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OZET

ALFA-SINUKLEIN ILE ILISKILI BOZUKLUKLAR ICIN TERAPOTIK VE TESHIS
YONTEMLERINDE KULLANIMA YONELIK ANTIKORLAR VE ASILAR

Bir bireyde bir a-sinliklein ile iliskili bozuklugun bir baslangcInlol geciktirilmesi icin veya tedavi
edilmesi icin bir as[dbir ¢dzinmez kiimelenmis forma bir a-sinlkleinin stabilize olmayan
oligomerinden daha diiglik bir formasyon oranb sahip olan izole edilmis stabilize ¢cézindr bir
a-sin(iklein oligomerinin terapétik olarak etkili bir miktar@Ogermektedir. Bir bireyde bir o-
sintiklein ile iligkili bozuklugun bir baslanglclnlnl geciktiriimesi icin veya tedavi edilmesi igin bir
antikor, ¢ozlinlr a-siniikleini baglamaktadltl Bir «-siniklein ile iliskili bozuklugun bir
baslangclnlnl geciktiriimesi igin, tedavi edilmesi icin veya énlenmesi icin yontemler, as[Veya
antikoru  kullanmaktadlrl o-sintiklein  oligomerlerini  saptama ydntemleri, antikoru
kullanmaktadIr]
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ISTEMLER

1. Bir bireyde a-siniiklein ile iligkili bir bozuklugun tedavisinde kullanlmh icin ve/veya

baslangclnial geciktirilmesi igin bir ilag olup, burada «-siniklein ile iligkili bozukluk,
Parkinson hastal @l 1Lewy cisimli ve/veya Lewy noritli demans, Alzheimer hastall§, 1Down
sendromu, Multipl Sistem Atrofisi (MSA), Lewy cismi patolojili dider hastalKlar, Alzheimer
hastall@Osendromu, amiyotrofik lateral skleroz, frontotemporal demans, Huntington
hastal @] prion hastal@l] Creutzfeldt Jakob hastall@ld Gerstmann-Straussler-Scheinker
sendromu, kuru, Slumcdl ailesel uykusuzluk, serebrovaskiiler amiloidoz, glakom, yasla
iliskili makiler dejenerasyon, psikiyatrik sendromlar, sizofreni ve sizofreni benzeri
bozukluklardan olusan gruptan secilmektedir, ilag, bir stabilize c¢dziinir a-sintiklein
oligomerinden (retilen ve stabilize bir ¢oziinlir a-sindklein oligomerini baglayabilen bir
antikor icermektedir, stabilize ¢6zinir a-sinliklein oligomeri, a-siniikleinin stabilize
olmayan bir ¢dzindr oligomerinden bir ¢dziinmez kiimelenmis bigime daha disuk bir
olusum oranfla sahiptir, burada o-siniiklein oligomeri, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ila
8'den secilen bir sekansil o-sindkleinini icermektedir ve burada stabilize ¢ozlnir o-
sindklein oligomeri, bir protein ¢capraz badlama maddesi ile ¢apraz badlanarak veya bir

stabilize edici maddeye baglayarak stabilize edilmektedir.

. Stabilize ¢dziinir o-sindklein oligomerinin, stabilize ¢dziinlr o-siniklein protofibrili

icerdigi, Istem 1'e gore kullan icin ilac.

. o-sintklein ile iliskili bozuklugun, Parkinson hastal@lJLewy cisimli ve Lewy néritli demans,

Alzheimer hastal@1Down sendromu, Multipl Sistem Atrofisi (MSA), Lewy cismi patolojili
diger hastalBlar ve Alzheimer hastal@¥endromundan olusan gruptan segildigi, Istem 1
veya 2'ye gore kullanim igin ilac.

. a-siniiklein ile iliskili bozuklugunun Parkinson hastal@bldugu, Istem 1 veya 2'ye gére

kullan[m igin ilag.

. Antikorun, yabani tip ¢6ziiniir a-siniiklein oligomerlerini baglayabildigi, Istemler 1 ila 4ten

herhangi birine gore kullanlm igin ilac.

. Antikorun, o-sinilklein monomerlere ve ¢bziinmez fibrillere badlanma glci ile
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kiyhsland@nda c¢ozindr o-sinlklein oligomerlerine daha ylksek bir badglanma gicline

sahip oldugu, Istem 5‘e gére kullan[@ icin ilac.

7. Antikorun, stabilize ¢oziinlr a-sintiklein oligomerinin uygulanmloldugu bir insan olmayan

hayvandan topland @l distem 1’e gére kullanm icin ilac.

8. Antikorun, hibridom teknolojisi, faj gorintiileme, ribozom gérintileme, memeli hicresi

gériintiileme veya bakteriyel goriintiileme ile Uretildigi, istem 1'e gdre kullanm icin ilac.

9. Antikorun monoklonal oldugu, Istemler 1 ila 8’den herhangi birine gére kullanim icin ilac.

10. Antikorun, insanlarda antijenligin azaltIthasCdgin, insan, insanlastifImisl veya modifiye

oldugu, istemler 1 ila 9'dan herhangi birine gére kullanm igin ilac.

11, Stabilize ¢6zlinur a-sinlklein oligomerin, bir aldehit, bir doymus, doymamislveya ¢oklu
doymam[s] yad asidi veya bunlar@ bir kombinasyonunu iceren bir hidrofobik organik
madde, bir iyonik olmayan deterjan veya bir zwitteriyonik deterjan veya bunlar@l herhangi
bir kombinasyonu, trigliseritler, fosfolipitler, sfingolipidler, gangliyozidler, kolesterol,
kolesterol-esterler, uzun zincirli alkoller ve bunlarlnl herhangi bir kombinasyonundan
olusan gruptan secilen en az bir bilesik veya deoksikolat, kolat ve taurokolat ve bunlarnl
herhangi bir kombinasyonundan olusan gruptan secilen bir safra asit tirevi ile modifiye
edilen bir a-sinliklein protofibrili icerdigi veya stabilize a-sinlklein protofibrilin, 1-a-
hidroksi-sekosterol ile modifiye edilmis veya disiksinimidil tartrat, bis-stlfostksinidimil
suberimidat ve 3,3-ditiyobis-silfostksinimidil propiyonat ve bunlaril herhangi bir
kombinasyonundan olusan gruptan secilen en az bir protein capraz badlama maddesi ile
capraz baglanan bir a-siniiklein protofibril icerdigi, Istemler 1 ila 10'dan herhangi birine

goére kullan igin ilag.

12, Stabilize ¢ozlinur a-sindklein oligomerinin, a-sintkleinin bir stabilize olmayan ¢dzinur
oligomerinden bir ¢6ziinmez kiimelenmis bicime, daha dislik bir olusum oranlfb sahip
oldugu, antikorun, stabilize ¢bziinlir a-sintklein oligomerinden uretildigi, stabilize ¢oziinir
o-siniiklein oligomerinin, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 ila 8'den secilen bir sekans@l o-
sindkleinini icerdidi ve stabilize ¢éziinir o-siniiklein oligomerinin, bir protein capraz
badlama maddesi ile capraz baglanmaslyla veya bir stabilize edici maddeye baglanmaslyla

stabilize edildigi, bir stabilize ¢ozindr a-siniiklein oligomerini badlayabilen bir antikor.
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13. Antikorun, 2000 Da’llkl bir molekiiler agldiga sahip bir stabilize a-siniiklein protofibrili
baglayabildigi, istemler 1 ila 11’den herhangi birine gére kullanm icin ilag veya istem

12'ye gore antikor.

14. Stabilize a-sindklein protofibrilin, 4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehit, 4-okso-2-nonenal
ve akrolein ve bunlarm herhangi bir kombinasyonundan olusan gruptan secilen bir
hidrofobik organik madde ile modifiye edilmis bir a-sinilklein protofibril icerdigi, Istem 11

veya Istem 13’e gére kullan(@ icin ilag veya Istem 12 veya Istem 13'e gére antikor.

15. Istemler 12 ila 14'ten herhangi birine gore antikorun, ¢dziinir a-siniiklein iceren veya
icerdiginden slphelenilen bir biyolojik ornege eklenmesini ve antikor ile ¢ozinir a-
sindklein arasinda olusan herhangi bir kompleksin bir konsantrasyonunun saptanmashl]

ve dlglilmesini igeren, ¢ézlnlr a-sinlkleinin in vitro saptanmasbi yonelik bir yontem.

16. a-siniiklein ile iligkili bozuklugun, Parkinson hastali@l]Lewy cisimli ve/veya Lewy noritli
demans, Alzheimer hastallgI1Down sendromu, Multipl Sistem Atrofisi (MSA), Lewy cismi
patolojili diger hastalklar, Alzheimer hastallddsendromu, amiyotrofik lateral skleroz,
frontotemporal demans, Huntington hastall@llprion hastal@lICreutzfeldt Jakob hastallgl]
Gerstmann-Straussler-Scheinker  sendromu,  kuru,  élimcal  ailesel  uykusuzluk,
serebrovaskiler amiloidoz, glakom, vyasla iliskili makiler dejenerasyon, psikiyatrik
sendromlar, sizofreni ve sizofreni benzeri bozukluklardan olusan gruptan secildigi ve
bunun antikor veya fragmentinin, bir stabilize ¢dzlinlr a-siniiklein oligomerini badlad QL]
stabilize ¢dzinir a-sindklein oligomerinin a-sintikleinin stabilize olmayan bir ¢dzinir
oligomerinden bir ¢dziinmez kiimelenmis bicime daha distk bir olusum oranbk sahip
oldugu, ydntemin, bir antijenin bir insan olmayan hayvana uygulanmashl e antijene
karsClolusturulan antikorun toplanmashllicerdigi, antijenin, a-siniikleinin bir stabilize
olmayan ¢dzinir oligomerinden bir ¢dzinmez kiimelenmis bigcime, daha disuk bir olusum
oranfa sahip stabilize ¢Oziinir a-sindklein oligomeri icerdigi, a-siniiklein oligomerinin,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ila 8'den segilen bir sekansf a-siniikleinini icerdidi ve
stabilize ¢dzliniir o-sindklein oligomerin, bir protein capraz badlama maddesi ile capraz
badlanmaslyla veya bir stabilize edici maddeye badlanmaska stabilize edildidi, bir bireyde
a-sindklein ile iligkili bir bozuklugun bir baslangcInlnl geciktiriimesi igin veya tedavisi igin

bir antikorun Uretilmesine yénelik bir ydntem.
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TARIFNAME

ALFA-SINUKLEIN ILE ILISKILI BOZUKLUKLAR ICIN TERAPOTIK VE TESHIS
YONTEMLERINDE KULLANIMA YONELIK ANTIKORLAR VE ASILAR

TEKNIK ALAN

Mevcut bulus, antikorlar ile ve a-sindklein ile iliskili bozukluklar icin, érnedin Lewy cisimleri
vefveya Lewy ndritleri seklinde kiimelenmis ¢ozinmez a-sinliklein birikiminin beyinde mevcut
oldugu a-siniikleinopatiler igin terapétik ve teghis yontemlerinde kullanmmlarOle ilgilidir. Bu
bozukluklar, Parkinson hastall@XPD), Lewy cisimli demans (DLB), Alzheimer hastal ool
Lewy cismi varyant[dmultipl sistem atrofisi ve a-siniiklein patolojisi ile dider nérodejeneratif

bozukluklar gibi nérodejeneratif bozukluklarCibermekte, ancak bunlarla slrlanmamaktad(r]

Daha ayrimtllolarak, bulus, stabilize ¢ozinir o-sindkleini bagdlayan antikorlarla ilgilidir.
Stabilize ¢oziinur w-sinliklein oligomerleri, bir ¢éziinmez kiimelenmis forma a-sinikleinin
stabilize olmayan bir oligomerinden daha disiik bir olusum orannhk sahiptir. Stabilize ¢dzintr
a-sinliklein oligomeri, drnegin, bir protofibril olarak anldn, daha buyiik bir oligomer seklinde

olabilmektedir.

Bulus aynCkamanda, a-sintkleinin saptanmaslicin /7 wvitro yontemler ve Parkinson hastal @]
Lewy cisimli demans, Alzheimer hastallgnlnl Lewy cismi varyantde multipl sistem atrofisi gibi
ancak bunlarla shltlanmayan bir a-siniiklein ile iligkili bozuklugun baglang(clnln], tedavisinin

veya dnlenmesinin geciktiriimesi icin ydntemler ile ilgilidir.

ONCEKI TEKNIK

Parkinson hastall@(PD) ve Lewy cisimli demans (DLB), a-sinliklein beyin patolojisi ile

ndrodejeneratif bozukluklar@liki en yaygl 6rnegidir.

PD, en yayghl hareket bozuklugudur ve rijidite, hipokinesi, titreme ve postural instabilite ile
karakterize edilmektedir. PD'nin, diinyada yaklasklolarak dort ila altCinilyon kisiyi etkiledigine
inanhaktadlt]
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DLB, tim demanslardl %5 ila 15'ini temsil etmektedir. Unutkanldb ve genellikle dedisen
diger bunama belirtilerine ek olarak, DLB hastalarCtipik olarak, tekrar eden diismeler ve

gorsel haliisinasyonlardan muzdariptir.

a-sinlikleinin ndron hiicreleri icinde birikmesi ya, yuvarlak 10 ila 20 pum blyikliginde
eozinofilik hiyalin inklizyonlarCblan Lewy cisimlerinin ya da uzatIm(s iplik benzeri distrofik
aksonlar ve dendritler olan Lewy noritlerinin olusumuyla sonuglanmaktadlrl PD’li beyinde,
Lewy cisimleri ve Lewy noritler, siyah madde ile néron baglayan striyatumla shlflanmaktadi(rl
Bu cisimler, PD belirtilerini aclklayan, hareket ve postural iglevlerin gerceklestirilmesi igin
onemlidir. DLB’li beyinde, Lewy cisimleri ve Lewy ndritlerin yaygd birikimi, orta beyin ve
kortikal alanlarda bulunmaktad[tl

Alfa-sinliklein, temelde ndronlar@d icerisinde bulunmaktadlr]l Noron igerisinde, a-sinliklein
bluyluk 6lclide presinaptik olarak vyerlesmektedir ve dolaylslya, sinaptik aktivitenin
diizenlenmesinde bir rol oynad@tahmin edilmektedir. o-sinlkleinin (¢ ana izoformu,

belirlenmekte olup, bunlarid en uzun ve en yayghl formu, 140 amino asit icermektedir.

a-sin(ikleine ek olarak, Lewy cisimleri, ¢ok saylda molekiilden clusmakta olup, bunlardan biri,
4-hidroksi-2-nonenal (HNE), bir o, B-doymamsl hidroksialkenal (Qin ve digerleri, 2007)'dir.
HNEnin, a-siniikleini modifive edebildidi ve dolayEla a-sin{iklein oligomerizasyonunu
kolaylastbildidi /n vitro gdsterilmektedir. Ozellikle, HNE'nin, érnedin a-sindikleinin ¢ézinir
biiylik oligomerik formlarClolan, protofibrillerin olusumunu artticdl[Gl]ve stabilize ettidi
gosterilmektedir (Qin ve digerleri, 2007). Benzer sekilde, a, p-doymamisl alkenal 4-okso-2-
nonenal (ONE)'I aynOzamanda, o-siniikleini modifiye ettigi ve dolaySlyla a-siniklein
oligomerizasyonunu indiikledidi gosterilmektedir (Nasstrom ve digerleri 2009). Trostchansky
ve diderleri, Biochem. J. 393: 343-349, 2006, 4-HNE ile a-siniikleini inkiibe etmekte ve a-
sinukleinin biyolojik membranlarla birlesmesinin, proteini oksidasyondan ve nitrasyondan
korudugu ve dolaySila, agregatlar olusturabilen protein molekdllerinin olusumunu azaltt@]
sonucuna varlthaktadlcl Trostchansky ve digerleri aynCzamanda, lipit peroksidasyonu
Urlinlerinin aynCzamanda, o-sinlikleini modifiye edebildidi, «-siniiklein agregasyonu ve
patolojisinin insan ile birlikte hayvan ve hiicresel modellerinde oksidatif slreglerin
belgelenmesi igin biyo isaretler olarak gérev gérebilen yeni protein eklentileri olusturdugu
sonucuna varmaktadlr] Ayn[(lzamanda, nitratlama maddelerinin, in vivo uygunluga sahip
olabilen, ditirozin c¢apraz baglamashl indiikleyerek a-siniiklein oligomerizasyonunu

kolaylastlcabildidi /i vitro gosteriimektedir (Souza ve digerleri, 1. Biol. Chem. 275(4): 18344-
2



10

15

20

25

30

35

18349, 2000).

HNE, sistein, histidin ve lizinin yan zincirleriyle reaksiyona girerken ve modifiye ederken,
ONE, sistein, histidin, lizin ve arjininle reaksiyona girmekte ve modifiye etmektedir. Hem HNE
hem de ONE, bu yan zincirlerin yapsal ve fiziksel dzelliklerini bliylik dlglide degistirmektedir.
Dolaysivla, HNE ve ONE ya C-3 karbon ile ya aldehit grup ile ya da bunlario
kombinasyonlarlda reaksiyona girebilmektedir. Dolaylslyla, HNE, ya inter- ya da

intramolekdiler olarak proteinleri kovalent olarak modifiye edebilmektedir.

Oksidatif stres, yanll katlanm[§] a-sinlkleinin patolojik birikimi ile karakterize edilen birgok
norodejeneratif bozukluga dahil olmaktadkl Cesitli reaktif oksijen tirleri, hiicresel
membranlar veya lipoproteinler gibi lipitlerin peroksidasyonunu indiikleyebilmekte ve aynll
zamanda, poli-doymamlgl yag asitlerinden oldukca reaktif aldehitlerin  olusumuyla

sonuclanabilmektedir (Yoritaka ve digerleri, 1996).

Alzheimer hastall@ininl (AD) gdstergesi olan beyin patolojisi, ornegin amiloyit plaklar ve
norofibriler yumaklar, DLB vakalarlnl yaklaglkl %50'sinde gériilmektedir. Paralel patolojilerin
varlgininl iki farklChastall@Chdsterip gostermedigi veya her ilgili bozuklugun bir varyantinld
gosterip gostermedidi a¢Kl degildir. Bazen, bu ko-patolojilerle ilgili vakalar, AD'nin bir Lewy

cismi varyantlh sahip olan sekilde a¢klanmaktad El(Hansen ve digerleri, 1990).

Nadiren basklnl sekilde, PD ve DLBnin kallidal formlarhb, a-siniklein geninin nokta
mutasyonlar¥eya duplikasyonlarheden olabilmektedir. Patojenik mutasyonlar A30P ve AS3T
{Kruger ve digerleri, 1998) (Polymeropoulos ve digerleri, 1998) ve gen duplikasyonunun
{Chartier-Harlin ve diderleri, 2004}, familyal PD’ye neden oldugu acklanitken, bir baska «-
siniiklein mutasyonu E46K (Zarranz ve digerleri, 2004) ile birlikte a-sindk/ein geninin
triplikasyonunun (Singleton ve digerleri, 2003) ya PD ya da DLB'ye neden oldugu
belirtilmektedir.

a.-sindikiein mutasyonlarlnl patojenik sonuglarCyalnzta klsmen anlaslhaktadlel Ancak, /n
vitro veriler, A30P ve A53T mutasyonlarln, agregasyon oranmChrttcd GIngostermektedir
{Conway ve digerleri, 2000). Cok gesitli farklColusturulan o-siniiklein tlrleri, agregasyon
sirecinde olusmakta olup, timd, farklO toksik dzelliklere sahip olabilmektedir. o-
sinUkleinopatilerdeki néropatolojik dedisimlerden farklCblarak, a-sinlklein proteini seviyeleri

genellikle, etkilenmis beyin bolgelerinde artmaktadF}{Klucken ve digerleri, 2006).
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Gelismis teshis araclarye a-sindklein patolojisine sahip bir nérodejeneratif hastalkl icin bir
riskin ve/veya erken evrelerinin belirlenmesi icin yontemler icin bir ihtiyac bulunmaktadir]
Gunlmizde, halihazidla beyne biiylik bir hasar gerceklestiginde, daha ileri bir semptomatik
hastallkl evresi belirgin olmadan dnce bir klinisyenin bir hastaya teshisine yardoh etmek igin
biyokimyasal bir ydntem bulunmamaktadlr]l Dogru teshis testlerinin dnemi, yeni ve erken
evre terapétik olaslKlarChbrtaya ¢kikka daha da blylk hale gelecektir. Glnlimiizde, PD
hastalarCigin yalnzta semptomatik tedavi (6rnedin, beyindeki aktif dopamin kaybnlnl yerine
konulmaslyla) mevcuttur. DLB igin, daha da az terapotik segenek mevcuttur. Bununla birlikte,
klinisyenler, AD icin standart tedavi ile, &rnedin kolinesteraz inhibitdrleri ile, DLB hastalarinda
olas(FaydalCktkileri skikla degerlendirmektedir ancak biyik bir gelisme goriilememektedir.
o-sintikleinopatiler icin mevcut tedavi stratejilerinin  hicbiri, ilgili altta yatan hastallkl
sureclerine yonlendiriimemektedir. Ayrlch, ayn[CJzamanda, hastal@lnl ilerlemesi ve tedavi
etkilerinin izlenmesi igin bir ihtiyac bulunmaktadle]l WO 2004/041067 ve WO 2006/020581
say[lltokdmanlar, o-sinliklein beyin patolojisi bozukluklarlnl tedavisinde, a-siniklein veya
bir kismOle asl@mani veya a-sinlikleine bir antikorun pasif immunizasyonunun kullan [m Q]
ogretmektedir. WO 2004/041067 ve WO 2006/020581 saylldokimanlar aynC¥amanda, o-
siniiklein beyin patolojisi bozukluklar[flnl alternatif olarak, amiloyit-p veya bir kisim[le aslama
veya amiloyit-B'ya bir antikoru kullanarak pasif immdnizasyon ile tedavi edilebildigini
dgretmektedir. WO 2005/047860 sayllldokiiman, o-siniikleine baglanan bir monoklonal
antikor saglamakta ve oOrnedin, ELISA ile, bir 6rnekte a-siniikleinin saptanmasnda
kullan@@bilmektedir. WO 00/02053, serebrospinal svlda a-sindkleinin varli@ninl saptanmas]
icin antikorlarCkullanarak o-sindklein beyin patolojisine sahip bozukluklaril teshisinde a-
sinUkleini badlayan antikorlar@ kullanmDBgretmektedir. Ancak, asadlds ackland Glkibi,
stabilize «-sinikleinden Uuretilen antikorlar ©zellikle, a-sinidklein beyin patolojisine sahip

bozukluklar@ tedavisi icin avantajlidicive daha dnce agklanmamst(cl

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Dolaysia, a-siniiklein ile iliskili bozukluklar, drnegin Lewy cisimleri ve/veya Lewy ndritleri
seklinde kimelenmis ¢6ziinmez «a-sinliklein birikiminin beyinde mevcut oldugu o-
siniikleinopatiler icin terapdtik vefveya teshis ydntemlerinde kullanim icin antikorlarnl
saglanmasCimevcut bulusun bir amacldlr] Bu bozukluklar, Parkinson hastall§{PD), Lewy
cisimli demans (DLB), Alzheimer hastall@lnlnl Lewy cismi varyant[dmultipl sistem atrofisi gibi

bir veya daha fazla ndrodejeneratif bozukluk ve u-siniiklein patolojisi ile diger ndérodejeneratif
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bozukluklarGOkermektedir ancak bunlarla sltlanmamaktadicl

Bir yapldndlmnada, bulus, bir bireyde bir a-siniiklein ile iligkili bozuklugun tedavisinde
kullan[m icin ve/veya baslangkcInlnl geciktiriimesi igin bir ilag ile ilgili olup, a-sintklein ile iligkili
bozukluk, Parkinson hastal@l, JLewy cisimli ve/veya Lewy néritli demans, Alzheimer hastalGL]
Down sendromu, Multipl Sistem atrofisi (MSA), Lewy cismi patolojili dider hastalKlar,
Alzheimer hastal@O sendromu, amiyotrofik lateral skleroz, frontotemporal demans,
Huntington hastalG] prion hastall@l] Creutzfeldt Jakob hastal@] Gerstmann-Straussler-
Scheinker sendromu, kuru, fatal familyal uykusuzluk, serebrovaskiiler amilodioz, glakom,
yasla iliskili makuler dejenerasyon, psikiyatrik sendromlar, sizofreni ve sizofreni benzeri
bozukluklardan olusan gruptan segilmektedir, ilag, bir stabilize g¢ozlinir a-sintklein
oligomerden Uretilen ve bir stabilize gbziinir a-siniiklein oligomeri bagdlayabilen bir antikor
icermektedir, stabilize ¢dzlnir a-sindklein oligomeri, ¢dzinemez bir kiimelenmis forma, a-
sindikleinin stabilize olmayan c¢ozinir oligomerinden daha disik bir formasyon oranlnh
sahiptir, burada, o-siniiklein oligomeri SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ila 8den segilen bir
sekansl a-sindkleinini icermektedir ve stabilize ¢dzlnlr o-sinldklein oligomeri, bir proteini
capraz badlama maddesi ile capraz badlayarak veya bir stabilize edici maddeye badlayarak

stabilize edilmektedir.

Bir baska yapl@nd[tinada, bulus, bir stabilize ¢dziinlir a-siniiklein oligomerini bagdlayabilen bir
antikor ile ilgili olup, stabilize ¢dziinlr a-sinliklein oligomeri, bir ¢dziinmez kiimelenmis forma,
a-sin(kleinin bir stabilize olmayan ¢&zUnir oligomerinden daha disik bir formasyon oranlna
sahiptir, burada antikor, stabilize ¢6zUnur a-sintiklein oligomerinden uretilmektedir, stabilize
¢dzinlir a-siniiklein oligomeri, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ila 8'den secilen bir sekanshl a-
sintikleinini icermektedir ve stabilize ¢dzlinlr a-siniklein oligomeri, bir proteini gapraz
baglama maddesi ile gapraz baglayarak veya bir stabilize edici maddeye baglayarak stabilize

edilmektedir.

Bir baska yapl@ndtinada, bulus, bir bireyde bir a-sindklein ile iliskili bozuklugun baslangcInlinl
geciktirilmesi icin ve/veya tedavisi icin bir antikor lretim ydntemi ile ilgili olup, a-sinliklein ile
iligkili bozukluk, Parkinson hastall@ldLewy cisimli ve/veya Lewy ndritli demans, Alzheimer
hastal@[J Down sendromu, Multipl Sistem atrofisi (MSA), Lewy cismi patolojili dider
hastalKlar, Alzheimer hastall@3endromu, amiyotrofik lateral skleroz, frontotemporal demans,
Huntington hastal@l] prion hastal@1 Creutzfeldt Jakob hastall@l] Gerstmann-Straussler-
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Scheinker sendromu, kuru, fatal familyal uykusuzluk, serebrovaskiler amiloidoz, glakom,
yagla iliskili makiler dejenerasyonu, psikiyatrik sendromlar, sizofreni ve sizofreni benzeri
bozukluklardan olusan gruptan segilmektedir ve burada antikor veya bir kism[lbir stabilize
¢Ozunlr o-sinliklein oligomeri baglamaktadlr) stabilize ¢dzlnir a-sinliklein oligomeri,
¢oziinemez bir kiimelenmis forma, a-sinlikleinin stabilize olmayan ¢&zlnir oligomerinden
daha disik bir formasyon oranlii sahiptir. Yontem, bir antijenin insan olmayan bir hayvana
uygulanmashlre antijene karsCblusturulan antikorun toplanmashlicermekte olup, antijen,
gdziinemez bir kiimelenmis forma, a-sinikleinin stabilize olmayan ¢oziinir oligomerinden
daha disik bir formasyon oranloh sahip olan bir stabilize ¢6ziinlr o-sinlklein oligomeri
icermektedir, burada a-siniiklein oligomeri SEKANS KIMLIK NUMARASTI: 1 ila 8'den secilen bir
sekansl a-sindkleinini icermektedir ve stabilize ¢dzinlr o-sindklein oligomeri, bir proteini
capraz baglama maddesi ile capraz badlayarak veya bir stabilize edici maddeye badlayarak

stabilize edilmektedir.

Bulusun antikoru, buluga gére bir antikor ve insan ve/veya veteriner kullanlmCkin farmasétik
olarak kabul edilebilen, antibakteriyel maddeler, yardithcCimaddeleri tamponlar, tuzlar, pH
duzenleyicileri, deterjanlar ve bunlarld herhangi bir kombinasyonundan olusan gruptan
secilen bir veya daha fazla vyardlbhc[dmadde iceren, bir antikor bilesimi gseklinde

saglanabilmektedir.

Bulusun antikorlar[Jsaptama ydntemlerinde kullanldbilmektedir. Bir yaplandlrinada, bulus,
¢OzUndr a-sinliklein iceren veya igerdigi dislnilen bir biyolojik drnede bulusa gdre bir
antikorun eklenmesini ve antikor ve ¢dzlinlr a-sindklein arasida olusturulan herhangi bir
kompleksin bir konsantrasyonunun saptanmashlVe &l¢limesini igeren, /i vitro ¢ozinir «-
sindkleinin saptanmasCicin bir yontem sadlamaktadd «-siniiklein oligomerleri, antikorun,
saptanabilir bir isaret ile etiketlendigi, ¢ozinir a-sinlklein tasd@TdGsindlen bir bireye
bulusa gére bir antikorun uygulanmaslyla ve isaretin saptanmaslyla antikor ve ¢dzlnir o-
sintiklein arasda olusturulan herhangi bir kompleksin varl@nA belilenmesiyle in vivo
saptanabilmektedir.

Bulusun antikorlar[¥e yéntemleri, a-sintiklein ile iligkili bozukluklar ile ilgili tanishl ve terapétik
teknikler i¢in avantajld] Bulusun ek yaplandnalarOve yonleri, AyrkIDAc¢klamada

agklanmaktadlrlve bulusun avantajlar(burada anlasFlolacaktlr]
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SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulus ayrlch, sekillere gore a¢klanmaktad[r) burada:

Sekil 1, Ornek 1'de acKand@hibi, bir ThT (Tiyoflavin T) testi ile odlctldigi gibi -
sinukleinin yabani tipinin ve mutasyona udras formlarlnl agregasyon oranlarinl bir
karsl3stirinasml] gdstermektedir. Tiyoflavin T, a-sinlkleinin kimelenmis formlarb,
ornegin B-yaprak yaplnk baglanan bir reaktiftir. FarklTa-sintklein tirleri, asagidaki
agregasyon egilimini agklamaktadi E46K > A30P/A53T > A53T > wt (yabani tip) >
A30P. Dolaylslyla en hEzllkiimelesen o-sinliklein tlir(i E46K olurken, A30P mutant, yabani
tip a-sintklein icin clandan daha yavas bir agregasyon oran(3ergilemektedir.

Sekil 2A, 24 ve 41 saat inklbe edilen a-sinliklein E46K preparatlarfle tedavi edilen insan
embriyonik bobrek (HEK-293) hiicreleri arasida disiik bir sag kallm[gostermektedir.
Yaklaslkd olarak 24 saat inkibe edilen o-siniiklein E46K preparatlden ylksek toksisiteyi
gostermektedir. Inkiibe edilmemis (zaman sEE) a-siniiklein HEK293 hiicrelerine
eklendidinde, toksik etki gozlenmemektedir. Sekil 2B, 24 saat inkiibasyondan sonra orta
dereceli ThT sinyalleri sergileyen a-sinliklein E46K preparatmléstermektedir, érnedin,
fibrilizasyon derecesi ortadlr]l Aksine, a-sinukleinin fibriler formlarCgeren ve yiksek bir
ThT sinyali sergileyen 41 saat inkiibe edilen 6rnekler, neredeyse hi¢ toksik etki
gdstermemektedir.

Sekil 3, hiicrelere ekzojen olarak eklenen ve 48 s inkiibe edilen ONE- ve HNE-stabilize wt
a-sinuklein protofibrilleri/oligomerleri ile tedavi edilen insan embriyonik bébrek (HEK-293)
hiicreleri arashda diisiik bir sad kallm gostermektedir. Kontrol yiizdesi olarak, hiicre sag
kallmida bliylk bir artls) 3 pM ONE-modifiye a-sintiklein (p<0,001} islenen hiicreler ve 3
1M HNE-modifiye a-siniiklein (p<0.0001) islenen hcreler igin saptanmaktadlt]l Veriler,
arag kontrol ylizdesi olarak ifade edilmekte ve (¢ ayr[deney icin £ SEM ortalama degeri
gdstermektedir.

Sekil 4, HNE ve a-siniklein arasida 30:1’lik bir stokiyometri kullanarak 20 saat 37°C'de
inkiibe edilen bir HNE-modifiye a-siniiklein preparatid bir SEC-HPLC kromatogram o]
gostermektedir. 19 dk'da (PfO) ayrlshn, ana tepe noktasl] a-sindklein ¢ozindr
protofibrilleri/oligomerlerine karsllkl gelmektedir. 37 dk'da (M) ayr(shn ikinci tepe noktas[]
monomerik a-sindkleine karsllkl gelmektedir.

Sekil 5, ONE ve ¢-siniiklein arasinda 30:1lik bir stokiyometri kullanarak 20 saat 37 °C'de
inkibe edilen ONE modifiye yabani tip wo-sinikleinin bir SEC-HPLC kromatograminl]
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gdstermektedir. Bir ana tepe noktas(P/0), 19 dk'da gdzlenmekte ve coziinir a-sindklein
protofibrilleri/cligomerlerine karglkl gelmektedir. 37 dk'da (M) ayrigbn ve a-sintklein
monomerlerine karslklgelen bir ek tepe noktasCgdzlenmektedir.

Sekil 6, HNE ile modifiye izole ¢dziiniir a-sinliklein protofibril/oligomerinin bir atomik
kuvvet mikroskopisi (AFM) gériintiisiinii gstermektedir. Ornek olarak, bir ici bos cekirdek
ve vyaklasKkl 50-300 nm’lik bir capa sahip olan bir halka benzeri yaplsergileyen
protofibriller/oligomerler gdzlenmektedir. Olgek cubugu 100 nm'yi gostermektedir.

Sekil 7, ONE ile modifive izole ¢oziinir a-sinliklein protofibrilleri/oligomerlerinin bir AFM
analizini gostermektedir. Tipik bir 6rnekte, bir amorf gérinim ve yaklaskl 30-150 nm’lik
bir capa sahip protofibriller/oligomerler gozlenmektedir. Olcek cubugu 100 nm'yi
gbstermektedir.

Sekil 8, HNE-modifiye dogal tip insan a-siniikleininin ¢dzliniir bir protofibril/oligomer
preparatiyla bagGIklCbir fareden serumda (1/10000-1/270000 seyreltme) bir ELISA'y[]
gdstermektedir. HNE-modifiye a-siniiklein protofibrilleri/oligomerlerini tanlyan antikorlar,
serumda saptanmaktadlr]

Sekil 9, ONE-modifiye dodal tip e-siniiklein protofibrilleri/oligomerleri ile bad Kl Cbir
fareden serumda (1/10000-1/300000 seyreltme) bir dolaylCELISA'yChostermektedir. o-
sintiklein protofibrilleri/oligomerlerini tankhn antikorlar serumda saptanmaktaditl

Sekil 10, bir a-sindklein protofibril reaktif monoklonal antikorun bir ELISA’sl]
gostermektedir.  Pozitif bir sinyal, ONE-modifiye vyabani tip a-siniklein
protofibrillerifoligomerleri antijen olarak kullanld@lnda 40:2 hibridomdan hiicre ortamninl

g seyreltisinin de timd ile (1/9, 1/27 ve 1/82) elde edilmektedir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Mevcut bulug, Parkinson hastall@{PD), Lewy cisimli demans (DLB), Alzheimer hastallGihfl
Lewy cismi varyant[d multipl sistem atrofisi {(MSA) ve a-siniklein patolojisi ile diger
ndrodejeneratif bozukluklardan biri veya daha fazlas[gibi a-siniiklein ile iliskili bozukluklar(nl
teshisi ve micadelesi igin (baslanglcinlnl geciktirilimesi, tedavisi ve/veya onlenmesi dahil
olmak Uzere) gesitli yontemlerde kullann igin antikorlar (pasif immiinizasyon) sadlamaktad|(r]
Ayrich, antikorlar, Alzheimer hastal@ld Down sendromu, amiyotrofik lateral skleroz,
frontotemporal demans, Huntington hastall@l,] prion hastal @] Creutzfeldt Jakob hastallgl]
Gerstmann-Straussler-Scheinker sendromu, kuru, fatal familyal uykusuzluk, serebrovaskiiler
amiloidoz, glakom, vyagsla iliskili makiler dejenerasyon, psikiyatrik sendromlar, sizofreni ve

sizofreni benzeri bozukluklar gibi diger noérodejeneratif bozukluklari baslanglclninl
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geciktirilmesi, tedavisi ve/veya dnlenmesinde kullanldbilmektedir. Antikorlar aynCzamanda,
digerlerinin arasinbia, tansal, takip veya terapi amaclar(digin saptama yontemlerinde
kullanlabilmektedir.

a-sindkleinopatilerde ana patoloji intraselller olup, immdn terapdtik yaklagima bir engel
olusturmaktadltl Ancak, aktif olarak indiiklenen veya pasif olarak uygulanan antikorlar@ bir
boliimiindn, hedef antijenlerini de intranéronal olarak baglayabilmesi olasMdlt] Ayrich hem
plazmada hem de serebrospinal siida o-siniikleinin belirlenmesi (El-Agnaf ve digerleri,
2006), proteinin, yalnzta noronlar igerisinde bulunmad@nl] gostermektedir. Teoriyle
shiffand(fithaksZIn], ekstraselliler o-sinilkleinin azaltlthasl] intraseliler ve ekstraseliiler
protein havuzlarChrasbdaki dengeyi kaydtabilmekte ve ayn[zamanda dusik intraselller o-
sintiklein ile sonuglanabilmektedir. Kanl) ¢bzeltideki a-siniikleinin, selliler membrandaki lipit
cift katmanlarlnk girebildidini ve dolaySlyla, igsellestiriimis veya hiicre dislih atlh[s hale
gelebildidini gostermektedir. Son olarak, a-sinikleinin ayn[fzamanda, ekstraseliiler alana

toksik etkiler uygulayabildigi géz ardC&dilememektedir.

Mevcut bulus, a-sindkleinin stabilize ¢tziinir oligomerlerinin kullanmibb dayanmaktadit]
insan o-siniiklein monomerlerinin molekiiler agMGL] 14 kDa'dE]l iki veya daha fazla o-
siniiklein monomeri kiimelenebilmekte ve gok cesitli molekiiler agdKlarla ¢oziinlir a-sintiklein
protofibrilleri/oligomerleri olusturabilmektedir. Baskl bir oligomer, yaklaskl 2000 kD’lik bir
molekiler agliga sahiptir ve bir protofibril olarak anlihaktad®tl Ancak, bu ¢ozinir a-
sinliklein  formlar[d stabil dedildir ve spontane bir sekilde g¢6ziinmez fibrillere
polimerlesmektedir. Mevcut bulus, a-sintikleinin ¢ozinlr oligomerik formlarblstabilize
etmekte ve antikor gelisimi igin, tercihen oldukga arfloh(sl formda, stabilize ¢oziindr
oligomerleri izole etmektedir. Mevcut bulusa goére stabilize ¢bziinlr a-siniiklein oligomerleri,
bir ¢ozlinemez kiimelenmis forma, 6rnegin fibrillere, «-siniikleinin stabilize olmayan bir
oligomerinden daha duslk bir formasyon oranllsergilemektedir. Bu formlar, yiksek bir

toksisite sergilediginden, ¢zel bir ilgiye sahiptir.

Bulus, a-sindkleinin ¢esitli formlar@l kullanmaktadlel Bulusta kullanl@n  a-sinilklein
oligomerleri ya sentetik ya da yabani tip insan a-sintikleini (SEKANS KIMLIK NUMARASI:1)
veya sekanslarCJSEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 ila 8'de a¢Klanan mutasyona ugramig]
formu(lar(] icermektedir. Insan a-siniikleininin bu mutasyona ugram@ formlarCdilgili
mutasyonlara sahiptir A30P (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2), E46K (SEKANS KIMLIK
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NUMARASI: 3), A53T (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4), A30P/E46K (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 5), A30P/A53T (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6), E46K /A53T {SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 7) ve A30P/ E46K /A53T (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8).

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH GVATVAEKTK
EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMPVDP
DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAP GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH
GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA
SEKANS KiMLIK NUMARASI: 3
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKKGVVH
GVATVAEKTK EQVTNVGGAY VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH
GVTTVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAP GKTKEGVLYV GSKTKKGVVH
GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL

GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6
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MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAP GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH
GVTTVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7
MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKKGVVH
GVTTVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8

MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAP GKTKEGVLYV GSKTKKGVVH
GVTTVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSTAA ATGFVKKDQL
GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

Ayrich, vyabani tipdeki sekansldan sapan sekanslarla, dider o-siniiklein formlar(]
kullan@@bilmektedir. Ornek olarak, yabani tip a-siniklein, érnedin bolgesel yonlendirilmis

mutagenez aracllfiyla, Ser/Ala’y(ys ile dedistirerek modifiye edilebilmektedir. Bunun bir

ornedi, Chang, US 2006/0018918 A1 sayllIpatent dokiimanarafiodan agkKlanmaktadlr]

Ayrlch, o-sinliklein proteininin N-terminali, orta bolimu ve/veya C-terminalinden fragmentler,
stabilize «-sinliklein oligomerlerinin yaplaslCikin de kullan@@bilmektedir. Ayrich, 1-10, 1-25,
1-35, 1-45, 1-79 veya 1-95 uzunlukla amino asitlerle, yabani tip veya mutant a-sinlklein
fragmentleri, oligomerlerin yapImasLigin herhangi bir kembinasyonda kullanl@bilmektedir. Bu
peptitler, 1-95, 61-140, 95-140, 95-130, 95-120, 90-100, 100-110, 110-120, 120-130 ve 130-
140 amino asit sekans[kayslnh karsllkl gelebilmektedir ancak bunlarla shldanmamaktad(c]
Fragmentler aynlzamanda, tam uzunluklu o-sinliklein ile kombine edilebilmektedir.
Fragmentler aynC] zamanda, oligomerleri yapmadan &nce dallandifldbilmekte veya
dolastrIabilmektedir.

Rekombinant proteinin veya sentetik peptitlerin kullanlmasihb ek olarak, a-sintklein
dogrudan, o-sinlikleinopatilere sahip vakalardan post mortem otopsi yaplIhsl insan beyin
dokusunda mevcut olan Lewy cisimlerinden tiretilebilmektedir. Hem ¢6zinir (6rnegin, Tris-
tamponlu tuz ¢ozeltisinde ¢ozlinlir preparatlar) hem de ¢dziinmez (6rnedin, Tris-tamponlu tuz
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¢Ozeltisinde c¢dzlinmez preparatlar) a-sindklein ksimlarCartmaktadlr]l Bu érnek preparatlar(d
farelere ya enjekte edilmekte ya da enjeksiyondan dnce kromatografik yontemlerle parcalara
ayrlithaktadlcl Olusturulan antikorlar, burada daha ayribk[blarak agkland@hibi bir pasif
aslldma semaslnda veya tan(sal imminolojik testlerde hastalar(nl tedavisi igin kullanIfhaktad(r]

Alternatif olarak, a-sinlklein, Lewy cisimlerinin gérintilendidi ve hedeflendigi
immuinohistokimya ve lazer vyakalama mikroskopisinin kombinasyonu ile izole
edilebilmektedir. Ornek olarak, Lewy cismi iceren néronlar, lazer yakalama mikroskopisi ve
denistirmeyen jel sistemlerinin kombine kullanmOle o-sindklein iceren post mortem beyin
dokusundan elde edilmektedir. Bu uygulama igin, a-siniklein tlrleri, poliakrilamit jelinden
ekstrakte edilmektedir (bak@Z Ornek 3). Daha ayr@tMIblarak, kromatografik yéntemleri ve
denistirmeyen jel sistemlerini kullanarak, a-sindklein, vyakalanan doku malzemesinden
arltImakta ve monoklonal antikorlar(nl tiretimi igin farelere enjekte edilen antijenik preparatlar
olarak kullanlthaktadt] Bu yaklasinhla, farelerde gok farklCbir badKIkIKl saglaylcl yanflelde
edilmekte olup, ¢ok farklChntijen afiniteleri ve ozellikleri ile antikorlar olusturmaktadle]l Son
yontem kullanId@indaki farklCyanEa ragmen, bu yaklash, sentetik a-sindkleini hedefleyen
antikorlarla hedeflenmesi mimkiin clmayan, Parkinson hastalarinlnl (Lewy cisimleri} beyninde
bulunan bir a-siniiklein oligomeri yapElhedeflendiginde, avantajlColabilmektedir. Bu fareler,

a-sinliklein oligomere §zel monoklonal antikorlariolnl elde edilmesi igin kullanl3bilmektedir.

Ayrlch, farelerin bagslklandFlimase monoklonal antikor geligimi icin kullanl@dcak q-sinliklein
aynzamanda, sadlKIO bireylerden veya a-sinlikleinopatilere sahip hastalardan kan,
serebrospinal s idrar veya tlklrik gibi biyolojik dokulardan veya skldrdan izole

edilebilmektedir.

Coziinir oligomerik formdaki a-sindkleinin stabilizasyonu, ya bir protein capraz badlama
maddesi ile o-sintiklein oligomerini capraz badlayarak ya da bir stabilize edici maddeye «-
siniiklein oligomerini bagdlayarak, yapsal modifikasyonla tamamlanmaktadF] Stabilize edici
madde, gézlinmez fibril yapklnh agregasyonun énlenecegdi sekilde ¢oziiniir oligomerik formu
stabilize etmektedir. Ozel bir yap[AndEnada, ¢éziinir oligomer, bir protofibrildir ve daha &zel
bir yapl@ndlrinada, protofibril, yaklaslk] 2000 kD veya daha fazla bir molekiiler agdiga
sahiptir.

Ozel bir yapl@ndlinada, stabilize edici madde, bir hidrofobik organik maddedir. Cesitli
yapl@ndimnalarda, hidrofobik organik madde, bir doymus, doymamslveya coklu doymamlsl
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yag aside veya bunlar tirevini veya herhangi bir kombinasyonunu, érnedin herhangi ikisi
veya daha fazlasiinl bir kombinasyonunu igermektedir. Diger yaplandlrinalarda, hidrofobik
organik madde bir reaktif aldehit icermektedir. Aldehit, érnek olarak, bir o, B-doymamigl
aldehit gibi, bir alkenal olabilmektedir. Uygun reaktif aldehitler, 4-hidroksi-2-nonenal, 4-okso-
2-nonenal (ONE), malondialdehit ve akrolein icermekte ancak bunlarla sinlflanmamaktadir]
Aldehit aynZamanda, aldehit gruplarlCbadlayan 2-25 karbon atomluk bir mono veya ¢oklu
doymamislkarbon zincirine sahip olan bir dialdehit olabilmektedir. Hidrofobik organik madde,
cbziinmez fibril yapElna agregasyonun onlenecegi sekilde, ¢dziiniir oligomer yaplsnl3tabilize

etmektedir.

Bir baska yapl@dndinada, a-sindklein, ivonik olmayan ve zwitteriyonik deterjanlar gibi ancak
bunlarla shiflatnmayan hidrofobik deterjanlarla modifiye edilebilmektedir. Bu deterjanlar(nl
ornekleri, Triton X-100 (polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbiitil)-fenileter), Tween-20
(Polioksietilen (20} sorbitan monolorat), Tween-80 (Polioksietilen (20) sorbitan monooleat)
ve Brij deterjanlarYag alkollerinin Polioksietilen eterleri) gibi iyonik olmayan deterjanlarCye
CHAPS  (3-[(3-kolamidopropil)  dimetilamonyo]-1-propansiilfonat) gibi  zwitteriyonik

deterjanlarCicermekte ancak bunlarla shlrlanmamaktadlrl

Diger uygun dengeleyici maddeler, 6rnekleri, kolat, deoksikolat ve taurckolat ve bunlard
herhangi bir kombinasyonunu iceren ancak bunlarla shlflanmayan safra asidi tlrevlerini

icermektedir.

Dengeleyici madde aynlJzamanda, &rnekleri, trigliseritler, fosfolipitler, sfingolipitler,
gangliyozidler, kolesterol, kolesterol-esterler, uzun zincirli (6rnedin yaklaskl 6 ila 30 karbon
atomu igeren) alkoller ve yukarldaki maddelerin herhangi bir kombinasyonunu igeren ancak

bunlarla shltlanmayan, dogal biyolcjik molekiller grubundan secilebilmektedir.

Stabilizasyon aynClzamanda, distksinimidil tartrat, bis-silfostksinidimil suberimidat, 3,3-
ditiyobis-silfostksinimidil propiyonat ve bunlarid herhangi bir kombinasyonu gibi ancak
bunlarla shltlanmayan protein capraz baglama maddelerini kullanarak

gerceklestirilebilmektedir.

Bir baska yaplandlinada, stabilize ¢bziinlir a-sinliklein oligomeri, bir stabilize edici madde

olarak 1-alfa-hidroksi-sekosterol icermektedir.
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Stabilize edici maddeler, stabilize ¢dzintr oligomerlerin olusturulmasOcin, capraz badlama
ile, o-sintklein monomerleri ve/veya oligomerlerine veya bunlard kombinasyonuna
baglanabilmektedir. Ornek olarak, HNE vefveya ONE gibi bir reaktif aldehit, aldehit grup veya
bir cift bag veya her ikisi ile oligpmerlere baglanabilmektedir. Bu sonra, oligomerlerin capraz
baglanmaslyla sonucglanmaktadlrl HNE, &rnedin, oligomerlerin histidinlerine ve lizinlerine
kovalent olarak badlanabilmektedir. Benzer sekilde, ONE, histidinlere ve lizinlere kovalent
olarak baglanabilmektedir. Aldehitler, bir Schiff baz[@raclflyla lizine baglanabilmektedir veya
bir histidin, bir doymamls] karbon zincirinde bir cift bagln karbon atomunda bir niikleofilik
atak ile badlanabilmektedir. Stabilize edici madde, 6rnedin, HNE ve ONE gibi bir reaktif
aldehit ve g-sindklein arasidaki stokiyometri, 2:1 ila 50:1 veya daha yuksek bir genis
aralkta degisebilmektedir. Ozel bir yapBndinada, 20:1in lzerindeki, &rnedin 25:1, 30:1,
35:1, 40:1, 45:1, 50:1 ve hatta daha yiliksek HNE modifikasyon degerleri, istenen sekilde
yliksek protofibril formasyonu ile bir driin saglamaktad[r] Ayrich, ONE ile, daha da dusiik bir
oran, érnegdin, 5:1, 6érnegin 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1, 35:1, 40:1, 45:1, 50:1 ve hatta
daha ylksek, kullanI3bilmektedir.

Aksi belirtilmedikge, yukarlda bahsedilen stabilize edici maddelerin timu, a-sinikleine
badlanarak stabilize edici etkisini uygulamaktadlfl ve stabilize edici reaksiyon, 6rnegin,
orneklerde gésterildigi gibi, inkiibasyonla gergeklestirilebilmektedir. Stabilize edici madde ayn[]

zamanda, istendidi gibi iki veya daha fazlaslnl kombinasyonunda kullan@@bilmektedir.

Bulusun yine bir baska yaplandltnasioda, stabilize ¢oziinilir a-sinliklein oligomerleri, bir veya
daha fazla B-amiloyit (AB), tau veya fosfo-tau icerebilmektedir. Bu w¢-sinliklein oligomerleri, -
amiloyit (AB) oligomerleri, 6rnegin AR40 ve/veya AR42'den yaplan protofibrillerle a-sinlklein
oligomerlerini kombine ederek yaplabilmektedir. Bulusun yine bir baska yapl@ndiinashda,
bu a-sinliklein oligomerleri, a-sinliklein oligomerlerini herhangi bir kombinasyonda p-amiloyit
protofibrilleri ve tau ve/veya fosfo-tau ile birlestirerek vyaplabilmektedir. Bir bagka
yapldndlrinada, bu a-siniiklein oligomerleri, a-sintkleinin ayrCayrCionomerleri, AB40, AB42,
tau vefveya fosfo-taunun herhangi bir kombinasyonunu birlestirerek, bu proteinleri oligomer
formlarmda herhangi bir kombinasyonda birlestirerek veya herhangi bir oligomeri
monomerlerle birlestirerek yaplhaktadlr]l Bu karlsInlar, ek bilesenlerin, drnegdin Alzheimer
hastal@nlnl Lewy cismi varyantOgibi ancak bununla shlflanmayan demanslChastalarda
bulunmaskyla ve dolaylsiyla, bu bozukluklarlnl antikoru veya as[iedavisi igin terapdtik olarak
onemli neo-epitoplarOsadlamashda avantajlldid (Tsigelny ve diderleri 2008). Bir baska
avantaj, ek hilesenlerin, a-sintklein protofibrillerinin/oligomerlerinin stabilitesini arttirmas(dir]
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Burada kullanId@yibi izole terimi, a-sinliklein monomeri ve reaksiyona girmemis stabilize
edici maddeyi iceren, hazlflama arac[]tepkimeye giren madde ve benzerinden ayrldn

stabilize ¢dzUnlr a-sindklein oligomerine karsIkl gelmektedir.

Bulus, stabilize ¢ozlinlir a-siniiklein oligomerlerini baglayan antikorlarla ilgilidir. Stabilize
c¢ozunur a-sinuklein  oligomeri, bu antikorlar@ Uretilmesi igin bir antijen olarak
kullanhaktadltlve o-sinlikleinin toksik formlarlb kars[Cbzel antikorlaril gelisimini optimize
etmektedir. Bu yontemlerde, antijen, bir insan olmayan hayvana uygulanmaktadltlve soz
konusu antijene kars(iretilen antikorlar toplanmaktad[c] Terapdtik etkinin maksimize edilmesi
amaclyla, mevcut bulusa gore stabilize o-sinlklein antijenine karsUyukselen antikorlar,
viicutta bulunan ¢ozinir a-sindkleinin dogal formlarinh, ¢zellikle protofibriller dahil olmak
tzere kimelenmis c¢ozinir formlarbi karsld ancak aynOzamanda c¢Ozlnir o-siniklein
monomerine karsCyliksek bir reaktiviteye sahiptir., Bu antikorlarll secilmesinin bir yolu, ilk
olarak modifiye ve stabilize a-siniikleini {6zellikle oligomerler ve spesifik olarak protofibriller)
iyi baglayan antikorlarnl taranmas¥e sonra, bu antikorlar arasinida yabani tip a-siniikleine iyi

baglanan antikorlarnl taranmas(dir]

Elde edilen antikorlar, a-sindklein fibrillere toplanmadan 6nce, stabilize ¢ozliniir a-sintiklein
oligomerlerini ve o&zellikle g¢6ziinir o-sinlikleini baglayan, monoklonal veya poliklonal
antikorlar veya bunlar@ aktif fragmentleri olabilmektedir. Ozel yapl@nd(inalarda, stabilize
¢bzunlr a-siniiklein oligomeri antijeni, monoklonal veya poliklonal antikorlarlnl veya aktif
fragmentlerin Gretilmesi ve/veya gelismesi icin hibridom teknolojisi, faj gorintileme, ribozom
gdrintlileme, memeli hiicresi gorintileme ve bakteriyel gorintileme gibi yéntemlerde
kullandbilmektedir. Daha ayrintIIdlarak, monoklonal a-sindklein antikorlarlnl olusumu igin,
hibridom tekni§i ve/veya faj goriintiileme, ribozom gdérlintlileme, memeli hicresi
gorintiileme veya bakteriyel goriintiileme gibi bir geleneksel teknik kullanTabilmektedir. Bu
antikorlar, fare, hamster veya sichn gibi kemirgenlerde iretilebilmektedir. Olusturuldugunda,
klenlar, ilgili antijen spesifiteleri igin izole edilmekte ve taranmaktadlcl Tarama igin, iki prensip
kullanItaktad(cl Tk clarak, antikorlar, arflih(sl  a-sinliklein monomerleri,
protofibriller/oligomerler ve fibrillere karsO incelenmektedir. a-siniikleinin  bu farkl]
konformasyon formlar(Jstabilize ¢6zGnir a-sindklein oligomeri, érnek olarak, HNE-maodifiye
vefveya ONE-modifiye a-sindkleini inkiibe ederek ve daha sonra, HPLC ile aylrdrak veya bir

santrifiij filtre cihaz[kullanarak yapl@bilmektedir. Fibriller, 5.000 x g'nin (izerinde inklibasycn
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karEM AL santrifiijlenmesi ile izole edilebilmektedir (bak@z Ornek 1). Tarama, bir enzime
bagl[bagSKIK testi (ELISA) ile veya benzer yontemlerle yap@bilmektedir. Ikinci olarak,
antikorlar, Lewy cisimleri ve Lewy noritleri iceren, a-siniiklein transgenik hayvanlar ve/veya

patojenik insan beyni doku kesitlerinden doku dilimlerinde degerlendiriimektedir.

Ek yaplandiinalarda, antikorlar, monomerik veya kimelenmis ¢6zlinir a-sindkleinin
mutasyona udramls] veya yabani tipte veya herhangi bir kombinasyonunda hem modifiye

hem de stabilize ile birlikte, modifiye edilmemis a-sinlklein ile reaksiyona sokulmaktadIt]

Bir yaplandlinada, bulusa gore antikor, dzellikle, ¢-sin(iklein monomerlerine ve ¢éziinmez
fibrillere badlanma gicline kbbsla, ¢ozunlir a-sinliklein oligomerlerine ve daha o6zel bir
yvaplandmada, a-sinlklein protofibrillerine daha ylksek badlanma glicline sahiptir. Daha
spesifik bir yaplandlinada, a-sinlklein monomerlerine klybsla alfa-sinlklein protofibrilleri icin
badlanma glici (ICsp), 6rnek olarak, yaklasKlolarak 1:50 ila 2000 aral§ndad[] Bir baska ozel
yaplandlrinada, alfa-siniikleine kiyhsla a-sinliklein protofibrilleri icin badlanma glici (ICsq),
ornek olarak, yaklask1:2 ila 2000 aral@ndad[rl

Antikor, insan hastalarda antijenligin azaltIthasCicin insan, insanlastfh(s] veya modifiye
olabilmektedir. Antijenligin azaltmasCbrnek olarak, antikorun T-hiicresi epitoplarlCmodifiye
ederek veya ortadan kaldarak yap@@bilmektedir. Bir yaplandiada, antikor, IgG shlflidan
veya daha tercih edilen sekilde IgG1 veya IgG4 alt sinlflhdan (insan antikoru) segilmektedir.

Ek vyapl@ndlrinalarda, antikor ayn(zamanda, dlsik kompleman aktivitesine ve/veya
degistirilmis Fc reseptérii baglama &zelliklerine sahip olabilmektedir. Bu, 6rnek olarak, agl]
zincirin (insan) amino asit sekansininl 297, 322 veya 331 konumlarinda antikorun Fc parcasinil ]
veya Omek olarak fare IgG’sindeki ilgili amino asitleri mutasyona udratarak elde
edilebilmektedir. Duslk kompleman aktivitesi aynCJzamanda, antikoru enzimatik olarak
deglikosile ederek veya teknikte bilinen tekniklere gére, baska araclarla elde edilebilmektedir.
Antikorun degistirilmis Fc reseptori baglama 6zellikleri, glikoproteine baglanan oligosakkarit
yvapl3rinedistirerek elde edilebilmektedir (Jeffries, Nature, 2009, 8: 226-234). Antikor,
ornegin, kan beyin bariyerine girisinin ve néronal hiicre almmbinl arttifirhasCigin, Grnedin
F(ab), F(ab)2 ve DiFabody'den secilen bir Fab fragmenti veya érnegin, scFv-Fc ve scFab’'dan
secilen bir tek zincirli antikor olabilmektedir. Dolayislyla, burada kullanId[@ibi antikorun,

antijen veya aktif bir fragmentten olusan bir tam uzunluklu proteine karskl geldigi agktl

16



10

15

20

25

30

35

Daha 0Ozel yapl@ndIlrinalarda, o-sinlklein oligomeri, SEC-HPLC ile ayristirlihakta ve izole
edilmektedir.  Fraksiyonlar, hicre  kiltirlh  modellerinde  ilgili  toksisiteleri  icin
degerlendirilmektedir ve en giicli toksisiteye sahip antijen fraksiyonlar[Jantikor (retimi igin
antijenler olarak veya aktif immiinizasyon icin antijenler olarak secilmektedir. Ornek
preparatlar ayn[Zamanda dogrudan toksisitenin degerlendirilmesi igin kullanI@bilmektedir ve
en belli toksisiteyi gosteren drnekler avantajlCblarak, antikor se¢imi ve/veya Uretimi icin

antijen olarak veya aktif immdiinizasyon icin antijenler olarak kullanl@bilmektedir.

a-sintklein antikorlar[Jdrnedin, yalnzta birkachl belirtmek gerekirse, PD ve DLB gibi, -
sindiklein  patolojisiyle nérodejeneratif bozukluklarlnl tedavi edilmesi igin  bir pasif
immiinizasyon protokolliine uygulanan, antijene karsCmonoklonal veya poliklonal antikorlar
ylkseltilmesi amachda, mevcut bulusa gore stabilize ¢ozlinlir a-sinliklein oligomerinin bir
kemirgene Ornedin bir fare veya bir tavsana uygulanmashb bir yanll olarak
olusturulabilmektedir. Antikorlar, bir insan hastaya uygulanmadan once
insanlastcdbilmektedir.

a-sindkleinin  kiimelenmis formlarlnl toksisitesi, cesitli hicre toksisite testleriyle
belirlenebilmektedir (bak@z Sekiller 2 ila 3 ve Ornek 5). Kishca, bir hiicre kiiltiiri modeli,
MTT'nin degerlendiriimesine, mitokondriyal islev bozuklugunun bir dlgiimiine dayanmaktad(rl
Diger toksisite testleri, ornedin, hiicre 6limlniin veya apoptotik isaretleyicilerin dlglilmesi de
kullan@bilmektedir. Ornekleri, adenilat kinaz analizi, laktat dehidrojenaz analizi, anneksin-V
renklendirmesi, kaspaz aktivitesi, PARP kelvajlive DNA basamaklamayUlicermekte ancak
bunlarla shltlanmamaktad(r]

Pasif bir immiinizasyon protokollinin ardoidan, belirli toksisite ile a-sintiklein tirlerine kars[]
ozellikle goziintr protofibriler ve diger oligomerik a-siniklein ve a-siniiklein monomerine karsO
monoklonal veya poliklonal antikorlar, antikorlar[nl tekrarlayan enjeksiyonlarlizerine etkilerini

uygulamaktadlrl

Alternatif bir yapl@ndiinada, ¢ozindr o-sinlikleini badlayan antikor, kontrol insan
deneklerinden veya a-sinlikleinopatilere sahip hastalardan beyaz kan hicrelerinden tiiretilen
insan anti-a-sinliklein  monoklonal antikorlard clabilmektedir. Hibridomlar, belidenmis
tekniklere gére beyaz kan hiicrelerinden yaplhakta ve a-siniikleine ve stabilize o-sinlikleine
(8rnek olarak ¢dziinlr oligomerleri) baglayElarO taramaktadlEl Insan anti-a-siniiklein

monoklonal antikorlarCaynCzamanda, stabilize o-siniikleine badlanmasCicin (6rnek olarak

17



10

15

20

25

30

35

¢dzUniir oligomerler) bir insan antikor kiitiphanesini tarayarak elde edilebilmektedir. Insan
kontrol deneklerinden veya a-siniikleinopatilere sahip hastalardan kanda bulunan ¢ozinir o-
sintiklein veya a-sinliklein protofibrilleri/oligomerlerine karsUotoantikorlar aynCzamanda,
kullanim igin izole edilebilmektedir. Bu otoantikorlar, dizilenebilmekte ve &rnegin verim ve
ekonominin  arttltlhas] icin  CHO  hiicrelerinde  rekombinant-DNA  teknolojisi  ile
yaplabilmektedir.

Ozel bir yapEndinada, a¢Klandi§gibi antikor, drnedin uygulama icin uygun bir bilesimde
saglanmaktad[t] Bu bilesimler, burada acKand@Cgibi bir antikor ve farmasétik bilesimlerde
geleneksel olarak kullanlldn bir veya daha fazla eksipiyanCicerebilmektedir. Antikor, terapotik
olarak etkili bir miktarda dahil edilmektedir. Ozel bir yapI@ndltnada, bilesimler, amaclanan
allcinlinl viicut agMGninl yaklaskl 0.1-5 mg/kg veya daha ayrtllolarak yaklask 0.5-2
mg/kg'lklbir miktarnda antikor icermektedir.

Uygun eksipiyanlar, bu eksipiyanlar@, amaclanan allclyh badlChlarak insan ve/veya veteriner
kullanmOigin farmasotik olarak kabul edilebilir olmasOsartlyla, bir veya daha fazla
antibakteriyel madde, yardimicCmaddeler, tamponlar, tuzlar, pH dizenleyiciler, deterjanlar
veya bunlarlinl herhangi bir kombinasyonunu icermekte ancak bunlarla shlrlenmamaktadlr]
Bilesim, dondurarak kurutma skhsida ve/veya sonrasida antikorun stabilitesinin arttlithas]
icin tek bashk veya bir eksipiyan ile birlikte, dondurarak kurutulabilmektedir. Mannitol
ve/veya trehaloz, dondurarak kurutma icin uygun eksipiyaninl shlandrlcl 1olmayan

ornekleridir.

Burada acKland@Lgibi antikorlar, bir bireyde bir a-siniiklein ile iliskili bozuklugun &nlenmesi,
baslanglclnlnl geciktiriimesi veya tedavi edilmesi icin bir veya daha fazla ydntemde
kullanI@bilmektedir. Bu yontemler, burada agkland@l gibi bir antikorun veya ashli bireye
uygulanmasmlCicermektedir. Birey, érnedin, bir o-sinliklein ile iliskili bozukludu edindidinden
veya yiksek bir edinme riskine sahip olmasiidan siiphelenilen bir denektir. Bir denegin,
asagdaki 6zelliklerden herhangi birini gériintiileyerek bu tir bir bozukluda sahip olmashdan
siiphelenebilmektedir: erken hastallkl belirtileri, pozitif beyin goérintiisi sonuglarCive/veya
artan o-sintiklein veya a-siniiklein oligomerleri seviyeleri (6rnedin, burada ackland@Cgibi bir
saptama yonteminde, burada agldand@gibi antikorlarCkullanarak belirlendidi gibi). Beyin
gorintileme yodntemlerinin 6rnekleri, burada acKkland@gibi bir monoklonal antikoru
kullanarak DaTscan (*®I-Ioflupane) veya Pozitron Emisyon Tomografisi (PET)

goruntilemesini icermekte ancak bunlarla shlrflanmamaktadIr]
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o-sintklein ile iliskili bozukluk riskine sahip olan veya sahip olmasdan siphelenilen
deneklerin belirlenmesiyle, burada agklanan yenilikgi tedavilerle, &rnegin, bulusun antikorlar]
ile pasif immiinizasyonun kullanlthas[Cile, bozuklugun daha da gelismesi dnlenmektedir veya
baslanglcl lveya ilerlemesi geciktiriimektedir. a-sintklein ile iligkili bozukluk, Parkinson
hastal@LJPD), Lewy cisimli demans (DLB), Alzheimer hastal@Inlnl Lewy cismi varyant[dmultipl
sistem atrofisi (MSA) ve Alzheimer hastal@ld1Down sendromu, amiyotrofik lateral skleroz,
frontotemporal demans, Huntington hastal@ld prion hastall@l ] Creutzfeldt Jakob hastallgl]
Gerstmann-Straussler-Scheinker sendromu, kuru, fatal familyal uykusuzluk, serebrovaskiiler
amiloidoz, glakom, yasla iligkili makiler dejenerasyon, psikiyatrik sendromlar, sizofreni ve
sizofreni benzeri bozukluklar dahil clmak {izere ua-siniiklein patolojisi ile diger nérodejeneratif

bozukluklar gibi ndrodejeneratif bozukluklar olabilmektedir.

Burada agkland@ gibi bulusun antikorlar(] ayn(d] zamanda, saptama yontemlerinde
kullanI3bilmekte olup, bunun 6zel bir érnedi, antikorlarl, /7 vitro ve in vivo a-sinliklein
tirlerinin  dedismis seviyelerinin  saptanmasOigin  kullanId@] tan&hl immdno testleri
icermektedir.  a-sindkleinin  hedeflenen formlarldldl seviyeleri o6zellikle, farkld «-
sinlikleinopatilere veya diger nodrodejeneratif bozukluklara sahip olan hastalardan farkiO
dokular ve viicut silldrinda degisebilmektedir ve dolaySiyla, Parkinson hastall@I{PD), Lewy
cisimli demans (DLB), Alzheimer hastal@ninl Lewy cismi varyant[dmultipl sistem atrofisi
{MSA) veya u-sintklein patolojisi ile diger norodejeneratif bozukluklar icin erken biyokimyasal

isaretleyiciler islevini gérebilmektedir.

Daha ayrinklIblarak, /7 vitro a-sintklein oligomerlerinin saptanmasligin bir ydntem, bulusa
goére antikorun, ¢dzlndr a-sindklein iceren veya icermesinde siphelenilen bir biyolojik érnede
eklenmesini ve antikor ve ¢éziinir a-sindklein arasiika olusturulan herhangi bir kompleksin
bir konsantrasyonunun belirlenmesini ve SlcUlmesini icermektedir. Biyolojik 6rnek, 6rnegin,
plazma, serebrospinal sM{CSF) veya bir beyin biyopsisi olabilmektedir. /7 vivo a-siniiklein
oligomerlerinin saptanmaslicin bir yontem, s6z konusu antikorun saptanabilir bir isaretleyici
ile etiketlendigi, mevcut buluga gére bir antikorun, beyinde sagllkszl ¢ozlinlr a-sinliklein
oligomerik seviyeleri veya turleri tasimasntan slphelenilen bir bireye uygulanmashlive
isaretleyicinin saptanmaslile antikor ve ¢ozunur g-sindklein arasibda olusturulan herhangi bir
kompleksin varl(@lnlnl saptanmasnlicermektedir.

Oligomere o6zel antikorun etiketlenmesi icin, teknikte uzman bir kisi, 6rnegdin, birkacl]
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belirtmek gerekirse *'1, 1*C, 3H veya *®Ga gibi radyoaktif ligandlar gibi, saptama yéntemi
secimine bagdlCblarak, cesitli alternatif tekniklerin kullan@@bildigini kabul edecektir. Ozellikle,
radyoaktif isaretli bir oligomere 6zel antikor ile PET'in, tan[tterapi izleme ve/veya benzeri igin
cok onemli olduguna inanlhaktadlr] DolaySlyla, bulus, cesitli tanClve terapi izleme
yontemlerinde kullani igin geleneksel teknikleri kullanan teknikte uzman bir kisi taraflodan

kolay bir sekilde etiketlenen antikorlar saglamaktad(f]

Acklanan yontemler ve tekniklere gére, burada aglklanan antijenler ve antikorlar, a-siniiklein
patolojisi icin hicre kiltir modlarlnda ve/veya transgenik hayvan modellerinde terapétik
potansiyelleri icin degerlendirilebilmektedir. a-sinlikleinopati icin iki hiicre kiltird modelinin
érnekleri kullan@bilmektedir. Ik olarak, o-siniiklein DNA's@nl yabani tipi veya mutant
formlar[dn6roblastoma veya norogliyom hiicrelerine transfekte edilmektedir. Hem gecici hem
de stabil transfeksiyonlar, retinoil asit ile bir néron benzeri morfolojiye farklldstelldn hiicreler
Uzerinde gergeklestirilmektedir. Bu gekilde, intraselller o-siniklein agregatlarnlnl
formasyonunun indiiklenmesi mimkiindir. Ikinci olarak, a-siniiklein DNA vektérii tashdn
lenti- ve/veya adeno iliskili virlis (AAV), ndroblastom, ndrogliyom kilturlerine ve/veya
embriyonik bébrek hiicresi kiltirlerine aktarlmhaktadlr] Viral vektdrlerle transdiiksiyon, daha
fazla hiicrenin a-siniklein agregatlarbl dlusturmasink olanak tanlihrak, genellikle daha etkili

oldugunda, geleneksel transfeksiyon teknikleri igin avantajldir]

Olusturulan a-sindklein antikorlarChynCkamanda, PD, DLB veya dider a-sinlkleinopatilerin
teshis edilmesi icin hasta Orneklerindeki a-siniklein (&zellikle protofibril/oligomer)
seviyelerinin olgllmesi igin immino bazl[Itestlerde kullanl@bilmektedir. Tanlshl testlerde
uygulanan saptama ydntemleri temel olarak, enzime bagl[bag kil deneyi (ELISA) ve/veya
Western blot gibi, immiino testlere dayanmaktad(lr]l o-sinikleinopatinin erken isaretlerine
sahip hastalardan veya bu bozukluklarnl gelismesi igin ylksek bir riske sahip olan bireylerden
cesitli dokular, a-sinliklein protofibrilleri/oligomerleri veya yap[shl olarak degistirilmis ¢ézin(r
a-sindkleinin  diger formlar@l seviyeleri igin incelenmektedir. Bu dokular, plazma,

serebrospinal s {CSF) ve beyin biyopsilerini icermekte ancak bunlarla shitlanmamaktadltl

Bulusun gesitli yonleri, asagldaki érneklerde gosterilmektedir.

ORNEKLER

Ornek 1. o-siniikleinin yabani tip ve mutasyona ugram(s formlar@@ agregasyon
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kinetikleri

FarklCéi-sinliklein mutasyonlarlnl etkisi, /7 vitro incelenmektedir. Yabani tip a-sinlikleine ek
olarak, asagldeki mutantlar incelenmektedir: A30P, E46K, A53T ve A30P/A53T, A30P/E46K,
E46K/AS3T ve A30P/E46K/AS3T. Rekombinant a-siniiklein, imalatghlnl talimatlaribl gore,
IMPACT (Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag, New England
Biolabs, Ipswich, MA, ABD) sistemini kullanarak ifade edilmektedir. Tim rekombinant
proteinler, 0.05 M ve 0.3 M araslida konsantrasyonda dedisen NaCl ile veya onsuz,
konsantrasyon olarak 10 mM ve 50 mM araslita dedisen, Tris-tampon veya fosfat
tamponunda ¢6zandarilmektedir. Tim rekombinant a-sinliklein proteinleri, kullanfmdan énce
-80°C'de saklanmaktad L]

Ek gallsmalar igin, rekombinant proteinler, konsantrasyon olarak 0.05 M ve 0.3 M arasida
olan NadCl ile veya NaCl'siz 3 ila 6K pH aralldinda sodyum asetat veya sitrat tamponunda
gozundurilmektedir. Baglang[dl protein konsantrasyonlar(] 35 uM ila 750 uM arasida
dedismektedir ve her deneyde a-sinklein tirlerinin tim tipleri icin benzerdir. Baz(d
deneylerde, tiyoflavin T (5 ila 20 pM), 10 pM'ik bir son o-sinliklein konsantrasyonu ile
baslanglclreaksiyonu karlslm b eklenmektedir.

Agregasyon kinetiklerini incelerken, u-sintklein preparatlaridbir diz veya yuvarlak taban|
polipropilen 96 kuyucuklu plaka (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Almanya) veya bir diiz
tabanlCbadlamayan polistiren 96 kuyucuklu plaka (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Almanya)
igerisinde tutulmakta ve kartlina ile veya karlgstltinadan 4°C ve 65°C arasida inkiibe
edilmektedir. Ayn[teneylerde, silikonlar kapl[blsun veya olmasin} polipropilen mikrotipler
(500 ila 2000 ul), karstlrma ile veya karlstcnadan 4°C ve 65°C arasibda inkibe
edilmektedir. Kargtctnannl kullanld @ galSalar icin, ya bir polipropilen 96 kuyucuklu plaka
veya bir yatay yerlestirilen mikrotlip (500 ila 2000 ul), 300 rpm ve 900 rpm arasda dedisen
hzla bir Labnet P4 orbital calkalaylcI {Labnet, Edison, N], ABD) veya bir Titramax 101'de
{Heidolph Instruments GMBH & Co.KG, Schwabach, Almanya) inkiibe edilmektedir. TUm
agregasyon gallgmalarBlda, kuyucuk bashk 100 ila 300 pl'lik bir son hacim kullanlfhaktadl[f]
Bir mikrotiipiin kullanId@hgregasyon deneylerinde, son hacim 100 ila 2000 pl arashda
degismektedir. ThT olcumileri igin, polistiren veya polipropilen 96 kuyucuklu plakalar, bir 445
nm eksitasyon filtresi ve bir 485 nm emisyon filtresi ile donatl@n, bir Wallac Victor 2'de
{PerkinElmer, Waltham, MA, ABD) okunmaktadlr] Bu mutasyonlardan bazlarbb eslik eden a-

siniikleinden sonuclar Sekil 1'de gdsterilmektedir.
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Ornek 2. ¢-siniiklein protofibriler/oligomerlerin sentezi

a-sinliklein protofibriler/oligomerik antijenin Gretilmesi icin {&rnedin, protofibriller ve dider
oligomerleri iceren antijen), ilgili yabani tip, mutasyona ugramlsl veya parcalara ayrllisl o-
siniiklein, yukarlda aglkland@gibi, 35 ila 750 uM’lik bir konsantrasyonda kullanlmaktadlr] a-
sintikleinin HNE ve/veya ONE'ye konjlge edildigi érneklerde (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, ABD), bu bilegikler, 0.01 ila 65 puMlik bir konsantrasyonda kullanlthaktadEl Tipik bir
deneyde, HNE ve/veya ONE ve a-sinlklein arasibdaki molar oran, 1:1 ve 100:1 arasibda
dedismektedir, ancak ilgili bilesiklerin oran[dbu stokiyometriyle shlflanmamaktad]l Baz[d
deneylerde, sodyum borhidrir (NaBH,;), HNE modifiye ve/veya ONE modifiye &rneklerin
azalthasOigin 0,1 ila 100 mM’lik bir konsantrasyonda kullanIhaktad(rl BazCdurumlarda, o-
siniiklein amino asit, HNE modifikasyonu slrasinida, HNE ile badlanan bir stabil olmayan ve
ters cevrilebilir Schiff baz[blusturan amino asitler (lizin gibi) icerebilmektedir. Bir baska
durumda, a-siniklein amino asit, ONE modifikasyonu slhsimda ONE ile baglanan bir stabil
olmayan ve ters gevrilebilir Schiff baz[Cblusturan amino asitler (lizin gibi) igerebilmektedir.
Sodyum borhidriir rediiksiyonu, Schiff baz[flil baglanmasfl3Stabilize etmektedir. Ornekler, 30
dakika ila 30 giin karGtFarak veya karBtFinadan 37°C’de inkiibe edilmektedir. Orneklerin
molekiiler bilesiminin dogrulanmasiin, gesitli yontemler kullanhaktad[t] Modifiye edilmis o-
sinidiklein veya HNE modifiye vefveya ONE modifiye a-siniiklein veya diger reaktif aldehitler
ile modifiye edilmis a-sindklein, herhangi bir ¢oziindr fibrilin ortadan kaldlrIthaslicin 21 °C'de
bes dakika 16.900 x g'de santrifiijlenmektedir. Ust faz sonra, o-siniiklein protofibril
oligomerlerin ve monomerlerin izole edilmesi icin 214 nm ve 280 nm arasiida (asagldh
ayrimklTagKlanan) UV saptamasCile bir SEC-HPLC sistemi kullanarak ayrlmaktad[t] Bir bagka
deneyde, a-sinlklein protofibrilleri/oligomerleri ve monomerleri, 5 ve 1000 kDa arasida bir
molekuiler cutoff ile bir santriflij filtre cihaz[kullanarak ayrlihaktadlrl Tipik bir deneyde,
ornekler, 500 ul HNE ve/veya ONE modifiye a-siniiklein, 100 kDa'lKl bir cutoff degeri ile bir
Microcon santrifij filtre cihazCqMillipore, Billerica, MA) ya da bir Vivaspin500 santriftj cihaz™
(Sartorius, Goettingen, Almanya) kullanarak santrifiijlenmektedir. Ornekler, 1000 ila 15000 x
g araslda degisen bir hizta 5 ila 30 dk santrifiijlenmektedir ve filtre edilmeyen k(SIm

toplanmakta ve a-siniklein protofibrillerinfoligomerlerin cogunlugunu icermektedir.

HNE-modifive a-siniiklein

Tipik bir deneyde, 140 uM insan yabani tip a-sinikleini, 5.6 mM HNE ile {(6rnedin HNE ve a-
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sinUklein arasioda 40:1'lik bir oran ile) 20 saat 37 °C'de inkiibe edilmekte olup bundan sonra,
baglanmamlsl HNE fazlas[] imalatgninl talimatlariba gore Zeba tuz giderme déndirme
kolonlarL{Pierce Biotechnology, Rockford, IL, ABD), Vivaspin500 santriflij cihaz[{Sartorius,
Goettingen, Almanya) ya da bir Microcon santrifiij filtre cihaz[X(Millipore, Billerica, MA)
kullanarak ortadan kaldfIfhaktadlel Bu birinci HNE-modifikasyon asamashidan sonra,
ornekler dogrudan analiz edilmektedir. SEC-HPLC analizinin 8ncesinde, tim ornekler, 16.900
x g'da 5 dk igin 22 °C'de santrifiijlenmeye tabi tutulmaktadlclve yalnlzta ¢bzlndr fraksiyon,
bir Superose 6 PC3.2/30 kolonunu kullanarak SEC-HPLC ile analiz edilmektedir. o-siniiklein
protofibrillerifoligomerleri, 19 dk'da bir tepe noktashida ayr(gltken, o-sinilklein monomerleri
37 dk'da ayrlsmaktadlrl(Sekil 4).

ONE-modifiye o.-sindiklein

Tipik bir deneyde, yabani tip insan a-siniikleini (140 uM), 4.2 mM ONE ile (Ornedin ONE ve o-
sinliklein arastda 40:1’lik bir oran ile) 20 saat 37 °C'de inkiibe edilmektedir ve baglanmams!
ONE fazlas[dimalat¢lnl talimatlarbl gére Zeba tuz giderme déndirme kolonlarCKPierce
Biotechnology, Rockford, IL, ABD), Vivaspin500 santrifij cihaz(J(Sartorius, Goettingen,
Almanya) ya da bir Microcon santrifiij filtre cihazC{Millipare, Billerica, MA) kullanarak ortadan
kaldfIhaktadfl SEC-HPLC analizinin dncesinde, tim o&rnekler, 16.900 x g'da 5 dk igin 22
°C'de santrifijlenmeye tabi tutulmaktadlrl ve valnlzta ¢6zindr fraksiyon, bir Superose 6
PC3.2/30 kolonunu kullanarak SEC-HPLC ile analiz edilmektedir. a-sinlklein
protofibrilleri/oligomerleri, 20 dk'da ana tepe noktasibda ayrislcken, a-siniklein
monomerlerinin kiclk bir miktar[37 dk’da ayrlsmaktadl(Sekil 5).

HNE- ve ONE-modifive a-sintikiein

Tipik bir deneyde, yabani tip insan a-sintkleini (140 uM), 4.2 mM HNE ile ve 4.2 mM ONE ile
20 saat 37 °C'de inkiibe edilmektedir ve badlanmamlisl HNE ve ONE fazlas[]imalatchlnl
talimatlarinb gore Zeba tuz giderme déndlirme kolonlar[{Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
ABD), Vivaspin500 santrifij cihazO(Sartorius, Goettingen, Almanya) ya da bir Microcon
santriflij filtre cihazCO(Millipore, Billerica, MA) kullanarak ortadan kaldtfhaktadrl] Tum
ornekler, 16.900 x g'da 5 dk icin 22 °C'de santrifijlenmeye tabi tutulmaktadltlve yalnlzta
¢OzUnlr fraksiyon, bir Superose 6 PC3.2/30 kolonunu kullanarak SEC-HPLC ile analiz

edilmektedir.
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Ornek 3. ¢-siniiklein tiirlerinin HPLC ayriimas]

a-sinlklein protofibrillerifoligomerleri, monomerleri ve fibrillerinin izole edilmesi icin, -
sintiklein yukarlda ackland@Cgibi inkiibe edilmektedir. Bir Superdex 75 PC3.2/30, Superdex
200 PC3.2/30 veya bir Superose 6 PC3.2/30 kolonuna (GE Healthcare, Uppsala, Isveg)
baglanan, L-7455 modeli bir diyot dizisi dedektdriine, bir L-7200 model otomatik numune
alma cihazCle bir L-7100 model pompaya sahip olan bir Merck Hitachi D-7000 LaChrom
HPLC sistemi, kromatografik aylfina ve arlK analizi icin kullanlfaktadE Ornekler, 0,02
ml/dk ve 0,08 ml/dk arasila dedisik ak§lhElarbta, 20-50 mM Tris pH 6,0-8,0, 0,15M NaCl
ya da 20-50 mM sodyum fosfat pH 6.0-8.0, 0.15 M NaCl kullanarak ayristirlimaktadlr]
Alternatif olarak, bir Superose 6 10/300 GL, bir Superdex 200 100/300 GL veya bir Superdex
75 100/300 GL'ye baglanan, bir L-2130 model pompa, L-7450 model bir diyot dizisi
dedektéril, bir L-220 otomatik numune alma cihazlng sahip olan bir Hitachi LaChrome Elite
HPLC sistemi kullanlhaktadlrl Ornekler, 0.1 ml/dk ve 0.5 mil/dk arasiida degisik ak[
hEZarda, 20-50 mM Tris pH 6,0-8,3, 0,15M NaCl ya da 20-50 mM sodyum fosfat pH 6,0-
8,0, 0,15 M NaCl kullanarak ayristicithaktadlrl Ayrich, ornekler, 0.15M NaCl ile 3 ve 6
araslnda bir pH ile bir sodyum asetat tampon veya sodyum sitrat tampon ile
ayristicldbilmektedir. Baz[ BEC-HPLC analizlerinde, %0.1 - %2.0 Tween-20 veya Tween-80,
kolen matriksine a-siniklein protofibril cligomerlerinin - spesifik olmayan tutunmas(nlnl
azalthasOicin elisyon tamponuna eklenmektedir. Kromatogramlar, 214 nm ve 280 nm
arasindaki UV sogurumunun 6lgiilmesiyle elde edilmektedir. 20 ila 100 pl'lik fraksiyonlar, bir
Advantec SF-3120 (Advantec, Kashiwa, Japan) fraksiyon kolektoriinde toplanmaktad[tl 50 ila
500 ullik fraksiyonlar aynCzamanda bir Bio-Rad model 2128 (Bio-Rad, Hercules, CA)
fraksiyon kolektdriinde toplanabilmektedir. Kiiresel molekiiler agrlk standartlar[Ibir standart
egrinin elde edilmesi igin kullanlakta olup, burada gesitli a-sinlklein tirlerinin tutulma

sureleri molekiiler agltKla iliskilidir.

Ornek 4. a-siniiklein protofibrillerinin/oligomerlerinin karakterizasyonu

Izole o-siniklein protofibrilleri/oligomerlerinin - morfolojisinin  karakterize edilmesi icin,
donduruculu  elektron  mikroskopisi ve  atomsal kuvvet  mikroskopisi  (AFM)
gerceklestiriimektedir. 1 ila 100 pllik protein alikotlar[J10 uM ve 350 uM araslda degisen bir
son konsantrasyona seyreltiimekte, bir mika ylzeye veya bir HOPG ylzeye (Veeco
instruments SAS, Dourdan cedex, Fransa) eklenmektedir ve standart protokollere gbre analiz

edilmektedir. HNE-modifiye a-sinlklein protofibrilleri/oligomerlerinin AFM analizi, ¢cap[b0 ila
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300 nm arasiida dedisen halka benzeri ve daha dogrusal ve yuvarlak yaplarDl bir heterojen
popiilasyonunu ortaya ¢KarmaktadlEl Ornek olarak, 50 ila 300 nm arashda bir capla, bir
halka benzeri yapUle halkasal molekiiler tirler gézlenebilmektedir (Sekil 6). ONE-modifiye o-
sindkleinin AFM analizi, genislikte yaklagkl 30 ila 150 nm’lik bir cap ile amorf yapl3ar ortaya
¢clkbrmaktadlrl(Sekil 7).

Ornek 5. a-siniiklein toksisitesi degerlendirmesi

In vitro kiimelenmis modifiye edilmemis o-siniklein ve HNE ve/veya ONE modifiye o-
sintklein oligomerinin etkisi, yaygml bir sekilde kullanldn MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD)-canlllKl testini kullanarak bir hacre kaltird modelinde analiz edilmektedir. Callsimada
kullanldan hiicre tipleri, HEK-293, SH-SY5Y hicreleri ve H4 hiicrelerini igermektedir.
Callsmada kullanldn hiicre 6lglimi ve apoptotik isaretleyicileri 6lcen diger testler, ToxiLight
(Lonza, Basel, Isvicre) ve Laktat dehidrojenaz testini (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
ABD) icermektedir. Yabani tip w-siniiklein, asagidaki mutantlarla klyhslanmaktadld A30P,
E46K, AS53T, A30P/E46K, A30P/AS3T, A30P/E46K ve A30P/E46K/A53T. Hiicreler, %10 fetal
sidlrlserumu (Cambrex, Charles City, IA, ABD) eklenen DMEM'de (Invitrogen, La Jolla, CA,
ABD) blyltilmektedir. Bir deney tipinde, hiicreler, 37°C'de ve %5 CO,'de bir inkiibatdrde
tutulmaktadE]l Toksisite testine baslamadan ©nceki giin, HEK-293 hiicreleri, 10000
hiicre/kuyucuklu bir yodunlukla 96 kuyucuklu polistiren kaplCplakalara ekilmektedir. Sonra,
hiicre ortam[allbmaktad[rlve hicreler, 3 pM ila 6 pM araslnda bir son konsantrasyonda yeni
sartland[rIth 5] ortamda seyreltilen modifiye edilmemis a-sintikleinin kiimelenmis formlarQOlle
islenmektedir. Bir bagska deney setinde, ONE- ve/veya HNE- modifiye a-sinliklein oligomeri,
yeni sartlandE@th(sl ortamda, 3 upuM ila 6 pM arasiida bir son konsantrasyonda
seyreltiimektedir. 48 saat inkibasyondan sonra, fosfat tampaonlu tuz ¢bzeltisinde (Invitrogen,
La Jolla, CA, ABD) seyreltilen, 35 pM’lik bir son konsantrasyonda hiicrelere eklenmektedir.
4,5 saat inkiibasyondan sonra, hicreler, %50 DMF ve %20 SDS'lik bir karlsImla {Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, ABD) islenmektedir ve bu karsloh, bir ek 24 saat inkiibe edilmektedir.
Son olarak, metabolize substrati dlgllmesi igin, bir Spectra Max 190 spektrofotometre
{Molecular Devices Corporation, CA, ABD) kullanlmaktadlr]l ve saptama 570 nm'de
gerceklestiriimektedir.

Ornek 6. ¢-siniiklein protofibrilleri/oligomerleri ile bag§KIFarelerde a-siniiklein

Immiinizasyon | Poliklonal antikorlar
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Immiinizasyon semaslida, Balb/C fareleri kullan@fhaktad Birinci immiinizasyon igin,
farelere, 50 ul Freunds tam yardmclinadde ve 50 ul HNE-modifiye ve/veya ONE-modifiye o-
sintiklein protofibriler/oligomer preparatlarCdson konsantrasyon 35 puM) enjekte edilmektedir.
Baslang(cl immiinizasyonlarCigin {Grnedin, 3 ila 6 kez) farelere, 50 ul Freunds tam olmayan
yardmcO madde ve 50 ul HNE-modifiye ve/veya ONE-modifiye a-sintklein
protofibriler/oligomer preparatlarC{son konsantrasyon 35 uM) enjekte edilmektedir. Sonraki
immiinizasyonlar icin (6rnegin 1 ila 3 kez), farelere, pH 7.4 ile, Tris-tamponlu tuz ¢ézeltisi
veya fosfat-tamponlu tuz ¢ozeltisinde seyreltilen 50 ul HNE-modifiye ve/veya ONE-modifiye
a-sindklein  protofibriler/oligomer preparatlarl] (son konsantrasyon 35 uM} enjekte
edilmektedir. 50 ul HNE-modifiye ve/veya ONE-modifiye a-sinliklein protofibriler/ocligomerik
preparatlarC(son konsantrasyon 70 uM) iceren iki gliglendirici enjeksiyon, fareler kurban

edilmeden énce gerceklestiriimektedir.

Baglkl[farelerden kan, HNE-modifiye (Sekil 8) ve ONE-modifiye (Sekil 9) a-siniiklein
protofibriller/oligomerlere reaktivite icin analiz edilmektedir. Poliklonal antikor yan(ihinl
ozgulligu, ELISA ile analiz edilmektedir. Tipik bir deneyde, bir diiztabanlFiiksek badlaylc[96
kuyucuklu polistiren mikrotitre plakasld 400 ng/kuyucuklu bir son konsantrasyonda
monomerik a-siniklein (modifiye edilmemis veya HNE ve/veya ONE ile modifiye edilmis veya
diger aldehitler), protofibriler/ocligomerik u-siniiklein (modifiye edilmemis veya HNE ve/veya
ONE ile medifiye edilmis veya diger aldehitler) veya fibriler a-siniiklein ile kaplanmaktadic]
Kuyucuklar, %2 BSA ile bloke edilmekte, %0.05 Tween-20/PBS ile ykhnmaktadlt] ve
incelenen poliklonal antikorlardan hicre ortam[llst faz[{seyreltimemis veya 1:1 fosfat
tamponlu tuz c¢ozeltisi ile seyreltilen), birincil antikorlar olarak kuyucuklara eklenmektedir.
Alkalin fosfataz-konjlige keci anti-fare IgG/IgM antikoru (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
ABD), 1/1000'lik bir seyreltme ile ikincil antikor olarak kullanlthaktadE] immiino reaktivite, p-
nitrofenil-fosfat (Sigma-Aldrich, MO, ABD) kullanarak gérintilenmektedir.

Serumda, oOzellkle a-sinlklein  protofibrillerini/oligomerlerini  tankbn  antikorlar
saptanmaktadtl(Sekiller 8 ve 9).

Hibridom | monoklonal antikoriar

Dalak hiicreleri izole edilmekte ve steril fosfat-tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS) 6gatlilmekte
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ve bir hiicrece zengin peletin toplanmaslicin 10 dk 1200 x g'da santriflijlenmektedir. Hicreler
sonra, PBS ile yKhnmakta ve 10 dk 1200 x g'da santrifijlenmektedir. Hucre peleti, %1
antibiyotik eklenen Dulbecco’nun minimum gerekli ortaminda (DMEM, Invitrogen, La Jolla,
CA, ABD) yeniden siispansiyon haline getirilmektedir. Dalak hicreleri, DMEM'de Sp2/0
hiicreleri (fare miyelom hiicre hattldile 1:1 oranba karlgtEIthaktadk] Hiicre flzyonunun
kolaylastitihas[licin, 1 ml polietilen glikol {Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), hicre
karlsimnb eklenmektedir ve reaksiyon, DMEM'nin eklenmesi ile durdurulmaktadlc] Hicreler
toplanmaktadltlve pelet, %10 (hac/hac) fetal sidlrlserumu {(Cambrex, Charles City, IA, ABD)
eklenen ve ayn[¥amanda %1 (hac/hac) sodyum piruvat (Cambrex, Charles City, IA, ABD),
%1 (hac/hac) antibiyotik (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve %1 (hac/hac} L-glutamin
{Cambrex, Charles City, IA, ABD) iceren DMEM'de yeniden siispansiyon haline getirilmektedir.
Santrifijlemeden sonra, son hiicre peleti yeniden silspansiyon haline getiriimektedir.
Olusturulan hibridomlar tarafidan Uretilen antikorlar@ incelenmesi igin, bir ELISA protokoli
kullanmaktad[r] Tipik bir deneyde, diiz tabanlCbir yiiksek baglaylcI®6 kuyucuklu polistiren
mikrotitre plakas(d 400 ng/kuyucuklu bir son konsantrasyonda, monomerik a-sintiklein
{modifive edilmemis veya HNE ve/veya ONE ile modifive edilmis veya diger aldehitler),
oligomerik/ protofibriler a-siniiklein (modifiye edilmemis veya HNE ve/veya ONE ile modifiye
edilmis veya dider aldehitler) veya fibriler a-siniiklein ile kaplanmaktadr] Kuyucuklar, %2
BSA ile bloke edilmekte, %0.05 Tween-20/PBS ile ykAnmaktadlrlve incelenen hibridemdan
hicre ortamdist faz[dseyreltiimemis veya 1:1 fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi ile seyreltilen),
birincil antikorlar olarak kuyucuklara eklenmektedir. Yaban turpu peroksidaz-konjlige kegi
anti-fare IgG/IgM antikoru (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, ABD), 1/5000'lik bir
seyreltme ile ikincil antikor olarak kullanlmaktadlr]l Immiino reaktivite, gelistirilmis bir K-
Blue® substratld (TMB) kullanarak gdrintlilenmektedir ve reaksiyon 2M H,SQ, ile
durdurulmaktadic] DMEM’e %10 fetal s[glrl serumu eklenmektedir ve ayn[lzamanda %5
(hac/hac) BM sartlandFh 5l ortam (Roche Diagnostics Scandinavia, Bromma, Isveg) ve %?2
{hac/hac) HAT ortam takviyesi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) icermektedir ve hiicreler
96 kuyucuklu hiicre kiltirleme plakalarinh ekilmektedir.

Hibridomlar, daha once ag¢kland@lgibi ONE-medifive a-sinliklein protofibriler/cligomer
preparatlar@ enjekte ederek olusturulmaktadEl Ozellikle, hibridom 40:2, bir ELISA
protokoliinde bir ONE-modifiye a-sinlklein protofibriler/oligomer preparatibl tanmaktad(r]
Hibridomdan 40:2 hicre ortamlnl dst faz[11/9, 1/27 ve 1/82'ye seyreltiimektedir ve 400
ng/kuyucuklu ONE-modifiye a-sinliklein protofibrilleri/oligomerleri ile kaplanan bir diiz tabanl[]

ylksek baglaylcI'®6 kuyucuklu polistiren mikrotitre plakaslizerinde yukarlda agklandGL gibi
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analiz edilmektedir (Sekil 10).

Ozel 6rnekler ve burada acKlanan yapl@ndcnalar, yalnzta tiir olarak érneklendiricidir ve
istemlerle acklanan bulusu shldkandrinasCJamaclanmamaktadir]l Dider yaplandiinalar ve
ornekler ve avantajlarlJbu sartnamenin SIginda teknikte uzman kisi igin anlasllFlolacaktfve

istenen bulusun kapsamUCikerisindedir.
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