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PATENTKRAV

1. Fremgangsmate for & fremstille et sekvenseringsbibliotek for &
bestemme metyleringsstatusen til nukleinsyrer fra en flerhet av enkeltceller, idet

fremgangsmaten omfatter a:
(a) tilveiebringe isolerte cellekjerner fra en flerhet av celler;

(b) utsette de isolerte kjernene for en kjemisk behandling for a generere
nukleosom-tomme kjerner, og samtidig opprettholde integriteten til de isolerte

kiernene;

(c) fordele undersett av de nukleosom-tomme kjernene i en farste flerhet av
kammere som omfatter et transposomkompleks, hvor transposomkomplekset i hvert
kammer omfatter en farste indekssekvens som er forskjellig fra forste

indekssekvenser i de andre kammerne;

(d) fragmentere nukleinsyrer i undersettene av nukleosom-tomme kjerner til
en flerhet av nukleinsyrefragmenter og inkorporere de fgrste indekssekvensene i

minst én trad av nukleinsyrefragmentene for & generere indekserte kjerner;

(e) kombinere de indekserte kjernene for & generere sammenslatte
indekserte kjerner;

() fordele undersett av de sammenslatte indekserte kjernene i en andre
flerhet av kammere og utsette de indekserte kjernene for behandling for &
identifisere metylerte nukleotider og for a generere behandlede

nukleinsyrefragmenter, valgfritt hvor behandlingen omfatter bisulfitt eller hydrazin;

(9) amplifisere de behandlede nukleinsyrefragmentene i hvert kammer ved
lineaer amplifisering med en flerhet av primere som omfatter en universell
nukleotidsekvens i 5'-enden og en tilfeldig nukleotidsekvens i 3'-enden for a

generere amplifiserte fragment-adaptermolekyler;

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

adaptermolekylene for & generere fragment-adaptermolekyler med dobbelindeks,
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hvor den andre indekssekvensen i hvert kammer er forskjellig fra andre

indekssekvenser i de andre kammerne; og

(i) kombinere fragment-adaptermolekylene med dobbelindeks, og derved
fremstille et sekvenseringsbibliotek for & bestemme metyleringsstatusen til
nukleinsyrer fra flerheten av enkeltceller, valgfritt hvor fordelingen i trinn (c) og (f)

utfares ved fluorescensaktivert kjernesortering.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor behandlingen identifiserer metylerte
CpG-dinukleotidsekvenser, eller hvor den lineaere amplifiseringen av de
behandlede nukleinsyrefragmentene omfatter 1 til 10 sykluser, eller hvor den
universelle nukleotidsekvensen i 5'-enden av primerne i trinn (g) omfatter en
andre sekvenseringsprimersekvens, eller hvor den tilfeldige nukleotidsekvensen i

3'-enden av primerne i trinn (g) bestar av 9 tilfeldige nukleotider.

3. Fremgangsmate for & fremstille et sekvenseringsbibliotek for &
bestemme metyleringsstatusen til nukleinsyrer fra en flerhet av enkeltceller, idet

fremgangsmaten omfatter a:
(a) tilveiebringe isolerte cellekjerner fra en flerhet av celler;

(b) utsette de isolerte kjernene for en kjemisk behandling for & generere
nukleosom-tomme kjerner, og samtidig opprettholde integriteten til de isolerte

kjernene;

(c) fordele undersett av de nukleosom-tomme kjernene i en farste flerhet av
kammere som omfatter et transposomkompleks, hvor transposomkomplekset i hvert
kammer omfatter en fgrste indekssekvens som er forskjellig fra fgrste

indekssekvenser i de andre kammerne;

(d) fragmentere nukleinsyrer i undersettene av nukleosom-tomme kjerner til
en flerhet av nukleinsyrefragmenter og inkorporere de farste indekssekvensene i

minst én trdd av nukleinsyrefragmentene for & generere indekserte kjerner;

(e) kombinere de indekserte kjernene for & generere sammenslatte

indekserte kjerner;
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() fordele undersett av de sammenslatte indekserte kjernene i en andre
flerhet av kammere og utsette de indekserte kjernene for behandling for a
identifisere metylerte nukleotider og for & generere behandlede

nukleinsyrefragmenter, valgfritt hvor behandlingen omfatter bisulfitt eller hydrazin;

(9) ligere de behandlede nukleinsyrefragmentene i hvert kammer til en

universell adapter for & generere ligerte fragment-adaptermolekyler;

(h) inkorporere en andre indekssekvens i de ligerte fragment-
adaptermolekylene for a generere fragment-adaptermolekyler med dobbelindeks,
hvor den andre indekssekvensen i hvert kammer er forskjellig fra andre

indekssekvenser i de andre kammerne; og

(i) kombinere fragment-adaptermolekylene med dobbelindeks, og derved
fremstille et sekvenseringsbibliotek for & bestemme metyleringsstatusen til
nukleinsyrer fra flerheten av enkeltceller, valgfritt hvor fordelingen i trinn (c) og (f)

utferes ved fluorescensaktivert kjernesortering.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, hvor den kjemiske
behandlingen omfatter en behandling med et kaotropisk middel som er i stand til &
forstyrre nukleinsyre-protein-interaksjoner, valgfritt hvor det kaotropiske middelet
omfatter litiumdijodsalisylat, eller hvor den kjemiske behandlingen omfatter en
behandling med et vaskemiddel som er i stand til a forstyrre nukleinsyre-protein-
interaksjoner, valgfritt hvor vaskemiddelet omfatter natriumdodecylsulfat (SDS),
ytterligere valgfritt hvor cellene behandles med et kryssbindende middel far trinn

(a), ytterligere valgfritt hvor det kryssbindende middelet er formaldehyd

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, hvor undersettene av
nukleosom-tomme kjerner omfatter omtrent like antall kjerner, valgfritt hvor

undersettene av nukleosom-tomme kjerner omfatter fra 1 til ca. 2000 kjerner.

6. Fremgangsmaten ifalge krav 1 eller krav 3, hvor den farste flerheten av
kammere er en flerbrennsplate, valgfritt hvor flerbrgnnsplaten er en 96-
brennsplate eller en 384-brennsplate, eller hvor den andre flerheten av kammere
er en flerbrgnnsplate, valgfritt hvor flerbrannsplaten er en 96-brgnnsplate eller en

384-brgnnsplate.
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7. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, hvor undersettene av de
sammenslatte indekserte kjernene omfatter omtrent like antall kjerner, valgfritt hvor
undersettene av de sammenslatte indekserte kjernene omfatter fra 1 til ca. 25
kjerner, eller hvor undersettene av de sammenslatte indekserte kjernene omfatter
minst 10 ganger faerre kjerner enn undersettene av de nukleosom-tomme kjernene,
valgfritt hvor undersettene av de sammenslatte indekserte kjernene omfatter minst

100 ganger feerre kjerner enn undersettene av de nukleosom-tomme kjernene.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, hvor hvert av
transposomkompleksene omfatter transposaser og transposoner, idet hvert av
transposonene omfatter en overfart trad, valgfritt hvor den overfarte traden ikke
omfatter en cytosinrest, ytterligere valgfritt hvor den overfgrte traden omfatter
den farste indekssekvensen, ytterligere valgfritt hvor den overfgrte traden videre

omfatter en fgrste universell sekvens og en fgrste sekvenseringsprimersekvens.

9. Fremgangsmaten ifglge krav 3, hvor behandlingen identifiserer metylerte

CpG-dinukleotidsekvenser.

10. Fremgangsmaten ifelge krav 3, videre omfattende a tilsette én eller flere
nukleotider til 3'-endene av de behandlede nukleinsyrefragmentene for a skape et
3'-overheng for ligeringen av den universelle adapteren, valgfritt hvor tilsetningen
av én eller flere nukleotider utfgres ved hjelp av en terminal transferase, ytterligere
valgfritt hvor den universelle adapteren omfatter et overheng som er omvendt

komplementeert til 3'-overhenget i de behandlede nukleinsyrefragmentene.

11. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, hvor inkorporeringen av den
andre indekssekvensen i trinn (h) omfatter a bringe fragment-adaptermolekylene
med dobbelindeks i hvert kammer i kontakt med en farste universell primer og en
andre universell primer, som hver omfatter en indekssekvens, og a utfgre en
eksponentiell amplifiseringsreaksjon, valgfritt hvor indekssekvensen til den fgrste
universelle primeren er det omvendte komplementet til indekssekvensen til den
andre universelle primeren, eller hvor indekssekvensen til den fgrste universelle
primeren er forskjellig fra det omvendte komplementet til indekssekvensen til den

andre universelle primeren.
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12. Fremgangsmaten ifelge krav 1 eller krav 11, hvor den fgrste universelle
primeren videre omfatter en fgrste innfangingssekvens og en fgrste ankersekvens
som er komplementeer til en universell sekvens i 3'-enden av fragment-
adaptermolekylene med dobbelindeks, valgfritt hvor den fagrste innfangingssekvensen
omfatter P5-primersekvensen, eller hvor den andre universelle primeren videre
omfatter en andre innfangingssekvens og en andre ankersekvens som er
komplementeer til en universell sekvens i 5'-enden av fragment-adaptermolekylene
med dobbelindeks, valgfritt hvor den andre innfangingssekvensen omfatter det

omvendte komplementet til P7-primersekvensen.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 11, hvor den eksponentielle
amplifiseringsreaksjonen omfatter en polymerasekjedereaksjon (PCR), valgfritt
hvor PCR-en omfatter 15 til 30 sykluser.

14. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, som videre omfatter en
anrikning av malnukleinsyrer ved bruk av en flerhet av
innfangingsoligonukleotider som har spesifisitet for malnukleinsyrene, valgfritt
hvor innfangingsoligonukleotidene er immobilisert pa en overflate av et fast
substrat, eller hvor innfangingsoligonukleotidene omfatter et farste medlem av et
universelt bindingspar, og hvor et andre medlem av bindingsparet er immobilisert

pa en overflate av et fast substrat.

15. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller krav 3, som videre omfatter valg av
fragment-adaptermolekylene med dobbelindeks som faller innenfor et
forhandsbestemt stgrrelsesomrade, eller videre omfatter sekvensering av
fragment-adaptermolekylene med dobbelindeks for & bestemme

metyleringsstatusen til nukleinsyrer fra flerheten av enkeltceller.
16. Fremgangsmaten ifglge krav 15, videre omfattende:

a tilveiebringe en overflate som omfatter en flerhet av
amplifiseringssteder, hvor amplifiseringsstedene omfatter minst to populasjoner

av festede enkelttradede nukleinsyrer som har en fri 3'-ende, og

a bringe overflaten omfattende amplifiseringssteder i kontakt med

sekvenseringsbiblioteket under betingelser som er egnet til a produsere en flerhet av
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amplifiseringssteder som hvert omfatter en klonal populasjon av amplikoner fra et
individuelt fragment-adaptermolekyl med dobbelindeks, valgfritt hvor antallet
fragment-adaptermolekyler med dobbelindeks overstiger antallet amplifiseringssteder,
hvor fragment-adaptermolekylene med dobbelindeks har fluidisk tilgang til
amplifiseringsstedene, og hvor hvert av amplifiseringsstedene omfatter en kapasitet

for flere fragment-adaptermolekyler med dobbelindeks i sekvenseringsbiblioteket,

eller hvor a bringe i kontakt omfatter samtidig (i) transport av fragment-
adaptermolekylene med dobbelindeks til amplifiseringsstedene ved en
gjennomsnittlig transporthastighet, og (ii) amplifisering av fragment-
adaptermolekylene med dobbelindeks som er pa amplifiseringsstedene ved en
giennomsnittlig amplifiseringshastighet, hvor den gjennomsnittlige

amplifiseringshastigheten overstiger den gjennomsnittlige transporthastigheten.

17. Sammensetning som omfatter undersett av nukleosom-tomme kjerner
som omfatter nukleinsyrefragmenter som omfatter en fgrste indekssekvens, og
behandlet for a identifisere metylerte nukleotider, hvor den fgrste indekssekvensen

er forskjellig for hvert av undersettene av nukleosom-tomme kjerner.

18. Sammensetningen ifglge krav 17, hvor nukleinsyrefragmentene omfatter

metyleringsstatusavhengig kjemisk modifisering av CpG-sekvenser.

19. Sammensetningen ifglge krav 17, hvor nukleinsyrefragmentene videre

omfatter en universell sekvens og/eller en fgrste sekvenseringsprimersekvens.

20. Sammensetningen ifglge hvilket som helst av kravene 17-19, hvor den forste
indeksen, den universelle sekvensen og/eller den farste

sekvenseringsprimersekvensen er cytosin-tom.
21. Sammensetningen ifglge krav 17, videre omfattende transposomkomplekser.

22. Sekvenseringsbiblioteket fremstilt ved fremgangsmaten ifglge krav 1 eller

krav 3.
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