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Fordringer
1. En in vitro-metode for & detektere tilstedeveerelsen av lgselig, aggregert feilfoldet protein
som omfatter alfa-synukleinaggregater i en prgve som omfatter en biologisk veeske, hvor
metoden omfatter:
(A) tilveiebringe en inkubasjonsblanding, hvor inkubasjonsblandingen omfatter:
(1) et monomert, foldet protein som omfatter alfa-synuklein som ikke er assosiert med
alfa-synukleinfrg, i et konsentrasjonsomrade pa ca. 10 nM til ca. 200 mM;
(2) en buffer med en pH mellom 6 og 7,4;
(3) en saltblanding som omfatter én eller flere av NaCl eller KCI, hvor nevnte
saltblanding har en total konsentrasjon pa 500 mM +10 %;
(4) tioflavin T (ThT); og
(5) proven;
der nevnte monomere, foldede protein som omfatter alfa-synuklein er i molart
overskudd til tioflavin;
(B) som gjennomfgrer en inkubasjonssyklus to eller flere ganger som er effektiv for & danne
en amplifisert del av feilfoldet protein, som omfatter: inkubering av inkubasjonsblandingen ved
en temperatur mellom 15 °C og 50 °C for a forarsake aggregering av minst en del av det
monomere, foldede proteinet i neervaer av det lgselige, aggregerte feilfoldede proteinet og
risting av inkubasjonsblandingen som er effektiv for & bryte opp minst den delen av et hvilket
som helst proteinaggregat som er tilstede, og
(C) bestemmer tilstedeveerelsen av det lgselige, aggregerte feilfoldede proteinet i preven ved
a detektere fluorescens av Tht.
2. Metoden i fordring 1, der det monomere, foldede proteinet som omfatter alfa-
synukleinprotein produseres av en av: kjiemisk syntese, rekombinant produksjon eller ekstraksjon
fra ikke-rekombinante biologiske vaesker.

3. Metoden i fordring 1, der trinnet med a inkubere inkubasjonsblandingen omfatter & utsette
inkubasjonsblandingen for syklisk omraring.
4, Metoden i fordring 1, der trinnet med & belyse den inkuberte blandingen med en

balgelengde av lys som eksiterer ThT, omfatter belysning ved ca. 435 nm og overvaking av ThT-
fluorescens ved ca. 485 nm.

5. Metoden i fordring 1, der minst ett av trinnene med inkubering av inkubasjonsblandingen
med omrgringssykluser, trinnet med bestemmelse utfores ved hjelp av en mikroplateleser.
6. Metoden i fordring 1, der den biologiske vaesken omfatter én eller flere av:

fostervann, galle, blod, cerebrospinalvaeske, cerumen, hud, eksudat, avfering, mageveaeske, lymfe,
melk, slim, slimhinner, peritonealvaeske, blodplasma, pleuraveeske, puss, spytt, talg, seed, svette,
synovialvaeske, tarer og urin.

7. Metoden i fordring 1, der tilstedevaerelsen av det lgselige, aggregerte feilfoldede proteinet
som omfatter alfa-synuklein, er en indikasjon pa en feilfoldingsforstyrrelse (PMD).
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