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Patentkrav

1. Fremgangsmate for analyse av enkeltceller, omfattende:
(a) a tilveiebringe en flerhet av partisjoner, hvor en gitt partisjon av flerheten
av partisjoner omfatter komponenter av en celle, en flerhet av
strekkodemolekyler som er koblet til et bead, og en flerhet av analytter,
omfattende:
(i) en farste analytt, som er: (a) en messenger-ribonukleinsyre med en
nukleinsyresekvens eller et komplement derav, som koder for i det minste en
del av en V(D)J-sekvens av en immuncellereseptor; eller (b) et cDNA-molekyl
som omfatter en nukleinsyresekvens eller et komplement derav som koder
for i det minste en del av en V(D)J-sekvens av en immuncellereseptor, hvor
cDNA-et genereres fra revers transkripsjon av det tilsvarende mRNA under
anvendelse av en poly-T-holdig primer;
(ii) en andre analytt, som er et markeringsmiddel som er i stand til kobling til
et celleoverflatetrekk, som er en reseptor, hvor markeringsmiddelet omfatter
et MHC, innbefattende fullstendige eller partielle MHC-peptider, koblet til et
oligonukleotid som omfatter en strekkodesekvens som identifiserer den
assosierte MHC;

hvor flerheten av strekkodemolekyler omfatter:
(i) et forste individuelt strekkodemolekyl, som omfatter en forste
nukleinsyrestrekkodesekvens, og er i stand til kobling til den fgrste analytt;
og
(i) et andre individuelt strekkodemolekyl, som omfatter en
nukleinsyrestrekkodesekvens, og er i stand til kobling til den andre analytt;
og
(b) som bulk eller i den gitte partisjon,
(i) @ koble det farste individuelle strekkodemolekyl til den fgrste analytt og
syntetisere et farste nukleinsyremolekyl som omfatter i det minste en del av
den fagrste nukleinsyre-strekkodesekvens eller et komplement derav og en

sekvens av den farste analytt eller et komplement derav; og
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(ii) a4 koble det andre individuelle strekkodemolekyl til den andre analytt og
syntetisere et andre nukleinsyremolekyl som omfatter i det minste en del av
den andre nukleinsyre-strekkodesekvens eller et komplement derav og en
sekvens av den andre analytt eller et komplement derav; og

(c) & utsette det farste nukleinsyremolekyl og det andre nukleinsyremolekyl,
eller et derivat av det fegrste nukleinsyremolekyl og/eller det andre
nukleinsyremolekyl, for sekvensering for a karakterisere den fgrste analytt

og/eller den andre analytt.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, som videre omfatter & fjerne det forste
nukleinsyremolekyl og det andre nukleinsyremolekyl eller et derivat av det farste

nukleinsyremolekyl eller det andre nukleinsyremolekyl fra den gitte partisjon.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvor MHC-et er en MHC-peptid-
multimer eller et MHC-peptid.

4. Fremgangsmate ifglge krav 3, hvor MHC-multimeren velges fra gruppen
bestdende av en MHC-tetramer, en MHC-pentamer og et MHC-dekorert

dekstranmolekyl.

5. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-4, hvor cellen er en

immuncelle.

6. Celle ifglge krav 5, hvor immuncellen er en T-celle.
7. Fremgangsmate ifelge krav 6, hvor T-cellen velges fra gruppen bestaende av
cytotoksiske T-celler, naturlige Kkiller-T-celler, regulatoriske T-celler og T-

hjelperceller.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvor det forste

individuelle strekkodemolekyl og/eller det andre individuelle strekkodemolekyl
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omfatter en unik  molekylaer identifikasjonssekvens  (UMI-sekvens).

9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-8, hvor den fgrste analytt
er et cDNA-molekyl som omfatter en nukleinsyresekvens eller et komplement derav
som koder for i det minste en del av en V(D)J-sekvens av en immuncellereseptor,
hvor cDNA-et genereres fra revers transkripsjon av det tilsvarende mRNA under

anvendelse av en poly-T-holdig primer.

10. Fremgangsmate ifglge krav 9, hvor det fgrste individuelle strekkodemolekyl

omfatter en switch-oligo.

11. Fremgangsmate ifelge et hvilket som helst av kravene 1-8, hvor den farste
analytt er en messenger-ribonukleinsyre med en nukleinsyresekvens eller et
komplement som koder for i det minste en del av en V(D)J-sekvens av en

immuncellereseptor.

12. Fremgangsmate ifglge krav 11, hvor fremgangsmaten videre omfatter &
generere cDNA fra revers transkripsjon av messenger-ribonukleinsyren under

anvendelse av template-switching.

13. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-12, hvor den gitte

partisjon videre omfatter en lyseringsreagens.

14. Anvendelse av fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-13 for
a sette sammen TCR-sekvenser og kvantifisere antallet av MHC-peptid-strekkoder

som er assosiert med hver celle.
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