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Patentkrav

1. Fremgangsmate for & identifisere lokasjon og/eller forekomst av en analytt i en
biologisk preve, fremgangsmaten omfattende:

(a) @ registrere en celluleer aktivitet og/eller en intracelluleer genuttrykking av en
nukleinsyre i den biologiske prgven, hvori den biologiske prgven lokaliseres i et
perfusjonskammer av et mangfold av perfusjonskamre, hvori perfusjonskammeret
omfatter et substrat og en pakning;

(b) & bringe den biologiske prgven i kontakt med substratet omfattende et mangfold av
fangstprober, hvori en fangstprobe av mangfoldet av fangstprobene omfatter (i) en romlig
strekkode og (ii) et fangstdomene som binder spesifikt til en sekvens til stede i analytten;
(c) 8 forlenge fangstproben ved & anvende analytten som er spesifikt bundet til
fangstdomenet som en mal, for derved 8 generere en forlenget fangstprobe;

(d) & amplifisere den forlengede fangstproben for & fremstille et mangfold av forlengede
fangstprober; og

(e) 8 bestemme (i) hele sekvensen til den romlige strekkoden, eller et komplement derav,
og (ii) hele eller en del av sekvensen til analytten, eller et komplement derav, og & anvende
de bestemte sekvensene til (i) og (ii) til & identifisere lokasjonen og/eller forekomsten av
analytten i den biologiske prgven;

hvori fremgangsmaten videre omfatter:

& montere pakningen pa substratet,

hvori substratet omfatter et mangfold av substratregioner, hvori en substratregion av
mangfoldet av substratregioner omfatter fangstproben omfattende (i) den romlige
strekkoden og (ii) fangstdomenet som binder spesifikt til sekvensen til stede i analytten,

hvori pakningen omfatter henholdsvis (i) et mangfold av &pninger som tilsvarer
mangfoldet av substratregioner, henholdsvis (ii) et mangfold av inngangskanaler som er
lett koblet til mangfoldet av &pninger og henholdsvis (iii) et mangfold av utgangskanaler
som er lett koblet til mangfoldet av pninger, og

hvori mangfoldet av dpninger i pakningen innrettes med mangfoldet av substratregioner
av substratet ndr pakningen er montert pd substratet; og & montere et deksel pd
pakningen for a8 definere et mangfold av perfusjonskamre,

hvori dekselet inkluderer et innlgp og et utlgp, innlgpet er lett koblet til mangfoldet av
inngangskanaler nar dekselet er montert pa pakningen, utlgpet er lett koblet til mangfoldet
av utgangskanaler nar dekselet er montert pa pakningen, og

hvori mangfoldet av perfusjonskamre er definert av (i) mangfoldet av substratregioner av
substratet, (ii) mangfoldet av apninger i pakningen som er montert pa substratet, og (iii)

dekselet som er montert pa pakningen.
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2. Fremgangsmaten ifslge krav 1, hvori monteringen av pakningen p& substratet og
monteringen av dekselet p@ pakningen for & definere mangfoldet av perfusjonskamre
forekommer fgr registreringen av den cellulaere aktiviteten eller registreringen av det
intracellulzere genuttrykket, og/eller

hvori fremgangsmaten videre omfatter & perfusere en testforbindelse gjennom
perfusjonskammeret fgr registreringstrinnet eller i det vesentlige samtidig som

omkodingstrinnet, fortrinnsvis hvori testforbindelsen er et legemiddel.

3. Fremgangsmaten ifglge krav 1 eller 2, hvori substratet er et dekkglass omfattende
plast, metall eller glass; og/eller

hvori fangstproben festes til substratet via en koblingsgruppe, eventuelt hvori
koblingsgruppen er en amidgruppe; og/eller

hvori substratet omfatter en referansemarkgr.

4. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3, videre omfattende 3

dyrke den biologiske prgven i perfusjonskammeret f@r registreringstrinnet.

5. Fremgangsmaten ifslge krav 4, hvori den biologiske prgven dyrkes i et
kulturmedium for @ opprettholde dens levedyktighet, hvori kulturmediet erstattes ved et
passende intervall manuelt eller automatisk, og/eller hvori den biologiske prgven dyrkes
statisk;

eventuelt hvori kulturmediet suppleres med oksygen og/eller hvori kulturmediet omfatter
en blokkerende reagens eller hvori den biologiske prgven behandles med

blokkeringsreagensen.

6. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-5, hvori den cellulzere
aktiviteten omfatter proteinaktivitet, fosforyleringsaktivitet, G-proteinkoplet
reseptorrelatert aktivitet, ionekanalaktivitet, ligandreseptorbindingsaktivitet, nevral
aktivitet, proteinsyntese, proteinuttrykking og lokalisering, forbigdende optisk aktivitet,
celle-til-celle interaksjoner, cellulaer morfologi eller kombinasjoner derav; og/eller

hvori registreringen omfatter optisk registrering, eventuelt hvori den optiske
registreringen omfatter & bringe den biologiske prgven i kontakt med et kjemisk fargestoff,
hvori det kjemiske fargestoffet er et spenningsfglsomt fargestoff, et pH-fglsomt fargestoff,
et temperaturfglsomt fargestoff, et lysfglsomt fargestoff, et oksygenfglsomt fargestoff,
eller et metallfglsomt fargestoff, fortrinnsvis hvori det metallfglsomme fargestoffet er et
kalsiumfglsomt fargestoff, eller

hvori den optiske registreringen omfatter merking av den biologiske prgven med en

indikator, hvori indikatoren er en genetisk kodet indikator, hvori den genetisk kodede
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indikatoren er en genetisk kodet nevral aktivitetsindikator, en genetisk kodet
spenningsindikator (GEVI) eller en genetisk kodet kalsiumindikator (GECI eller GCaMP),
og eventuelt

hvori det kjemiske fargestoffet eller indikatoren videre omfatter en fluorofor; og/eller
hvori den optiske registreringen oppnds ved in situ-hybridisering eller
fluorescensresonansenergioverfgring (FRET); og/eller

hvori den optiske registreringen omfatter hybridisering av et mangfold av optisk merkede
prober til (a) et protein, et lipid, en nukleinsyre eller en kombinasjon derav assosiert med
den cellulzere aktiviteten; eller (b) nukleinsyren assosiert med den intracellulzere
genuttrykkingen, eventuelt hvori en optisk merket probe av mangfoldet er en
peptidnukleinsyre (PNA)-probe merket med en fluorofor, fortrinnsvis hvori PNA-proben er
minst 10 nukleinsyrer, minst 15 nukleinsyrer, minst 20 nukleinsyrer, minst 25
nukleinsyrer, minst 30 nukleinsyrer eller lenger; og/eller

hvori den optiske registreringen utfgres ved anvendelse av fluorescerende

tidsforlgpsmikroskopi.

7. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvori den biologiske
prgven er en vevsprgve, hvori vevsprgven er en levende vevsdel, en organoid prgve eller
en sfaeroid kulturprgve; eventuelt

hvori organoidprgven omfatter normale organoider og/eller kreftorganoider, og/eller
hvori organoidprgven omfatter intestinale organoider, leverorganoider, pulmonale
organoider og/eller nevrale organoider; og/eller

hvori den organoide prgven stammer fra et sykdomspavirket vev, et normalt vev, en
sykdomspavirket celle, en normal celle, en differensiert celle og/eller stamceller,
eventuelt hvori det sykdomspavirkede vevet er et kreftvev,

eventuelt hvori den sykdomspavirkede cellen er en kreftcelle,

eventuelt hvori den differensierte cellen er en somatisk celle,

eventuelt hvori stamcellen velges fra en embryonal stamcelle, en indusert pluripotent

stamcelle eller en somatisk stamcelle.

8. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvori den biologiske
prgven er en cellekulturprgve, eventuelt hvori cellekulturprgven er en primaer

cellekulturprgve omfattende individuelle celler som isoleres fra et friskt vev.

9. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-8, hvori fangstdomenet

til fangstproben blokkeres av en blokkerende probe, fortrinnsvis fgr kontakttrinnet.
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10. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-9, hvori den biologiske
prgven omfatter et mangfold av levende celler, og de levende cellene farges med
immunfluorescens fgr registreringstrinnet; og/eller

hvori den biologiske prgven farges ved anvendelse av et detekterbart merke, hvori det
detekterbare merket er Can-Grunwald, Giemsa, hematoksylin og eosin (H&E), Jenner's,
Leishman, Massons trikrom, Papanicolaou, Romanowsky, sglv, Sudan, Wright's og/eller
Periodic Acid Schiff (PAS); og/eller

hvori den biologiske prgven avbildes, eventuelt hvori den biologiske prgven avbildes ved
anvendelse av lysfeltavbildning; og/eller

hvori den biologiske prgven permeabiliseres med et permeabiliseringsmiddel valgt fra et
organisk lgsningsmiddel, et tverrbindingsmiddel, en detergent og et enzym, eller en
kombinasjon derav, fortrinnsvis etter registreringstrinnet; og/eller

hvori den biologiske prgven fikseres med etanol, metanol, aceton, formaldehyd,
paraformaldehyd-Triton, glutaraldehyd, eller kombinasjoner derav, eventuelt hvori
formaldehydet er 2 % formaldehyd; fortrinnsvis etter & ha vaert brakt i kontakt med den
biologiske prgven med substratet, eller etter dyrking av den biologiske prgven p3

substratet.

11. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1-10, hvori
forlengelsestrinnet omfatter a forlenge fangstproben ved 3'-enden; og/eller
hvori  forlengelsestrinnet benytter en revers transkriptase; og/eller hvori

forlengelsestrinnet benytter fluorescensmerkede nukleotider.

12. Fremgangsmaten ifglge et hvilket som helst av kravene 1-11, hvori den biologiske
prgven fjernes etter amplifiseringstrinnet; eventuelt hvori den biologiske prgven fjernes

enzymatisk etter amplifiseringstrinnet.

13. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1-12, hvori
amplifiseringstrinnet omfatter amplifisering av (i) hele eller en del av sekvensen til
analytten bundet til fangstdomenet, eller et komplement derav, og (ii) hele sekvensen til
den romlige strekkoden, eller et komplement derav; eventuelt

hvori amplifiseringstrinnet omfatter rullende sirkelamplifisering og/eller

hvori amplifiseringstrinnet benytter en DNA-polymerase, et mangfold av primere og et

mangfold av nukleotider.

14. Fremgangsmaten ifslge et hvilket som helst av kravene 1-13, hvori

bestemmelsestrinnet omfatter sekvensering; eventuelt
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hvori bestemmelsestrinnet omfatter sekvensering av (i) hele sekvensen til den romlige
strekkoden eller komplementet derav, og (ii) hele eller en del av sekvensen til analytten,
og/eller

hvori sekvenseringstrinnet omfatter in situ-sekvensering, Sanger-
sekvenseringsfremgangsmater, neste generasjons-sekvenseringsfremgangsmater og

nanoporesekvensering.

15. Fremgangsmate for & bestemme lokasjon og/eller forekomst av en analytt i et
levende vev eller celleprgve, fremgangsmaten omfattende:

(a) & tilveiebringe et mangfold av perfusjonskamre, hvori et perfusjonskammer av
mangfoldet av perfusjonskamre omfatter et substrat, en pakning montert pd substratet,
og et deksel montert pa pakningen, hvori det levende vevet eller celleprgven er lokalisert
i perfusjonskammeret av mangfoldet av perfusjonskamre, hvori

(1) substratet omfatter et mangfold av substratregioner, hvori en substratregion av
mangfoldet av substratregioner omfatter et mangfold av fangstprober, hvori en
fangstprobe av mangfoldet av fangstprober omfatter (i) en romlig strekkode og (ii) et
fangstdomene som binder spesifikt til en sekvens til stede i analytten;

(2) pakningen omfatter henholdsvis (i) et mangfold av apninger som tilsvarer mangfoldet
av substratregioner, henholdsvis (ii) et mangfold av inngangskanaler som er lett koblet til
mangfoldet av apninger, og henholdsvis (iii) et mangfold av utgangskanaler som er lett
koblet til mangfoldet av dpninger, og hvori mangfoldet av @pninger i pakningen innrettes
med mangfoldet av substratregioner av substratet nar pakningen er montert pa
substratet;

(3) dekselet omfatter et innlgp og et utlgp, innlgpet er lett koblet til mangfoldet av
inngangskanaler ndr dekselet er montert p& pakningen, utlgpet er lett koblet til mangfoldet
av utgangskanaler ndr dekselet er montert p@ pakningen; og

(4) mangfoldet av perfusjonskamre er definert av (i) mangfoldet av substratregioner av
substratet, (ii) mangfoldet av 8pninger i pakningen som er montert pa substratet, og (iii)
dekselet som er montert pd pakningen;

(b) & perfusere én eller flere testforbindelser gjennom perfusjonskammeret;

(c) & registrere en celluleer aktivitet og/eller et intracellulzert genuttrykk av en nukleinsyre
av det levende vevet eller celleprgven,

(d) & permeabilisere det levende vevet eller celleprgven slik at analytten er spesifikt
bundet til fangstdomenet til fangstproben til mangfoldet av fangstprober;

(e) a forlenge fangstproben ved 3'-enden ved a anvende analytten som er spesifikt bundet
til fangstdomenet som en mal, og derved generere en forlenget fangstprobe;

(f) @ amplifisere den forlengede fangstproben for & fremstille et mangfold av forlengede

fangstprober; og
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(g) 8 sekvensere (i) hele sekvensen til den romlige strekkoden, eller et komplement derav,
og (ii) hele eller en del av sekvensen til analytten, eller et komplement derav, og & anvende
de bestemte sekvensene til (i) og (ii) til 8 bestemme lokasjonen og lokasjonen og/eller

forekomsten av analytten i det levende vevet eller celleprgven.
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