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YKSITTAISSOLUJEN KOKOGENOMIKIRJASTOJA
METYLAATIOSEKVENSOINTIA VARTEN

PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelma sekvensointikirjaston valmistamiseksi useista yksittaissoluista
peraisin olevien nukleiinihappojen metylaatiotilan maarittdmiseksi, joka menetelma

kasittda sen, etta:
(@) alkaansaadaan useista soluista peraisin olevia eristettyja tumia;

(b) altistetaan eristetyt tumat kemialliselle kasittelylle nukleosomidepletoitujen

tumien luomiseksi, samalla kun sailytetaan eristettyjen tumien eheys;

(c) jaetaan nukleosomidepletoitujen tumien alijoukkoja ensimmaisiin useisiin
lokeroihin, jotka kasittavat transposomikompleksin, jolloin kussakin lokerossa
oleva transposomikompleksi kasittdd ensimmaisen indeksisekvenssin, joka

poikkeaa muissa lokeroissa olevista ensimmaisista indeksisekvensseista;

(d) fragmentoidaan nukleosomidepletoitujen tumien alijjoukoissa olevia
nukleiinihappoja useiksi nukleiinihappofragmenteiksi ja siséllytetddn ensimmaiset
indeksisekvenssit vahintdan yhteen nukleiinihappofragmenttien juosteeseen

indeksoitujen tumien luomiseksi;
(e) yhdistetaan indeksoidut tumat poolattujen indeksoitujen tumien luomiseksi;

(f) jaetaan poolattujen indeksoitujen tumien alijoukkoja toisiin useisiin
lokeroihin ja altistetaan indeksoidut tumat kasittelylle metyloitujen nukleotidien
tunnistamiseksi ja kasiteltyjen nukleiinihappofragmenttien luomiseksi, jolloin

valinnaisesti kasittely kasittaa bisulfiittia tai hydratsiinia;

(9) amplifioidaan kussakin lokerossa olevat kasitellyt nukleiinihappofragmentit
lineaarisella amplifikaatiolla useiden alukkeiden avulla, jotka kasittavat
universaalin nukleotidisekvenssin 5’-paéasséa ja satunnaisen nukleotidisekvenssin

3’-paassa, amplifioitujen fragmentti-adapterimolekyylien luomiseksi;

(h) siséllytetaan toinen indeksisekvenssi amplifioituihin fragmentti-

adapterimolekyyleihin kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylien luomiseksi,
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jolloin kussakin lokerossa oleva toinen indeksisekvenssi poikkeaa muissa

lokeroissa olevista toisista indeksisekvensseistd; ja

(1) yhdistetaan kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylit tuottaen nain
sekvensointikirjasto useista yksittaissoluista peraisin olevien nukleiininappojen
metylaatiotilan méaarittdmiseksi, jolloin valinnaisesti vaiheissa (c) ja (f) jakaminen

suoritetaan fluoresenssiaktivoidulla tumalajittelulla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, jolloin kasittely tunnistaa
metyloituja CpG-dinukleotidisekvensseja tai jolloin kasiteltyjen
nukleiinihappofragmenttien lineaarinen amplifikaatio kasittdd 1—-10 syklia tai jolloin
vaiheessa (g) alukkeiden 5'-paassa oleva universaali nukleotidisekvenssi kasittaa
toisen sekvensointialukesekvenssin tai jolloin vaiheessa (g) alukkeiden 3’-paassa

oleva satunnainen nukleotidisekvenssi koostuu 9 satunnaisesta nukleotidista.

3. Menetelma sekvensointikirjaston valmistamiseksi useista yksittaissoluista
peraisin olevien nukleiinihappojen metylaatiotilan maarittdmiseksi, joka menetelma

kasittda sen, etta:
(@) alkaansaadaan useista soluista peraisin olevia eristettyja tumia;

(b) altistetaan eristetyt tumat kemialliselle kasittelylle nukleosomidepletoitujen

tumien luomiseksi, samalla kun sailytetaan eristettyjen tumien eheys;

(c) jaetaan nukleosomidepletoitujen tumien alijoukkoja ensimmaisiin useisiin
lokeroihin, jotka kasittavat transposomikompleksin, jolloin kussakin lokerossa
oleva transposomikompleksi kasittdd ensimmaisen indeksisekvenssin, joka

poikkeaa muissa lokeroissa olevista ensimmaisista indeksisekvensseista;

(d) fragmentoidaan nukleosomidepletoitujen tumien alijjoukoissa olevia
nukleiinihappoja useiksi nukleiinihappofragmenteiksi ja siséllytetd&dn ensimmaiset
indeksisekvenssit vahintdan yhteen nukleiinihappofragmenttien juosteeseen

indeksoitujen tumien luomiseksi;

(e) yhdistetaan indeksoidut tumat poolattujen indeksoitujen tumien luomiseksi;
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(f) jaetaan poolattujen indeksoitujen tumien alijoukkoja toisiin useisiin
lokeroihin ja altistetaan indeksoidut tumat kasittelylle metyloitujen nukleotidien
tunnistamiseksi ja kasiteltyjen nukleiinihappofragmenttien luomiseksi, jolloin

valinnaisesti kasittely kasittaa bisulfiittia tai hydratsiinia;

(9) ligatoidaan kussakin lokerossa olevat kasitellyt nukleiinihappofragmentit

universaaliin adapteriin ligatoitujen fragmentti-adapterimolekyylien luomiseksi;

(h) siséllytetaan toinen indeksisekvenssi ligatoituihin fragmentti-
adapterimolekyyleihin kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylien luomiseksi,
jolloin kussakin lokerossa oleva toinen indeksisekvenssi poikkeaa muissa

lokeroissa olevista toisista indeksisekvensseistd; ja

(1) yhdistetaan kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylit tuottaen nain
sekvensointikirjasto useista yksittaissoluista peraisin olevien nukleiininappojen
metylaatiotilan méaarittdmiseksi, jolloin valinnaisesti vaiheissa (c) ja (f) jakaminen

suoritetaan fluoresenssiaktivoidulla tumalajittelulla.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
jolloin kemiallinen kasittely kasittéa kasittelyn kaotrooppisella aineella, joka
kykenee keskeyttdmaan nukleiinihappo-proteiinivuorovaikutuksia, jolloin
valinnaisesti kaotrooppinen aine kasittaa litiumdijodisalisylaattia, tai jolloin
kemiallinen kasittely kasittaa kasittelyn pesuaineella, joka kykenee keskeyttamaan
nukleiinihappo-proteiinivuorovaikutuksia, jolloin valinnaisesti pesuaine kasittaa
natriumdodekyylisulfaattia (SDS), jolloin liséksi valinnaisesti solut kasitellaan

silloitteella ennen vaihetta (a), jolloin liséksi valinnaisesti silloite on formaldehydi.

. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
jolloin nukleosomidepletoitujen tumien alijoukot kasittavat suunnilleen yhta suuria
lukumaaria tumia, jolloin valinnaisesti nukleosomidepletoitujen tumien alijoukot

kasittavat 1—noin 2 000 tumaa.

6. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
jolloin ensimmaiset useat lokerot ovat monikuoppalevy, jolloin valinnaisesti

monikuoppalevy on 96-kuoppalevy tai 384-kuoppalevy, tai jolloin toiset useat
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lokerot ovat monikuoppalevy, jolloin valinnaisesti monikuoppalevy on 96-

kuoppalevy tai 384-kuoppalevy.

7. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
jolloin poolattujen indeksoitujen tumien alijoukot kasittavat suunnilleen yhtéa suuria
lukumaéaaria tumia, jolloin valinnaisesti poolattujen indeksoitujen tumien alijoukot
kasittavat 1—noin 25 tumaa, tai jolloin poolattujen indeksoitujen tumien alijoukot
siséltavat vahintdan 10 kertaa vahemman tumia kuin nukleosomidepletoitujen
tumien alijoukot, jolloin valinnaisesti poolattujen indeksoitujen tumien alijoukot
sisaltavat vahintdan 100 kertaa vAhemman tumia kuin nukleosomidepletoitujen

tumien alijoukot.

8. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
jolloin kukin transposomikomplekseista kasittéda transposaaseja ja transposoneja,
joista transposoneista kukin kasittaa siirretyn juosteen, jolloin valinnaisesti siirretty
juoste ei kasita sytosiinitdhdetta, jolloin liséksi valinnaisesti siirretty juoste kasittaa
ensimmaisen indeksisekvenssin, jolloin liséksi valinnaisesti siirretty juoste kasittaa
liséksi ensimmaisen universaalin sekvenssin ja ensimmaisen

sekvensointialukesekvenssin.

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, jolloin kasittely tunnistaa

metyloituja CpG-dinukleotidisekvensseja.

10. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, joka kasittaa lisaksi sen, etta
lisatédan yksi tai useampi nukleotidi kasiteltyjen nukleiininappofragmenttien 3'-
paihin 3'-ulokkeen muodostamiseksi ennen universaalin adapterin ligaatiota, jolloin
valinnaisesti ynden tai useamman nukleotidin lisddminen suoritetaan kayttaen
terminaalitransferaasia, jolloin lisédksi valinnaisesti universaali adapteri kasittaa
ulokkeen, joka on ké&anteiskomplementaarinen kasitellyissa

nukleiinihappofragmenteissa olevalle 3'-ulokkeelle.

11. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, jolloin
toisen indeksisekvenssin siséllyttdminen vaiheessa (h) kasittéa sen, ettd saatetaan
kussakin lokerossa olevat kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylit kosketuksiin
ensimmaisen universaalin alukkeen ja toisen universaalin alukkeen kanssa, joista

kukin kasittaa indeksisekvenssin, ja suoritetaan eksponentiaalinen
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amplifikaatioreaktio, jolloin valinnaisesti ensimmaisen universaalin alukkeen
indeksisekvenssi on toisen universaalin alukkeen indeksisekvenssin
kaanteiskomplementti tai jolloin ensimmaisen universaalin alukkeen indeksisekvenssi

poikkeaa toisen universaalin alukkeen indeksisekvenssin kdanteiskomplementista.

12. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelma,
jolloin ensimmainen universaali aluke kasittaa liséksi ensimmaisen
sieppaussekvenssin ja ensimmaisen ankkurisekvenssin, joka on
komplementaarinen kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylien 3'-paassa
olevalle universaalille sekvenssille, jolloin valinnaisesti ensimmainen
sieppaussekvenssi kasittda P5-alukesekvenssin, tai jolloin toinen universaali aluke
kasittaa lisaksi toisen sieppaussekvenssin ja toisen ankkurisekvenssin, joka on
komplementaarinen kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylien 5'-paassa
olevalle universaalille sekvenssille, jolloin valinnaisesti toinen sieppaussekvenssi

kasittdd P7-alukesekvenssin kaanteiskomplementin.

13. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelma,
jolloin eksponentiaalinen amplifikaatioreaktio kasittéda polymeraasiketjureaktion
(PCR), jolloin valinnaisesti PCR kasittaa 15-30 syklia.

14. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
joka kasittaa lisaksi kohdenukleiinihappojen rikastamisen kayttden useita
sieppausoligonukleotideja, joilla on spesifisyys kohdenukleiinihapoille, jolloin
valinnaisesti sieppausoligonukleotidit on immobilisoitu kiintedn substraatin pinnalle
tai jolloin sieppausoligonukleotidit kasittavat universaalin sitoutumisparin
ensimmaisen jasenen ja jolloin sitoutumisparin toinen jdsen on immobilisoitu

kiinteadn substraatin pinnalle.

15. Patenttivaatimuksen 1 tai patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma,
joka kasittaa lisdksi kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylien valinnan, jotka
kuuluvat esimaaritettyyn kokoalueeseen, tai joka kasittaa liséksi kaksoisindeksi-
fragmentti-adapterimolekyylien sekvensoinnin useista yksittaissoluista peraisin

olevien nukleiinihappojen metylaatiotilan maarittamiseksi.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmad, joka kasittaa liséksi sen, etté:
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alkaansaadaan pinta, joka kasittda useita amplifikaatiokohtia, jolloin
amplifikaatiokohdat kasittavat vahintdan kaksi kiinnitettyjen yksijuosteisten

nukleiinihappojen populaatiota, joilla on vapaa 3’-paa, ja

saatetaan amplifikaatiokohtia kasittava pinta kosketuksiin
sekvensointikirjaston kanssa olosuhteissa, jotka soveltuvat tuottamaan useita
amplifikaatiokohtia, joista kukin kasittaa yksittaisesta kaksoisindeksi-fragmentti-
adapterimolekyylista peraisin olevien amplikonien klonaalisen populaation, jolloin
valinnaisesti kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylien lukumaara ylittéda
amplifikaatiokohtien lukumé&aran, jolloin kaksoisindeksi-fragmentti-
adapterimolekyyleilld on fluidiyhteys amplifikaatiokohtiin ja jolloin kukin
amplifikaatiokohdista kasittda kapasiteettia lukuisille sekvensointikirjastossa

oleville kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyyleille,

tai jolloin kosketuksiin saattaminen kasittdd samanaikaisesti sen, etta (i)
kuljetetaan kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylit amplifikaatiokohtiin
keskiméaaraisella kuljetusnopeudella ja (ii) amplifioidaan amplifikaatiokohdissa
olevat kaksoisindeksi-fragmentti-adapterimolekyylit keskimaaraisella
amplifikaationopeudella, jolloin keskimaarainen amplifikaationopeus ylittaa

keskim&araisen kuljetusnopeuden.

17. Koostumus, joka kasittdad nukleosomidepletoitujen tumien alijoukkoja, jotka
kasittavat ensimmaisen indeksisekvenssin kasittavia nukleiinihappofragmentteja ja
jotka on kasitelty metyloitujen nukleotidien tunnistamiseksi, jolloin ensimmainen
indeksisekvenssi poikkeaa nukleosomidepletoitujen tumien aliryhmistd kunkin

osalta.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen koostumus, jolloin
nukleiinihappofragmentit kasittavat CpG-sekvenssien metylaatiotilasta riippuvaisen

kemiallisen modifikaation.

19. Patenttivaatimuksen 17 mukainen koostumus, jolloin
nukleiinihappofragmentit kasittavat lisdksi universaalin sekvenssin ja/tai

ensimmaisen sekvensointialukesekvenssin.



7 EP3 981 884

20. Jonkin patenttivaatimuksista 17—19 mukainen koostumus, jolloin
ensimmainen indeksi, universaali sekvenssi ja/tai ensimmainen

sekvensointialukesekvenssi on sytosiinidepletoitu.

21. Patenttivaatimuksen 17 mukainen koostumus, joka kasittaa lisaksi

transposomikomplekseja.

22. Sekvensointikirjasto, joka on tuotettu patenttivaatimuksen 1 tai

patenttivaatimuksen 3 mukaisella menetelmalla.
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