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Patentkrav  

 

1.  En fremgangsmåte for å fremstille et sekvenseringsbibliotek for å bestemme 

metyleringsstatusen av nukleinsyrer fra en flerhet av enkeltceller, hvor frem-

gangsmåten omfatter:  5 

(a) å tilveiebringeisolerte kjerner fra en flerhet av celler; 

(b) å underkaste de isolerte kjernene for en kjemisk behandling for å 

generere nukleosom-utarmede kjerner, mens integriteten av de isolerte 

kjernene opprettholdes; 

(c) å distribuere undersett av de nukleosom-utarmede kjernene inn i en 10 

første flerhet av rom som omfatter et transposom-kompleks, hvor 

transposom-komplekset i hvert rom omfatter en første indekssekvens som 

er forskjellig fra første indekssekvenser i de andre rommene; 

(d) å fragmentere nukleinsyrer i undersettene av nukleosom-utarmede 

kjerner inn i en flerhet av nukleinsyrefragmenter og å inkorporere den 15 

første indekssekvensens inn i minst én tråd av nukleinsyrefragmentene for 

å generere indekserte kjerner; 

(e) å kombinere de indekserte kjernene for å generere sammenslåtte 

indekserte kjerner; 

(f) å distribuere undersett av de sammenslåtte indekserte kjernene inn i 20 

en andre flerhet av rom og å underkaste de indekserte kjernene for 

bisulfitt-behandling for å generere bisulfitt-behandlede nukleinsyre-

fragmenter; 

(g) å amplifisere de bisulfitt-behandlede nukleinsyrefragmentene i hvert 

rom ved lineær amplifisering med en flerhet av primere som omfatter en 25 

universell nukleotidsekvens ved 5’-enden og en tilfeldig nukleotidsekvens 

ved 3’-enden for å generere amplifiserte fragment-adapter molekyler; 

(h) å inkorporere en andre indekssekvens inn i de amplifiserte fragment-

adapter molekylene for å generere dual-indeks fragment-adapter 
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molekyler, hvor den andre indekssekvensen i hvert rom er forskjellig fra 

andre indekssekvenser i de andre rommene; og 

(i) å kombinere de dual-indeks fragment-adapter molekylene, for derved å 

produsere et sekvenseringsbibliotek for å bestemme metyleringsstatusen 

av nukleinsyrer fra flerheten av enkeltceller, eventuelt hvor distribusjonen 5 

i trinn (c) og (f) blir utført ved fluorescensaktivert kjernesortering. 

 

2.  Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvor bisulfitt-behandlingen konverterer 

umetylerte cytosinrester av CpG dinukleotider til uracilrester og etterlater 5-

metylcytosinrester  uendret, eller hvor den lineære amplifiseringen av de bisulfitt-10 

behandlede nukleinsyrefragmentene omfatter 1 til 10 sykluser, eller hvor den 

universelle nukleotidsekvensen ved 5’-enden av primerne i trinn (g) omfatter en 

andre sekvenseringsprimersekvens, eller hvor den tilfeldige nukleotidsekvensen 

ved 3’-enden av primerne i trinn (g) består av 9 tilfeldige nukleotider. 

  15 

3.  En fremgangsmåte for å fremstille et sekvenseringsbibliotek for å bestemme 

metyleringsstatusen til nukleinsyrer fra en flerhet av enkeltceller, hvor fremgangs-

måten omfatter: 

(a) å tilveiebringe isolerte kjerner fra en flerhet av celler; 

(b) å underkaste de isolerte kjernene for en kjemisk behandling for å 20 

generere nukleosom-utarmede kjerner, mens integriteten av de isolerte 

kjernene opprettholdes; 

(c) å distribuere undersett av de nukleosom-utarmede kjernene inn i en 

første flerhet av rom som omfatter et transposom-kompleks, hvor 

transposom-komplekset i hvert rom omfatter en første indekssekvens som 25 

er forskjellig fra første indekssekvenser i de andre rommene; 

(d) å fragmentere nukleinsyrer i undersettene av nukleosom-utarmede 

kjerner inn i en flerhet av nukleinsyrefragmenter og å inkorporere den 

første indekssekvensens inn i minst én tråd av nukleinsyrefragmentene for 

å generere indekserte kjerner; 30 
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(e) å kombinere de indekserte kjernene for å generere sammenslåtte 

indekserte kjerner; 

(f) å distribuere undersett av de sammenslåtte indekserte kjernene inn i 

en andre flerhet av rom og å underkaste de indekserte kjernene for 

bisulfitt-behandling for å generere bisulfitt-behandlede nukleinsyre-5 

fragmenter; 

(g) å ligere bisulfitt-behandlede nukleinsyrefragmenter i hvert rom til en 

universell adapter for å generere ligerte fragment-adapter molekyler; 

(h) å inkorporere en andre indekssekvens inn i de ligerte fragment-adapter 

molekylene for å generere dual-indeks fragment-adapter molekyler, hvor 10 

den andre indekssekvensen i hvert rom er forskjellig fra andre 

indekssekvenser i de andre rommene; og 

(i) å kombinere de dual-indeks fragment-adapter molekylene, for derved å 

produsere et sekvenseringsbibliotek for å bestemme metyleringsstatusen 

av nukleinsyrer fra flerheten av enkeltceller, eventuelt hvor distribusjonen 15 

i trinn (c) og (f) blir utført ved fluorescensaktivert kjernesortering. 

 

4.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, hvor den kjemiske behandlingen 

omfatter en behandling med et kaotropt middel som er i stand til å forstyrre 

nukleinsyre-protein-interaksjoner, eventuelt hvor det kaotrope midlet omfatter 20 

litiumdijodsalisylat, eller hvor den kjemiske behandlingen omfatter en behandling 

med en detergent som er i stand til å forstyrre nukleinsyre-protein-interaksjoner, 

eventuelt hvor detergenten omfatter natriumdodecylsulfat  (SDS), videre 

eventuelt hvor cellene er behandlet med et kryssbindingsmiddel før trinn (a), 

videre eventuelt hvor kryssbindingsmidlet er formaldehyd. 25 

 

5.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, hvor undersettene av de 

nukleosom-utarmede kjernene omfatter omtrent samme antall av kjerner, 

eventuelt hvor undersettene av de nukleosom-utarmede kjernene omfatter fra 1 

til rundt 2000 kjerner. 30 
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6. Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, hvor den første flerheten av rom 

er en multi-brønns plate, eventuelt hvor multi-brønns platen er en 96-brønns plate 

eller en 384-brønns plate, eller hvor den andre flerheten av rom er en multi-brønns 

plate, eventuelt hvor multi-brønns platen er en 96-brønns plate eller en 384-

brønns plate. 5 

 

7.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, hvor undersettene av de 

sammenslåtte indekserte kjernene omfatter omtrent samme antall av kjerner, 

eventuelt hvor undersettene av de sammenslåtte indekserte kjernene omfatter fra 

1 til rundt 25 kjerner, eller hvor undersettene av de sammenslåtte indekserte 10 

kjernene inkluderer minst 10 ganger færre kjerner enn undersettene av de 

nukleosom-utarmede kjernene, eventuelt hvor undersettene av de sammenslåtte 

indekserte kjernene inkluderer minst 100 ganger færre kjerner enn undersettene 

av de nukleosom-utarmede kjernene. 

 15 

8.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, hvor hvert av transposom-

kompleksene omfatter transposaser og transposoner, hvor hvert av 

transposonene omfatter en overført tråd, eventuelt hvor den overførte tråden ikke 

omfatter en cytosinrest, videre eventuelt hvor den overførte tråden omfatter den 

første indekssekvensen, videre eventuelt hvor den overførte tråden videre 20 

omfatter en første universell sekvens og en første sekvenseringsprimersekvens. 

 

9.  Fremgangsmåten ifølge krav 3, hvor bisulfitt-behandlingen konverterer 

umetylerte cytosinrester av CpG dinukleotider til uracilrester og etterlater 5-

metylcytosinrester uendret. 25 

 

10.  Fremgangsmåten ifølge krav 3, som videre omfatter å tilsette ett eller flere 

nukleotider til 3’-endene av de bisulfitt-behandlede nukleinsyrefragmentene for å 

skape et 3’-overheng før ligeringen av den universelle adapteren, eventuelt hvor 

tilsettingen av ett eller flere nukleotider blir utført ved å anvende en terminal 30 

transferase, videre eventuelt hvor den universelle adapteren omfatter et overheng 

som er reverst komplementært til 3’-overhenget i de bisulfitt-behandlede nuklein-

syrefragmentene. 

NO/EP3635136



 
 
 
 

EP3635136 

 

 

5 

 

11.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, hvor inkorporeringen av den 

andre indekssekvensen i trinn (h) omfatter å kontakte de dual-indeks fragment-

adapter molekylene i hvert rom med en første universell primer og en andre 

universell primer, hvor hver omfatter en indekssekvens, og å utføre en 5 

eksponentiell amplifikasjonsreaksjon, eventuelt hvor indekssekvensen av den 

første universelle primeren er det reverse komplementet til indekssekvensen av 

den andre universelle primeren, eller hvor indekssekvensen av den første 

universelle primeren er forskjellig fra det reverse komplementet til indeks-

sekvensen av den andre universelle primeren. 10 

 

12.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 11, hvor den første universelle 

primeren videre omfatter en første innfangingssekvens og en første ankersekvens 

komplementær til en universell sekvens ved 3’-enden av de dual-indeks fragment-

adapter molekylene, eventuelt hvor den førte innfangingssekvensen omfatter P5-15 

primersekvensen, eller hvor den andre universelle primeren videre omfatter en 

andre innfangingssekvens og en andre ankersekvens komplementær til en 

universell sekvens ved 5’-enden av de dual-indeks fragment-adapter molekylene, 

eventuelt hvor den andre innfangingssekvensen omfatter det reverse 

komplementet til P7-primersekvensen. 20 

 

13.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 11, hvor den eksponentielle 

amplifikasjons reaksjon omfatter en polymerasekjedereaksjon (PCR), eventuelt 

hvor PCR-en omfatter 15 til 30 sykluser. 

 25 

14.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, som videre omfatter en anrikning 

av målnukleinsyrer ved å anvende en flerhet av innfangingsoligonukleotider som 

har spesifisitet for målnukleinsyrene, eventuelt hvor innfangingsoligonukleotidene 

er immobilisert på en overflate av et fast substrat, eller hvor innfangings-

oligonukleotidene omfatter et første medlem av et universelt bindingspar, og hvor 30 

et andre medlem av bindingsparet er immobilisert på en overflate av et fast 

substrat. 

 

NO/EP3635136



 
 
 
 

EP3635136 

 

 

6 

15.  Fremgangsmåten ifølge krav 1 eller krav 3, som videre omfatter seleksjon 

av de dual-indeks fragment-adapter molekylene som faller innenfor et forhånds-

bestemt størrelsesområde, eller som videre omfatter sekvensering av de dual-

indeks fragment-adapter molekylene for å bestemme metyleringsstatusen til 

nukleinsyrer fra flerheten av enkeltceller. 5 

 

16.  Fremgangsmåten ifølge krav 15 som avhengig av krav 1, som videre 

omfatter: 

å tilveiebringe en overflate som omfatter en flerhet av amplifikasjonsseter, 

hvor amplifikasjonssetene omfatter minst to populasjoner av festede enkelt 10 

trådede nukleinsyrer som har en fri 3’-ende, og 

å kontakte overflaten som omfatter amplifikasjonsseter med 

sekvenseringsbiblioteket under betingelser egnet til å produsere en flerhet 

av amplifikasjonsseter som hver omfatter en klonal populasjon av 

amplikoner fra et individuelt dual-indeks fragment-adapter molekyl, 15 

eventuelt hvor antallet av de dual-indeks fragment-adapter molekylene 

overskrider antallet av amplifikasjonsseter, hvor de dual-indeks fragment-

adapter molekylene har fluidtilgang til amplifikasjonssetene, og hvor hver 

av amplifikasjonssetene omfatter en kapasitet for flere dual-indeks 

fragment-adapter molekyler i sekvenseringsbiblioteket, 20 

eller hvor det å kontakte omfatter simultant (i) å transportere de dual-

indeks fragment-adapter molekylene til amplifikasjonssetene med en 

gjennomsnittlig transporthastighet, og (ii) å amplifisere de dual-indeks 

fragment-adapter molekylene som er ved amplifikasjonssetene med en 

gjennomsnittlig amplifikasjonshastighet, hvor den gjennomsnittlige 25 

amplifikasjonshastigheten overstiger den gjennomsnittlige transport-

hastigheten. 

 

17.  Fremgangsmåten ifølge krav 15 som avhengig av krav 3, som videre 

omfatter: 30 
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å tilveiebringe en overflate som omfatter en flerhet av amplifikasjonsseter, 

hvor amplifikasjonssetene omfatter minst to populasjoner av festede enkelt 

trådede nukleinsyrer som har en fri 3’-ende, og 

å kontakte overflaten som omfatter amplifikasjonsseter med 

sekvenseringsbiblioteket under betingelser egnet til å produsere en flerhet 5 

av amplifikasjonsseter som hver omfatter en klonal populasjon av 

amplikoner fra et individuelt dual-indeks fragment-adapter molekyl, 

eventuelt hvor antallet av de dual-indeks fragment-adapter molekylene 

overskrider antallet av amplifikasjonsseter, hvor de dual-indeks fragment-

adapter molekylene har fluidtilgang til amplifikasjonssetene, og hvor hver 10 

av amplifikasjonssetene omfatter en kapasitet for flere dual-indeks 

fragment-adapter molekyler i sekvenseringsbiblioteket, eller hvor det å 

kontakte omfatter simultant (i) å transportere de dual-indeks fragment-

adapter molekylene til amplifikasjonssetene med en gjennomsnittlig 

transporthastighet, og (ii) å amplifisere de dual-indeks fragment-adapter 15 

molekylene som er ved amplifikasjonssetene med en gjennomsnittlig 

amplifikasjonshastighet, hvor den gjennomsnittlige amplifikasjons-

hastigheten overstiger den gjennomsnittlige transporthastigheten. 
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