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Patentkrav

1. In vitro framgangsmate for samtidig detektering av total alfa-synuclein og S129-fosforylert

(pS129) alfa-synuclein, hvilken framgangsmate omfatter a:
a) kontakte en prgve med:

(i) et donorkompleks som omfatter et antistoff som spesifikt binder til alfa-synuclein
bundet til en baerer og en donormarkgr, som lett eksiteres til 3 aktivere oksygen for

a produsere separat oksygen;

(i) et fgrste akseptorkompleks for a detektere pS129-alfa-synuclein som omfatter
et antistoff som binder til pS129-alfa-synuclein, hvori antistoffet har en
assosiasjonskonstant som er minst fem ganger stgrre for pS129-alfa-synuclein enn
ikke-fosforylert alfa-synuclein, bundet til en baerer og en fgrste akseptormarkering;
hvori dersom pS129-alfa-synuclein er til stede i prgven, antistoffer av
donorkomplekset og fgrste akseptorkomplekset binder til pS129-alfa-synucleidet
som danner en fgrste lagdeling, hvori donormarkgren er lett eksiterbar for a
produsere separat oksygen for a aktivere den fgrste akseptormarkeringen for a

produsere et fgrste signal;

(iii) et andre akseptorkompleks for a detektere total alfa-synuclein som omfatter et
antistoff som binder til alfa-synuclein uavhengig av S129-fosforylering, hvori
antistoffet er bundet til en baerer og en andre akseptormarkering; hvori dersom
total alfa-synuclein er til stede i prgven, antistoffet er donorkomplekset og det
andre akseptorkomplekset binder til total alfa-synuclein som danner en andre
lagdeling hvori donormarkgren er lett eksiterbar for a produsere separat oksygen

for & aktivere den andre akseptormarkeringen for a produsere et andre signal;

(b) eksitere donormarkgren med et lys for 3 aktivere oksygen for a produsere separat
oksygen, for derved a produsere det fgrste signalet dersom pS129-alfa-synuclein er til stede

og det andre signalet dersom total alfa-synuclein er til stede; og

(c) detektere det fgrste og andre signalet, dersom til stede, for & indikere narvaer av

henholdsvis pS129-alfa-synuclein og total alfa synuclein.
2. Framgangsmate ifglge krav 1, hvori det andre signalet detekteres fgr det fgrste signalet.

3. Framgangsmate ifglge krav 1 eller 2, hvori kontakten mellom prgven med donorkomplekset
omfatter kontakt av prgven med baereren bundet til donormarkgren for donorkomplekset, hvori

bzereren i tillegg er bundet til streptavidin og antistoffet for donorkomplekset, hvori antistoffet er
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bundet til biotin, hvori streptavidinet binder til biotinet som danner donorkomplekset i prgven til

for derved a kontakte prgven.

4. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori prgven kontaktes med det fgrste og andre
akseptorkomplekset og antistoffet for donorkomplekset bundet til biotin, inkubering av prgven, og
deretter kontakt av prgven med baereren som i tillegg er bundet til streptavidin, hvori streptavidinet

binder til biotinet som danner donorkomplekset i prgven for derved a kontakte prgven.

5. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, utfgrt kvantitativt; eller utfgrt kvantitativt, hvori det
feérste signalet indikerer en mengde av pS129-alfa-synuclein og det andre signalet indikerer en

mengde av totalt alfa-synuclein.

6. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori donorkomplekset, det fgrste
akseptorkomplekset og det andre akseptorkomplekset kontaktes med prgven samtidig; eller hvori

det f@grste og andre akseptorkomplekset kontaktes med prgven fgr donorkomplekset.

7. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori antistoffet for det fgrste akseptorkomplekset
spesifikt binder til en epitop av fosforylert synuclein i restene 123-134, valgfritt hvori antistoffet for

det fgrste akseptorkomplekset er 11A5 (ATCC Tilgangsnummer PTA-8222).
8. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori:

antistoffet av donorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 103-108 av alfa-

synuclein, valgfritt hvori antistoffet ved donorkomplekset er 4B12; eller

hvori antistoffet av donorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 40-55 av alfa-
synuclein, valgfritt hvori antistoffet av donorkomplekset er 23E8 (ATCC Tilgangsnummer

PTA-122711); eller

hvori antistoffet ved donorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 91-97 av alfa-

synuclein, valgfritt hvori antistoffet er 1H7 (ATCC Tilgangsnummer PTA-8220); eller

hvori antistoffet for donorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 109-120 av alfa-

synuclein, valgfritt hvori antistoffet er 5C12 (ATCC Tilgangsnummer PTA-9197); eller

hvori antistoffet for donorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 115-122 av alfa-

synuclein, valgfritt hvori antistoffet er LB509; eller

hvori antistoffet for donorkomplekset er 4B12, LB509, 1H7 (ATCC Tilgangsnummer PTA-
8220), 5C12 (ATCC Tilgangsnummer PTA-9197) eller 23E8 (ATCC Tilgangsnummer PTA-
122711).

9. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori:
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antistoffet ved det andre akseptorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 115-122
av alfa-synuclein, valgfritt hvori antistoffet ved det andre akseptorkomplekset er LB509;

eller

hvori antistoffet ved det andre akseptorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 91-
97 av alfa-synuclein, valgfritt hvori antistoffet ved det andre akseptorkomplekset er 1H7

(ATCC Tilgangsnummer PTA-8220); eller

hvori antistoffet ved det andre akseptorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester
109-122 av alfa-synuclein, valgfritt hvori antistoffet av det andre akseptorkomplekset er

5C12 (ATCC Tilgangsnummer PTA-9197); eller

hvori antistoffet ved det andre akseptorkomplekset spesifikt binder til en epitop i rester 40-
55 av alfa-synuclein, valgfritt hvori antistoffet er 23E8 (ATCC Tilgangsnummer PTA-122711);

eller

hvori antistoffet ved det andre akseptorkomplekset er 4B12, LB509, 1H7 (ATCC
Tilgangsnummer PTA-8220), 5C12 (ATCC Tilgangsnummer PTA-9197) eller 23E8 (ATCC
Tilgangsnummer PTA-122711).

10. Framgangsmate ifglge krav 9, hvori antistoffet for donorkomplekset er 4B12 og antistoffet for
det andre akseptorkomplekset er LB509, 1H7 (ATCC Tilgangsnummer PTA-8220), 5C12 (ATCC
Tilgangsnummer PTA-9197), eller 23E8 (ATCC Tilgangsnummer PTA-122711); eller hvori antistoffet
for donorkomplekset er 23E8 (ATCC Tilgangsnummer PTA-122711) og antistoffet for det andre
akseptorkomplekset er LB509, 1H7 (ATCC Tilgangsnummer PTA-8220), 5C12 (ATCC Tilgangsnummer
PTA-9197), eller 4B12; eller hvori antistoffet for donorkomplekset er 5C12 (ATCC Tilgangsnummer
PTA-9197) og antistoffet for det andre akseptorkomplekset er 23E8 (ATCC Tilgangsnummer PTA-
122711) eller 1H7 (ATCC Tilgangsnummer PTA-8220).

11. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori antistoffet ved donorkomplekset er 4B12,
antistoffet ved det fgrste akseptorkomplekset er 11A5 (ATCC Tilgangsnummer PTA-8222), og

antistoffet ved det andre akseptorkomplekset er LB509.

12. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori baererne for donorkomplekset, det fgrste

akseptorkomplekset, og det andre akseptorkomplekset er kuler.

13. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori den fgrste akseptormarkeringen omfatter
Europium, Terbium, Samarium, eller Gadolinium; og/eller hvori den andre akseptormarkeringen

omfatter Europium, Terbium, Samarium, eller Gadolinium;
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valgfritt hvori den fgrste akseptormarkeringen omfatter Europium og den andre

akseptormarkeringen omfatter Terbium.
14. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori
(i) pr@ven er et vev fra et menneske; eller
(ii) preven er fra en transgen mus med et transgent uttrykkende humant alfa-synuclein.

15. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori prgven er en kroppsvaeske, valgfritt

cerebrospinalt fluid (CSF) fra et menneske.

16. Framgangsmate ifglge ett av kravene foran, hvori prgven er en hjerne, hud, eller annet organ-

homogenisat fra et menneske, en vill-type eller et transgent dyr; eller

hvori prgven er et medium som anvendes til a kultivere celler, valgfritt hvori cellene uttrykker

rekombinant humant alfa-synuclein.
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