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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

11.

12.

Postupak detekcije proteina koji vezu RNK (RBP) u stanici, tkivu ili organizmu, koji se sastoji od:
a) kovalentno umrezavanje sadrzaja stanica, tkiva ili organizama koji sadrZze RBP-ove pomocu prikladnog
zracenja za proizvodnju bioloskog materijala koji sadrzi umrezene ribonukleotidne komplekse;
b) liziranje navedenog bioloSkog materijala koji sadrZi navedene umreZene ribonukleotidne komplekse;
¢) dovodenje u kontakt navedenih umreZenih ribonukleotidnih kompleksa pod prikladnim uvjetima na
temperaturama iznad 15°C, poZeljno na oko 37 do 40 °C s najmanje jednim oligonukleotidom koji je
komplementaran najmanje jednoj specifi¢noj ciljnoj RNK navedenog biolo$kog materijala, pri ¢emu navedeni
oligonukleotid sadrzi najmanje jedan zakljuani analog (LNA)-nukleotida nukleinske kiseline u svojoj
sekvenci, te pri ¢emu je navedeni oligonukleotid spojen na prikladnu ¢vrstu podlogu, kao §to je magnetska
Cestica;
¢) provodenje strogog prethodnog eluiranja u ¢istoj vodi na izmedu 40°C do 77°C;
d) izoliranje kompleksa koji sadrze navedeni najmanje jedan oligonukleotid kori§tenjem navedene Cvrste
podloge;
e) enzimsko oslobadanje navedenih RBP-a koristenjem RNK probave iz navedenih izoliranih kompleksa za
proizvodnju oslobodenih RBP-a; i
f)  otkrivanje navedeni oslobodenih RBP-a.
Postupak prema patentnom zahtjevu 1, naznaCen time $to je navedeno zracenje odabrano od UV svjetla, kao §to je,
na primjer, od oko 254 nm ili oko 365 nm.
Postupak prema patentnom zahtjevu 1 ili 2, naznaCen time §to se navedene stanice liziraju pod uvjetima
denaturacije koji, na primjer, ukljucuju pufer koji sadrzi oko 500 mM litijevog klorida i oko 0,5 % litijevog dodecil
sulfata.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 3, naznaCen time $to dalje obuhvaca korak smicanja
genomske DNK prije izolacije navedenih kompleksa.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 4, naznaCen time Sto se navedeno prethodno eluiranje
provodi tijekom oko 5 do 10 minuta.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 5, naznaen time $to se navedeni RBP-ovi oslobadaju
probavom s RNazama A i T1.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 6, naznacen time $to dalje obuhvacda korak centrifugiranja
i/ili vakuumskog koncentriranja RBP uzoraka.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 7, naznaCen time $to analiza navedenih otpusStenih RBP-a
uklju€uje pripravu pomocu Single-Pot Solid-Phase pobolj$ane pripreme uzorka (SP3) i/ili kvantitativne masene
spektrometrije.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 8, naznacen time §to navedeni oligonukleotid ima duljinu
izmedu 15 do 25 baza, pozeljno 20 baza.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 9, naznacen time $to navedeni oligonukleotid sadrzi LNA
na svakom drugom poloZaju navedenog oligomera, kao §to je, na primjer, LNA-T.
Postupak prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 10, naznacen time $to dalje obuhvaca detekciju promjena u
RNK-asocijaciji RBP-ova kako je otkriveno, u usporedbi s kontrolnim uzorkom ili uzorkom dobivenim pod
razli¢itim eksperimentalnim uvjetima.
Upotreba kompleta koji sadrzi materijale za provodenje postupka prema bilo kojem od patentnih zahtjeva 1 do 11,
uklju¢ujuéi najmanje jedan prikladan oligonukleotid koji je komplementaran najmanje jednoj specifi¢noj ciljnoj
RNK navedene stanice i sadrZi najmanje jedan (LNA)-nukleotid nukleinske kiseline, enzim prikladan za probavu
RNK, pufere, reagense, i/ili upute za upotrebu, za otkrivanje proteina koji vezu RNK (RBP) u stanici.
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