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Patentkrav

1. Framgangsmåte for generering av en feilkorrigert sekvens av et dobbelttrådet mål-

nukleinsyremolekyl som omfatter individuell merking av hver av de to trådene i det dobbelttrådede

mål-nukleinsyremolekylet ved ligasjon av begge trådene i det dobbelttrådede mål-

nukleinsyremolekylet til minst ett enkelt molekylidentifikator-(SMI)-adaptor-molekyl som omfatter5

en SMI-sekvens for å danne et SMI-mål-nukleinsyrekompleks, hvori SMI-sekvensen omfatter minst

én utarmet eller halv-utarmet nukleinsyresekvens, slik at SMI-mål-nukleinsyrekomplekset omfatter

en unik identifikator;

uavhengig amplifisering av hver streng i SMI-mål-nukleinsyrekomplekset, som resulterer i at hver

streng danner et distinkt enda relatert sett med amplifiserte SMI-mål-nukleinsyreprodukter;10

sekvensering av de forsterkede SMI-mål-nukleinsyreproduktene som omfatter den unike

identifikatoren;

sammenlikning av sekvensene av de amplifiserte SMI-mål-nukleinsyreproduktene framskaffet fra

én streng av den dobbelttrådede mål-nukleinsyren med sekvensene av de amplifiserte SMI-mål-

nukleinsyreproduktene framskaffet fra den andre strengen ved den dobbelttrådede mål-15

nukleinsyren, slik at en mutasjon som kun opptrer ved en spesifikk posisjon i én eller flere sekvenser

fra én av trådene identifiseres som en feil som introduseres under amplifisering eller sekvensering.

2. Framgangsmåte ifølge krav 1, hvori det dobbelttrådede mål-nukleinsyremolekylet er et

dobbelttrådet DNA-molekyl eller RNA-molekyl.

3.  Framgangsmåte  ifølge  ett  av  kravene  1  til  2,  omfatter  videre  generering  av  en  feilkorrigert20

dobbelttrådet konsensus-sekvens ved (i) gruppering av de  sekvensierte  SMI-mål-

nukleinsyreproduktene inn i familier med parede mål-nukleinsyretråder basert på et felles sett med

SMI-sekvenser; og (ii) fjerne parede mål-nukleinsyrestrengsekvenser som oppviser én eller flere

nukleotidposisjoner hvor de parede mål-nukleinsyretrådene er i uoverenstemmelse, eller

alternativt fjerne nukleotidposisjoner fra nukleinsyrestrengsekvenser hvor de parede trådene er i25

uoverenstemmelse ved den spesifikke posisjonen.

4. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 3, hvori det dobbelttrådede mål-nukleinsyremolekylet

er et klippet dobbelttrådet DNA eller RNA fragment.

5. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 4, hvori det dobbelttrådede SMI-målnukleinsyre-

komplekset i tillegg omfatter minst to PCR-primer-bindingsseter, minst to sekvenserings-primer-30

bindingsseter, en dobbelttrådet fiksert referansesekvens eller en kombinasjon av samme.
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6. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 5, hvori det dobbelttrådede SMI-målnukleinsyre-

komplekset omfatter en enkelttrådet SMI-sekvens, og fortrinnsvis hvori den utarmede eller halv-

utarmede nukleinsyresekvensen omfatter en første nukleotid-n-mer-sekvens.

7.  Framgangsmåte  ifølge  ett  av  kravene  1  til  6,  hvori  det  dobbelttrådede  SMI-mål-

nukleinsyrekomplekset  omfatter  en SMI-sekvens i  hver  av  dets  tråder,  og  fortrinnsvis  hvori  SMI-5

sekvensen omfatter (i) en første utarmet eller halv-utarmet sekvens og (ii) en andre utarmet eller

halv-utarmet sekvens som er komplementær med den første slike sekvensen.

8. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 7, hvori SMI-sekvensen er generert fra et bibliotek med

individuelle oligonukleotider med kjent sekvens.

9.  Framgangsmåte  ifølge  ett  av  kravene  1  til  8,  hvori  den  utarmede  eller  halv-utarmede10

nukleinsyresekvensen omfatter en første nukleotid-n-mer-sekvens med nukleotidlengde mellom

omtrent 3 og 20.

10. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 9, hvori SMI-adaptor-molekylet omfatter en Y-form,

en U-form eller en kombinasjon av samme.

11. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1-10, hvori det dobbelttrådede SMI-målnukleinsyre-15

komplekset omfatter et SMI-adaptor-molekyl ved hver ende.

12. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 11, hvori hver streng i SMI-målnukleinsyre-komplekset

er forsterket ved PCR.

13. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 1 til 12, hvori SMI-målnukleinsyre-komplekset inkluderer

minst to forskjellige PCR-primer- eller strømcellebindingsseter; og hvori valgfritt SMI-mål-20

nukleinsyrekomplekset i tillegg inkluderer minst to forskjellige sekvenserings-primerbindingsseter.

14. Framgangsmåte ifølge krav 13, hvori det dobbelttrådede SMI-mål-nukleinsyre-komplekset

omfatter et SMI-adaptor-molekyl ved hver ende, og hvori minst ett av SMI-adaptor-molekylene

omfatter en Y-form.
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