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PATENTNI ZAHTJEVI

1. Invitro metoda za otkrivanje prisutnosti topljivog, agregiranog pogresno savijenog proteina koji sadrZi agregate alfa-
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sinukleina u uzorku koji sadrZi biolosku tekuéinu, metoda koja ukljucuje:
(A) osiguravanje inkubacijske smjese, pri ¢emu inkubacijska smjesa sadrzi:
(1) monomerni, presavijeni protein koji sadrZi alfa-sinuklein koji nije povezan sa sjemenkama alfa-
sinukleina, u rasponu koncentracija od oko 10 nM do oko 200 pM;
(2) pufer koji ima pH izmedu 6 i 7.4,
(3) sastav soli koji sadrZi jedan ili vi§e NaCl ili KCI, navedeni sastav soli ima ukupnu koncentraciju od 500
mM £10%;
(4) tioflavin T (ThT); 1
(5) uzorak;
gdje je spomenuti monomerni, presavijeni protein koji sadrzi alfa-sinuklein u molarnom suvisku u odnosu na
tioflavin;
(B) provodenje dva ili dva ciklusa inkubacije koji su opetovano ucinkoviti za stvaranje amplificiranog dijela
pogresno savijenog proteina, a koji se sastoji od: inkubacije inkubacijske smjese na temperaturi izmedu 15°C i
50°C kako bi se induciralo najmanje agregiranje, i dio monomernog, pogresno savijenog proteina u prisutnosti
topljivog, agregiranog pogresno savijenog proteina i muckanja inkubacijske smjese ucinkovito da poremeti
barem dio bilo kojeg prisutnog proteinskog agregata;i
(C) odredivanje prisutnosti topljivog, agregiranog pogre$no savijenog proteina u uzorku detekcijom
fluorescencije Tht.
Metoda sukladno zahtjevu 1, naznacena time §to se monomerni, presavijeni protein koji sadrzi protein alfa-sinuklein
proizvodi jednim od sljedeCeg: kemijskom sintezom, rekombinantnom proizvodnjom ili ekstrakcijom iz
nerekombinantnih bioloskih tekucina.
Metoda sukladno zahtjevu 1, nazna¢ena time §to korak inkubacije inkubacijske smjese ukljuc¢uje podvrgavanije
inkubacijske smjese ciklickom mijesanju.
Metoda sukladno zahtjevu 1, naznac¢ena time §to korak osvjetljavanja inkubirane smjese valnom duljinom svjetlosti
koja pobuduje ThT ukljucuje osvjetljavanje na oko 435 nm i praéenje fluorescencije ThT na oko 485 nm.
Metoda sukladno zahtjevu 1, naznaCena time $to se barem jedan od koraka inkubacije inkubacijske smjese s
ciklusima mijesSanja provodi upotrebom cita¢a mikroplocica.
Metoda sukladno zahtjevu 1, naznaCena time $to bioloska tekucina sadrzi jedno ili vise od:
amnionske tekuéine; zuci; krvi; cerebrospinalne tekuline; cerumena; koze; eksudata; izmeta; zelu€ane tekucine;
limfe; mlijeka; sluzi; sluznice; peritonealne tekuline; krvne plazme; pleuralne tekucine; gnoja; sline; sebuma;
sjemena; znoja; sinovijalne teku€ine; suza; i urina.
Metoda sukladno zahtjevu 1, naznadena time §to je prisutnost topljivog, agregiranog pogresno savijenog proteina
koji sadrzi alfa-sinuklein indikativna za poremecaj pogresnog savijanja proteina (PMD).
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