidics for High-Throughput Single
Molecule/Cell Analysis, Acc Chem Res 50(1):22-31).

Ejemplo 3: PTE permitié una cuantificacion precisa de ADN con PCR de gotitas digital (ddPCR)

Resultados

PTE permiti6 una ddPCR facil y sin microfluidica. Para ilustrar esto, se usé PTE para encapsular varias muestras de
ADN a diferentes concentraciones de una molécula objetivo (Figura 8, Panel A). Al igual que en la ddPCR
microfluidica, el aumento de la concentracién del objetivo aumentdé el nimero de gotitas fluorescentes. Para

determinar si esta estimacién de concentracién permitida, se siguié el analisis ddPCR convencional y la
fluorescencia de las gotitas se cuantificé mediante el uso de imagenes, al trazar los resultados como fluorescencia
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frente a diametro (Figura 8, Panel B). Tres poblaciones de gotitas eran visibles, con baja fluorescencia y diametro
pequefio (gotitas satélite), con el diametro esperado de 30-40 um y baja fluorescencia (PCR-negativo) y un intervalo
de tamafio similar pero alta fluorescencia (PCR-positivo). Las gotitas satélite se ignoraron y la concentracién objetivo
para las gotitas del modelo de tamafio correcto se model6 a través de estadisticas de Poisson, A = -In(1 - p}, donde A
es el nimero de copias de la plantilla por gotita y p es la fraccion positiva.

La concentracion medida sigui6 la escala esperada en el intervalo probado de tres décadas, lo que demuestra que la
ddPCR basada en PTE (Figura 8, Panel C) rindié como la ddPCR basada en microfluidica (Figura 9). El método PTE
utilizé particulas de hidrogel que sirvieron de plantilla para las gotitas, que se fabricaron mediante el uso de
microfluidica. Incluso con particulas obtenidas microfluidicamente, la PTE representé una simplificacion sustancial
para la ddPCR, ya que un gran lote de particulas sintetizadas podria usarse para muchos analisis.

Las microesferas de hidrogel con una variedad de composiciones, tamafios y uniformidad se podrian adquirir de
proveedores comerciales. Estas esferas se vendieron generalmente como componentes para columnas de
purificaciéon y, por tanto, controladas por la calidad y libres de contaminantes que pudieran interferir con las
reacciones de las gotitas. Para mostrar que la PTE podria realizarse con particulas de plantilla monodispersas
comerciales (Figuras 10 A y 10B), se compraron esferas de PAA monodispersas que varian de 45-90 um de
diametro; esta distribucién de tamafio fue mayor que para particulas hechas con microfluidica, tipicamente por
debajo del 5 %, pero fue aceptable para la mayoria de las aplicaciones, que incluyen ddPCR. Para demostrar esto,
las particulas se usaron para realizar ddPCR con PTE, y se observaron propiedades de fluorescencia de gotitas
similares (Figura 10B, Panel A). La distribucién de diametro mas grande dio como resultado una dispersién mas
amplia en el grafico, tanto en tamafio como en fluorescencia, pero las poblaciones positivas y negativas de PCR
fueron, sin embargo, discernibles (Figura 10B, Panel B). Se varié la concentracion objetivo y se realizé un analisis
estandar de ddPCR, logrando mediciones precisas en el mismo intervalo (Figura 10B, Panel C). Cuando la
variabilidad en el tamafio de las gotitas se incluyd mediante el uso de multiples distribuciones de Poisson
ponderadas por volumen de gotitas, los factores de correccién para los nimeros de copia estimados fueron
pequefios, que varian del 0,1 % (para la concentracién mas baja) hasta el 4,5 % (para la concentraciéon mas alta).

Se usaron particulas hechas por microfluidica para caracterizar la PTE, ya que eran monodispersas y por lo tanto
permitieron una medicion precisa de la variacién del volumen de las gotitas. Sin embargo, como se muestra en la
presente descripcion, las perlas disponibles comercialmente que eran relativamente uniformes fueron suficientes
para muchas aplicaciones.

Ejemplo 4: PTE-ddPCR multiplexada
Resultados

Para demostrar que la ddPCR basada en PTE podria multiplexarse, se analizé el ADN genoémico de una mezcla de
virus Lambda y S. cerevisiae. Se usaron sondas TagMan dirigidas a los genomas del virus Lambda (rojo) o de la
levadura (verde). El ADN de ambos organismos se mezclé y la muestra se emulsioné con PTE. Muchas gotitas eran
de color rojo puro o verde, lo que indica que contenian ADN genémico de Lambda o de levadura, respectivamente
(Figura 11, Panel A). Sin embargo, en casos raros, una gotita contenia uno de cada objetivo y, por tanto, era doble
positiva, apareciendo amarillo (Figura 11, Panel A, fusionado). Dado que estos &cidos nucleicos no se asociaron
fisicamente, la posibilidad de un doble positivo podria describirse mediante un proceso de doble encapsulacién de
Poisson. Las desviaciones de las estadisticas de Poisson por tanto representan asociaciones de secuencias.

Ejemplo 5: PTE usado en células de levadura
Resultados

La PTE se us6 para encapsular células individuales de levadura mediante el uso de esferas de hidrogel para la
generacion de gotitas de plantilla. Las particulas de plantilla monodispersas de PAA se afiadieron a una suspension
de levadura y la mezcla se emulsific6 mediante agitacion vorticial. Las células se suspendieron a una baja
concentracion de manera que la mayoria de las gotitas estaban vacias, pero una pequefia fraccion contenia células
individuales, al igual que con la encapsulacién de células microfluidica. Debido a que la levadura a escala de micras
no pudo difundirse en los poros nanométricos de las particulas de plantilla monodispersas, terminaron en la cubierta
acuosa cerca de la periferia de las gotitas (Figura 11, Panel B). El nimero de levaduras encapsuladas por gotita
podria modularse por la concentracion de células en la muestra.

Los entornos de gotitas fueron compatibles con el crecimiento de la levadura. Sin pretender limitarse a ninguna
teoria en particular, esto puede deberse a que la PAA es un hidrogel biolégicamente inerte que comprende mas del
95 % de acuoso. En consecuencia, cuando las células de levadura encapsuladas se incubaron durante 10 horas,
crecieron en microcolonias clonales (Figura 11, Panel B).

Ejemplo 6: RNAseq (Profética)

Las perlas de hidrogel de poliacrilamida se sintetizan primero con més de 109 oligonucle6tidos monocatenarios
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unidos a él, seguido de lavado y resuspensién. El procedimiento de fabricacion de perlas se realiza con un método
de "dividir y agrupar" para la sintesis de codigos de barras en las perlas. Las perlas de cédigo de barras terminadas
contienen ADN monocatenario codificado de manera Unica con otros componentes que incluyen la cola de polT y
una secuencia promotora T7. Estos ADN monocatenarios se pueden liberar de las perlas de hidrogel tras la
exposicion a UV. Las perlas, las células y la mezcla de RT se combinan y se realiza PETE como se describe en la
presente descripcion para encapsular una célula individual en gotitas con la mezcla de reaccién de transcripcion
inversa. La emulsion se expone a luz UV seguido de calentamiento hasta 50 °C para realizar la reaccién de
transcripcién inversa. Durante el proceso, el ADN monocatenario en las perlas se libera para funcionar como
cebadores de RT y el ARN de la célula se libera para funcionar como plantillas. La emulsién se rompe y se recupera
el ADNc seguido de la transcripcion estandar in vitro y la preparacién de la biblioteca para la secuenciacién de
préxima generacion para recopilar los datos del analisis del perfil de expresién génica de una célula individual.

Ejemplo 7: Escalado de la generacion de emulsiones monodispersas
Resultados

Las particulas de poliacrilamida monodispersas se sintetizaron primero de acuerdo con los métodos descritos en la
presente descripcion, y luego se lavaron con IGEPAL. Las particulas monodispersas se afiadieron a una placa de 96
pocillos. La PTE se realizd de acuerdo con la descripcion para crear 96 emulsiones uniformes de células individuales
simultaneamente (Figura 12).

Ejemplo 8: Generacion de emulsiones dobles mediante el uso de la emulsificacion con plantilla de particulas (PTE)
Resultados

La tecnologia descrita en la presente descripcion permitié la produccion de liposomas, un tipo de emulsién doble,
con un control preciso. Como se muestra en la Figura 13, Panel A, las particulas de poliacrilamida se proporcionaron
en una fase acuosa interna (TrisHCI 10 mM pH 8, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, EDTA 10 mM y TritonX100 al 0,01 %)
se usaron para generar emulsiones dobles (o liposomas) a través de PTE. Como se muestra en la Figura 13, Panel
B, las emulsiones simples se formaron primero al afiadir una fase oleosa (mezcla de escualano que contiene 5 %
(p/v) de monooleato de glicerilo y 5 mg/ml de DPPC. Como se muestra en la Figura 13, Panel C, las emulsiones
dobles se generaron al afiadir una fase acuosa externa que contiene TrisHCI 5 mM pH 8 y TritonX100 al 0,01 % y
agitacion vorticial. Los liposomas se formaron a través de la separacion de fases. Como se muestra en la Figura 13,
Panel D, los liposomas formados con lipido fluorescente adicional en la fase oleosa se visualizaron con un
microscopio fluorescente EVOS.

Ejemplo 9: Secuenciacion de ARN de alto rendimiento a través de PTE

Como se muestra en las Figuras 14A-14C, se desarrolld un protocolo que permite la secuenciacién de ARN de
célula unica (scRNA-seq) sin microfluidica, que permiti6 el perfilado del transcriptoma de miles de células
individuales con reactivos simples. Se utiliz6 una combinacion de la aproximacién de lisis basada en proteasas,
despolimerizacién de hidrogeles activados quimicamente y perlas de captura de ARN codificadas para lograr la
formacion de gotitas, la lisis celular y la captura de ARN en una sola etapa. La tecnologia amplié la capacidad de
scRNA-seq al aumentar el rendimiento y simplificar el protocolo convencional.

Las perlas de secuencia de gotitas (Figura 14 A; Figura 15, Panel A} se encapsularon primero en hidrogel de
poliacrilamida BAC mediante el uso de bis(acriloiljcistamina (BAC) como reticulante para la sintesis de perlas de
poliacrilamida, seguido de lavado y resuspension. Las perlas, las células, la proteinasa K y el tampén de hibridacién
se combinaron. Se afiadié aceite presaturado con 2-Mercaptoetanol (2-Me) y se realizé PTE como se describe en la
presente descripcion para encapsular células individuales en gotitas (Figura 14B; Figura 15, Panel B). Las células se
lisaron mediante proteinasa K. No se usé detergente para la lisis celular para evitar la lisis antes de la formacién de
gotitas. La proteinasa K requeria un tiempo mas largo y una temperatura mas alta para lisar las células de manera
eficiente y, por lo tanto, era adecuada para el método. Después de la adicion de proteinasa K y la formacion de
gotitas, la temperatura se elevd de 4 °C a 55 °C para facilitar la activacién de la proteinasa K y la lisis celular.
Después de la lisis celular y la captura de ARN, las emulsiones se rompieron, la proteinasa K se lavd y se
recuperaron las perlas de Drop-seq (Figura 14C.

En la Figura 15, las imagenes microscépicas representan células encapsuladas en gotitas antes de la lisis (Figura
15, Panel C) y después de la lisis (Figura 15, Panel D) tefiidas con calceina verde. Los datos de un experimento de
células mixtas humano-ratén ilustraron la efectividad del flujo de trabajo de scRNA-seq descrito en la presente
descripcién (Figura 15, Panel E).

Ejemplo 10: Formacién de microgel nlcleo-cubierta a través de PTE y analisis dirigido

Como se muestra en la Figura 16, se desarrollé un método para crear microgel nicleo-cubierta mediante el uso de la
tecnologia de emulsién instantanea, que combiné la PTE basada en la afinidad con el analisis dirigido. Se contempla
que el microgel ndcleo-cubierta creado mediante el uso de la tecnologia de emulsién instantdnea podria usarse para
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retener una variedad de material biolégico y reactivos para ampliar el rango de aplicaciones para la tecnologia de
emulsién instantanea. Las perlas de poliacrilamida (Figura 17, Panel A) se conjugaron con oligonucleétidos, que se
usaron como cebadores durante la PCR. Dicho analisis dirigido con la tecnologia de emulsién instantanea al
funcionalizar la particula de plantilla con ADN permite un amplio rango de aplicaciones, tal como la scRNA-seq
dirigida (hacia un tipo de célula especifico) a partir de una poblacién heterogénea de células. Mientras que el
presente ejemplo utilizé perlas funcionalizadas con oligos, otras funcionalizaciones, por ejemplo, con anticuerpos o
fragmentos de unién de los mismos, pueden visualizarse facilmente por un experto en la técnica. Las perlas se
sumergieron en el reactivo de PCR. Se elimino el exceso de solucién acuosa. Se afiadié agarosa, Tritdn y células,
seguido de aceite. La PTE se realizé como se describe en la presente descripcién. El aceite se transfirié y se realizé
un termociclado. La ddPCR en perlas de nicleo de poliacrilamida con una cubierta de agarosa se realizé6 con dos
factores de dilucion (Figura 17, Panel B). La fracciéon con gotitas positivas de fluorescencia corresponde a la
concentracion de la plantilla. La imagen de las perlas del nlcleo de poliacrilamida con la cubierta de agarosa mostro
las perlas del nicleo de poliacrilamida rodeadas por la cubierta de agarosa después de que las gotitas se rompieron
y se lavaron. Como se muestra en la Figura 17, Panel C, que representa imagenes de las gotitas después del FACS,
las gotitas positivas de fluorescencia se clasificaron, recolectaron y observaron bajo un microscopio. Las perlas
clasificadas eran fluorescentes y estaban rodeadas por una cubierta de agarosa después de la FACS. Se realiz6 la
gPCR para examinar la recuperacion del genoma en la cubierta de agarosa (Figura 17, Panel D). Se usaron cuatro
conjuntos de cebadores en diferentes loci. Se observaron sefiales después de 35 ciclos y el ADN genémico se
encapsulé en la cubierta de agarosa.
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REIVINDICACIONES

Un método para generar una emulsion, el método que comprende:

combinar una pluralidad de particulas de plantilla con un primer fluido para proporcionar una primera mezcla,
en donde el 99 % o mas de la pluralidad de particulas de plantilla varian en diametro por menos de un factor
de 10y en donde el primer fluido comprende una pluralidad de particulas objetivo;

combinar la primera mezcla con un segundo fluido para proporcionar una segunda mezcla, en donde el
segundo fluido es inmiscible con el primer fluido; y

cizallar la segunda mezcla mediante agitacién vorticial durante 30 segundos, de manera que una pluralidad
de las particulas de plantilla se encapsulan en una pluralidad de gotitas, que varian de 0,1 a 1000 micras de
diametro en el segundo fluido, proporcionando, de esta manera, una pluralidad de gotitas que comprenden el
primer fluido, una de las particulas de plantilla y una de la pluralidad de particulas objetivo, en donde la
pluralidad de gotitas cuando se examinan mediante microscopia de LED tiene una variacién en el diametro de
menos de un factor de 10

en donde las particulas de plantilla comprenden PAA, PEG o agarosa y en donde el primer fluido comprende
un surfactante seleccionado del grupo que consiste en etoxilato de octilfenol y octilfenoxipolietoxietanol
(IGEPAL) y el segundo fluido es el aceite fluorado 2-(trifluorometil}-3-etoxidodecafluorohexano,

en donde no se usa un dispositivo microfluidico en la formacién de gotitas.
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FIGURA 10A
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FIGURA 12
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