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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

2.

Postupak otkrivanja raka pluca, dojke ili mjehura u ispitanika, obuhvaca utvrdivanje razine metilacije gena SHOX2
u bioloskom uzorku izoliranom iz tog ispitanika pri ¢emu hiper-metilacija upuéuje na prisutnost takvog raka.
Postupak otkrivanja raka pluca, dojke ili mjehura prema zahtjevu 1, obuhvaca dovodenje genomske DNA, izolirane
iz bioloskog uzorka dobivenog od ispitanika, u doticaj s barem jednim reagensom, ili serijom reagenasa koji
razlikuju metilirane i ne-metilirane CpG dinukleotide unutar barem jedne ciljne regije genomske DNA, pri ¢emu
ciljna regija obuhvaca, ili se hibridizira pod strogim uvjetima u sekvencu od barem 16 dodirnih nukleotida u SEQ
ID NO: 5, 1 gdje ti dodirni nukleotidi obuhvaéaju barem jednu CpG dinukleotidnu sekvencu.

Postupak otkrivanja raka pluca, dojke ili mjehura prema zahtjevu 1 ili 2, obuhvada:

a) ekstrakeiju ili drugaciju izolaciju genomske DNA iz bioloskog uzorka dobivenog od ispitanika,

b) obradu genomske DNA iz a), ili njezinog fragmenta, s jednim ili viSe reagenasa radi pretvorbe citozin baza
koje nisu metilirane na svom poloZzaju 5 u uracil ili drugu bazu koja za otkrivanje nije sli¢na citozinu u vidu
svojstava hibridizacije;

¢) dovodenje obradene genomske DNA, ili njezinog obradenog fragmenta, u doticaj s enzimom za umnoZavanje i
barem jednom pocetnicom koja obuhvaca dodirnu sekvencu od barem 9 nukleotida koja je komplementarna, ili
se hibridizira pod umjereno strogim ili strogim uvjetima u sekvencu izabranu iz grupe koja obuhvac¢a SEQ ID
NOs: 21, 22, 45 i 46, 1 njihove komplemente, pri ¢emu se ciljna genomska DNA ili njezin fragment umnoZava
radi dobivanja barem jedne kopije, ili se ne umnozava; i

d) utvrdivanje, na temelju prisutnosti ili odsutnosti, ili svojstva te kopije, stanja ili razine metilacije barem jednog
CpG dinukleotida u SEQ ID NO: 5, ili prosjeka, ili vrijednosti koja pokazuje srednje stanje ili razinu metilacije
viSe CpG dinukleotida u SEQ ID NO: 5.

Postupak prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 3, gdje se bioloSki uzorak dobiven od ispitanika izabire iz grupe koja

obuhvacéa stanice ili stani¢ne linije, histoloska stakalca, biopsije, tkiva fiksirana parafinom, tjelesne tekucine,

ejakulat, urin, krvnu plazmu, krvni serum, punu krv, izolirane krvne stanice, sputum i bioloSku tvar dobivenu
bronhoskopijom (ukljuujuci, ali bez ograniavanja, ispiranje bronhija, ispiranje bronhijalnih alveola, Cetkanje
bronhija, abraziju bronhija i kombinacije).

Postupak otkrivanja raka pluca, dojke ili mjehura prema zahtjevu 1, obuhvaca:

a) ckstrakciju ili drugadiju izolaciju genomske DNA iz bioloskog uzorka dobivenog od ispitanika,

b) razgradnju genomske DNA iz a), ili njezinog fragmenta, s jednim ili viSe restriktivnih enzima osjetljivih na
metilaciju;

¢) dovodenje razgradnog produkta DNA od restrikcijskog enzima iz b) u doticaj s enzimom za umnoZavanje i
barem dvije pocetnice prikladne za umnozavanje sekvence koja obuhvaéa barem jedan CpG nukleotid u SEQ
ID NO: 5,

d) utvrdivanje, na temelju prisutnosti ili odsutnosti kopije, stanja ili razine metilacije barem jednog CpG
dinukleotida u SEQ ID NO: 5.

Uporaba nukleinske kiseline koja obuhvaca barem 16 dodirnih nukleotida obradene genomske DNA sekvence

izabrane iz grupe koja obuhvaca SEQ ID NOs: 21, 22, 45, 46, i njima komplementarne sekvence za otkrivanje raka

pluca, dojke ili mjehura postupkom prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 5.

Uporaba prema zahtjevu 6, gdje ta nukleinska kiselina obuhvaca barem 50 dodirnih nukleotida.

Uporaba kita za provodenje postupka prema bilo kojem od zahtjeva 1 do 4, kit sadr7i (a) bisulfit reagens; (b)

spremnik prikladan za drZanje tog bisulfit reagensa i bioloSkog uzorka bolesnika; (c) barem jedan set

oligonukleotida koji sadrzi dva oligonukleotida ¢ije su sekvence u svakom slucaju identi¢ne, komplementarne ili

hibridiziraju pod strogim ili iznimno strogim uvjetima u segment duZine 9 ili poZeljnije 18 baza sekvence izabrane

izmedu SEQ ID NOs: 21, 22,45 i 46.
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