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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av et sekvenseringsbibliotek omfattende nukleinsyrer
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fra en flerhet av enkeltcellekjerner eller enkeltceller, idet fremgangsmaten omfatter:

(a) Aatilveiebringe en flerhet av cellekjerner eller celler i en fgrste flerhet av seksjoner,
hvor hver seksjon omfatter en delmengde av cellekjerner eller celler;

(b) & merke ny-syntetisert RNA i delmengdene av celler eller cellekjerner oppnadd
fra cellene;

(c) & prosessere RNA-molekyler i hver delmengde av cellekjerner eller celler for &
generere indekserte cellekjerner eller celler,
hvor prosesseringen omfatter a tilfgye til RNA-nukleinsyrene som er til stede i
hver delmengde av cellekjerner eller celler, en fgrste seksjonsspesifikk
indekssekvens for & resultere i indekserte nukleinsyrer som er til stede i
indekserte cellekjerner eller celler,
hvor prosesseringen omfatter ligasjon, primerforlengelse, hybridisering eller
amplifikasjon; og

(d) & kombinere de indekserte cellekjerner eller celler for & generere sammenslatte

indekserte cellekjerner eller celler.

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor prosesseringen omfatter:
a bringe delmengder med revers transkriptase i kontakt med en primer som annealer il
RNA-nukleinsyrer, hvilket resulterer i dobbeltstrengede nukleinsyrer som omfatter

primeren og den tilsvarende DNA-nukleotidsekvens av RNA-molekylene.

Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor primeren omfatter en poly-T-nukleotidsekvens som

annealer til en mRNA poly(A)-hale.

Fremgangsmate ifalge krav 3, hvor prosesseringen videre omfatter a bringe
delmengder i kontakt med en andre primer, hvor den andre primer omfatter en sekvens
som annealer til en forutbestemt DNA-nukleinsyre; og valgfritt

hvor den andre primer omfatter en seksjonsspesifikk indeks.

Fremgangsmate ifalge krav 2, hvor primeren omfatter en sekvens som annealer til en
forutbestemt RNA-nukleinsyre, hvor fremgangsmaten omfatter primere i forskjellige
seksjoner som annealer til forskjellige nukleotider av den samme forutbestemte RNA-

nukleinsyre.

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor prosesseringen for & tilfaye den farste
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seksjonsspesifikke indekssekvens omfatter en totrinnsprosess av a tilfgye en
nukleinsekvens som omfatter en universalsekvens, til RNA-nukleinsyrene for &
resultere i nukleinsyrer som omfatter universalsekvensen, og deretter 4 tilfeye den
forste seksjonsspesifikke indekssekvens til nukleinsyrene som omfatter

universalsekvensen.

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor allerede eksisterende RNA-nukleinsyrer og ny-

syntetiserte RNA-nukleinsyrer merkes med den samme indeks i den samme seksjon.

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor merkingen omfatter & inkubere flerheten av
cellekjerner eller celler i en sammensetning som omfatter et nukleotidmerke, hvor

nukleotidmerket inkorporeres i det ny-syntetiserte RNA.

Fremgangsmate ifglge krav 1, som videre omfatter & eksponere delmengder av
cellekjerner eller celler for en forutbestemt tilstand fgr merkingen, hvor den
forutbestemte tilstand fortrinnsvis omfatter eksponering for et middel som omfatter et
protein, et ikke-ribosomalt protein, et polyketid, et organisk molekyl, et uorganisk
molekyl, et RNA- eller RNAi-molekyl, et karbohydrat, et glykoprotein, en nukleinsyre
eller en kombinasjon derav; men mest foretrukket omfatter middelet et terapeutisk

medikament.

Fremgangsmate ifglge krav 9, hvor den forutbestemte tilstand av to eller flere seksjoner
er forskjellig nar fremgangsmaten omfatter & eksponere delmengder av cellekjerner

eller celler for en forutbestemt tilstand fer merkingen.

Fremgangsmate ifglge krav 1, som videre omfatter:

a fordele delmengder av de sammenslatte indekserte cellekjerner eller celler pa en
andre flerhet av seksjoner, og a tilfgye til indekserte nukleinsyrer som er til stede i
delmengder av cellekjerner eller celler, en andre indekssekvens for & generere dobbelt
indekserte cellekjerner eller celler omfattende dobbelt indekserte
nukleinsyrefragmenter, hvor tilfayelsen omfatter ligasjon, primerforlengelse,
hybridisering, amplifikasjon eller transposisjon;

& kombinere de dobbelt indekserte cellekjerner eller celler for & generere sammensilatte

dobbelt indekserte cellekjerner eller celler.

Fremgangsmate ifaglge krav 11, som videre omfatter:
a fordele delmengder av de sammenslatte dobbelt indekserte cellekjerner eller celler pa

en tredje flerhet av seksjoner, og & tilfaye til indekserte nukleinsyrer som er til stede i
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delmengder av cellekjerner eller celler, en tredje indekssekvens for & generere trippelt
indekserte cellekjerner eller celler omfattende trippelt indekserte nukleinsyrefragmenter,
hvor tilfgyelsen omfatter ligasjon, hybridisering, primerforlengelse, amplifikasjon eller
transposisjon;

& kombinere de trippelt indekserte cellekjerner eller celler for & generere sammensilatte

trippelt indekserte cellekjerner eller celler.

Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor tilfgyelsen omfatter ligasjon av den forste
seksjonsspesifikke indekssekvens, videre omfattende & tilfgye en andre indekssekvens
for & generere dobbelt indekserte cellekjerner eller celler omfattende dobbelt indekserte

nukleinsyrefragmenter, hvor tilfayelsen omfatter transposisjon.

Fremgangsmate ifglge krav 11, hvor tilfgyelsen omfatter ligasjon av den andre
seksjonsspesifikke indekssekvens, videre omfattende 4 tilfeye en tredje indekssekvens
for & generere dobbelt indekserte cellekjerner eller celler omfattende trippelt indekserte

nukleinsyrefragmenter, hvor tilfayelsen omfatter transposisjon.

Fremgangsmate ifalge krav 1, som videre omfatter & oppna de indekserte nukleinsyrer
fra de sammenslatte indekserte cellekjerner eller celler, idet det derved produseres et

sekvenseringsbibliotek fra flerheten av cellekjerner eller celler.

Fremgangsmate ifglge krav 11, som videre omfatter & oppna de dobbelt indekserte
nukleinsyrer fra de sammenslatte dobbelt indekserte cellekjerner eller celler, idet det

derved produseres et sekvenseringsbibliotek fra flerheten av cellekjerner eller celler.

Fremgangsmate ifglge krav 12, som videre omfatter & oppna de trippelt indekserte
nukleinsyrer fra de sammenslatte trippelt indekserte cellekjerner eller celler, idet det

derved produseres et sekvenseringsbibliotek fra flerheten av cellekjerner eller celler.

Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor primeren omfatter en sekvens som annealer til en
forutbestemt RNA-nukleinsyre, og fortrinnsvis hvor den forutbestemte RNA-nukleinsyre
er et mRNA.

Fremgangsmate ifglge krav 2, hvor primeren omfatter en template-switch-primer.
Fremgangsmate ifglge krav 8, hvor nukleotidmerket omfatter en nukleotidanalog, et

haptenmerket nukleotid, et mutagent nukleotid eller et nukleotid som kan modifiseres

ved en kjemisk reaksjon.
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Fremgangsmate ifglge krav 8, hvor mer enn ett nukleotidmerke inkorporeres i det ny-
syntetiserte RNA, og forholdet av nukleotidmerke eller -merker fortrinnsvis er forskjellig

for forskjellige seksjoner eller tidspunkter.

Fremgangsmate ifglge krav 9, hvor eksponeringen og merkingen finner sted pad samme

tid eller eksponeringen finner sted far merkingen.
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