Matching grant 09101-03-V04-00039
Monitorovacia sprava — priebezna

Popis ¢innosti uskutoénenych v ramci projektu po¢as monitorovacieho obdobia

V prvej etape sme sa zamerali na zavedenie metddy izolacie neuronalnych extracelularnych vezikul
(NEV) z biologickych tekutin. Pévodne planovany pristup mal pozostavat z izolacie celkovych vezikul
pomocou precipitacie a centrifugacie, a naslednej selekcie neuronalnych vezikil pomocou Specifickej
protilatky proti povrchovym proteinom L1CAM (L1 cell adhesion molecule) alebo NCAM (neural cell
adhesion molecule). Vzhladom na najnov8ie poznatky, a detegovanie L1CAM, ako aj NCAM vo forme
volnych proteinov v plazme aj CSF ' vSak v komunite existuju pochybnosti o vhodnosti tychto proteinov
ako biomarkerov na izolaciu NEV takymto spésobom. Aj vzhfadom na nedavnu publikaciu Gilboa et al.,
2024, sme sa rozhodli okrem vyS$Sie uvedeného pristupu preto zaradit’ aj alternativny pristup na izolaciu
NEV a to konkrétne chromatograficky pomocou gélovej filtracie, pri ktorej dochadza k izolacii vezikul na
zéaklade ich velkosti 2. Velkost extracelularnych vezikul je priblizne 50-100 nm 34 a prave na zaklade tejto
ich vlastnosti bol opisany pristup, pri ktorom je mozné izolovat extracelularne vezikuly z krvnej plazmy.
Testovali sme dva typy kolon, gEV20 a qEV35 (Izon Sciences). Vyrobca uvadza, Zze by malo byt mozné
izolovat Castice o velkosti 20-100 nm v pripade qEV20 a 35-400 nm v pripade qEV35. V pilotnych
experimentoch sme pouzili oba izolané pristupy, teda precipitaciu a selekciu pomocou protilatok, aj gélovu
filtraciu, a metédy sme porovnavali. Nakolko este prebieha vyber pacientov a ich diagnostika Parkinsonovej
choroby na zber vzoriek, vyuzili sme zatial len kontrolné vzorky krvnej plazmy dostupné v nasom
laboratériu. Pomocou gélovej filtracie sme boli schopni izolovat Castice, rozdelené v réznych frakciach na
zaklade ich velkosti. Vzorky sme analyzovali pomocou metddy DLS (dynamic light scattering) a ich velkost
sa pohybovala v rozmedzi 17-170 nm (Priloha k monitorovacej sprave, Obr. 1). Frakcie 9-12 pri kolénkach
gEV20 a 8-12 pri qEV35 obsahovali Castice, ktoré by mali velkostou zodpovedat oCakavanej velkosti
extracelularnych vezikul, 50-100 nm. Vzorky z gélovej filtracie, aj vzorky po precipitacii a selekcii pomocou
protilatky sme dalej analyzovali Western blottingom na pritomnost a-synukleinu a L1CAM. Bohuzial,
koncentracia oboch molekul vo vzorkach bola mimo detekéného limitu a okrem vzorky pozitivnej kontroly
(rekombinantného a-synukleinu) sme ich pritomnost’ nedetegovali (Priloha k monitorovacej sprave, Obr.
2). Pracujeme preto tieZ na testovani metddy, ktora by v sebe kombinovala oba pristupy. Vdaka gélovej
filtrcii dochadza k precisteniu vzorky od sérovych proteinov (teda aj plazmatickych NCAM a L1CAM) a pri
pouZiti selekcie pomocou protilatky az v dalSom kroku by tento pristup mohol viest k zakoncentrovaniu
NEV a tym ziskaniu vezikul s va¢sim obsahom patologického a-synukleinu.

Subezne s izolaciou NEV sme sa sustredili na zavedenie metddy RT-QulC a hoci bola tato metoda
na detekciu a-synukleinu opisana vo viacerych publikaciach, nie je eSte rutinne pouzivanou metédou
v praxi a jej pouzitie sa u jednotlivych pracovisk znacne liSi. Klu€ovymi aspektami tejto metddy su jednak
optimalizacia podmienok, ako je teplota, spdsob trepania, zloZzenie reakénej zmesi, ale najma kvalita
substratu, t.j. monomérneho rekombinantného a-synukleinu. Tieto aspekty vo velkej miere ovplyvriuju
reprodukovatelnost, senzitivitu a Specificitu metddy. V nasej praci sme zacali s testovanim najskér na
vzorkach s rekombinantnym a-synukleinom, kde ako substrat sluzZil His-tagovany a-synuklein.
Rekombinantny a-synuklein sme pripravovali expresiou v bunkach Escherichia coli a naslednou
trojkrokovou kvapalinovovou chromatografiou (afinitnd, ionomeni¢ova a gélova chromatografia) (Priloha k
monitorovacej sprave, Obr. 3). Cistota proteinu bola overena pomocou SDS-PAGE. Pristroj Octet R2, ktory
bol ur€eny na Strukturalnu charakterizaciu a Standardizaciu rekombinantnych proteinov bol dodany az
v decembri 2024 a jeho instalacia a zaskolenie k nemu prebehlo az vo februari 2025. Tym nastal skiz pri
validacii naprodukovanych Sarzi rekombinantného monomérneho a-synukleinu, na ktory  pristroj
potrebujeme. KedZe ako pozitivna kontrola-iniciator agregacie (,seed“) ma sluzit nami predpripraveny
agregrovany rekombinantny His-tagovany a-synuklein, po purifikacii sme ¢ast proteinu pouzili na jeho
seedu, a to inkubaciou a mieSanim pri teplote 37°C po dobu 1 tyzdha. Takymto spdsobom sa nam podarilo
pomocou sedimentaéného testu identifikovat’ az 70% celkového a-synukleinu v sedimentovane;j frakcii, o
sved¢i o jeho zmene z rozpustnej na agregovanu formu. V dalSom postupe, ked dosiahne test poZadovanu
robustnost, bude ako iniciator agregacie sluzit vzorka NEV izolovanych z mozgovomieSneho moku alebo
z plazmy pacientov s diagnostikovanou Parkinsonovou chorobou. Nasledne sme sa zamerali na testovanie
variability agregaénej reakcie medzi jednotlivymi Sarzami rekombinatného a-synukleinu, ako aj porovnaniu



variability a Specificity pri pouziti r6znych reakénych podmienok (teplota, spésob trepania, pritomnost
detergentov) (Priloha k monitorovacej sprave, Obr. 4). Prave substrat, vnaSa do testu najvyraznejSiu
uroven variability zavisiacu od jednotlivych Sarzi a-synukleinu. Pristupili sme preto aj k porovaniu nativneho
verzus His-tagovaného a-synukleinu, aby sme vylugili vplyv His-tagu na tato variabilitu. Nativny protein bol
purifikovany pomocou postupu zahffiajicom kvapalinovi chromatografiu (ionomenicova a gélova
chromatografia), ale tiez inkubaciu vzoriek pri teplote 100 °C po dobu 15 minat s naslednou centrifugaciou.
Nakolko a-synuklein sa vyznaCuje znacnou tepelnou odolnostou, tento krok odstranenie mnohych
termosenzitivnejSich kontaminantov a bol zaradeny pred gélovou filtraciou. Napriek tomu sme neziskali
nativny a-synuklein v &istote, aku sme dosiahli pri His-tagovanom a-synukleine (Priloha k monitorovacej
sprave, Obr. 5). KedZe primesi ovplyvriuju schopnost synukleinu agregovat’ v pritomnosti seedu a tym
mézu znizovat citlivost metddy alebo naopak viest k faloSne pozitivnej reakcii, pokraCujeme eSte
s optimalizaciou purifikacie nativného a-synukleinu.
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Milniky

MiFnik 1 Reprodukovatelnost’ izolacie neuronalnych extracelularnych vezikul z krvi
Priebezna monitorovacia sprava ¢. 1

Pocas tohto monitorovacieho obdobia prebehli pilotné experimenty zamerané na optimalizaciu izolacie
neuronalnych extracelularnych vezikul (NEV) z kontrolnych plazmatickych vzoriek. Otestované boli dve
metodiky: tradi¢na precipitacia a selekcia pomocou protilatky L1CAM/NCAM, ako aj alternativna gélova
chromatografia (QEV20 a qEV35). Vysledky ukazali izolaciu vezikul vo velkostnom rozsahu 50—-170 nm, ¢o
bolo potvrdené DLS. Vzhfadom na nové poznatky o vyskyte volnych foriem L1CAM/NCAM proteinov v
plazme, vyvijame tiez metdédu kombinujucu oba pristupy — najskdér chromatograficki separaciu
nasledovanu selekciou protilatkami. Validacia metédy na 50 pacientoch zatial nebola ukon&ena z dévodu
optimalizacie metédy a neukonéeného vyberu vhodnych vzoriek na testovanie.

Dokument: Priloha k monitorovacej sprave.

Milnik 2 Validacia a -syn RT-QuIC test z krvnych extracelularnych vezikul
Priebezna monitorovacia sprava €. 1

Zaviedli sme metodiku RT-QuIC na detekciu agregovaného a-synukleinu. Testovanie bolo zahajené na
rekombinantnych proteinoch, ktoré sme pripravili expresiou v E. coli a purifikovali chromatograficky.
Prebieha validacia variability substratu (His-tagovany vs. nativny a-synuklein) a optimalizacia reakénych
podmienok (teplota, rychlost a ¢as mieSania, pritomnost a koncentracia detergentov). Overenie bolo
realizované na vzorkach pozitivnej kontroly vytvorenej s pouZitim rekombinantnych foriem a-synukleinu.
V tomto stave testu, ked je jeho variabilita eSte vysoké by bolo pouZitie vzoriek od PD pacientov neetickym
plytvanim vzacnym klinickym materialom. Vzorky pacientov s potvrdenou PD su zozbierané a budeme ich
analyzovat v najblizSich tyZzdroch.

Vystupy projektu

Vystup 1 Metdda izolacie neuronalnych extracelularnych vezikul



Priebezna monitorovacia sprava €. 1
Pracovny balik NV1 — Izolacia neuro-ECV

Pocas tohto monitorovacieho obdobia sme zaviedli a optimalizujeme dve metodiky izolacie neuronalnych
extracelularnych vezikil (NEV) — kombinaciu precipitacie a imunoselekcie pomocou protilatok
(L1CAM/NCAM) a gélovej chromatografie (QEV20 a qEV35). Prebiehalo porovnanie oboch pristupov na
kontrolnych vzorkach, izolované ¢astice mali velkost v rozmedzi 50—-170 nm podfa DLS analyzy. Prebieha
finalne testovanie kombinovanej metddy s cieflom zvysit vytazok a Specifitu izolacie NEV.

Dokument: Priloha k monitorovacej sprave.

Vystup 2 a -syn RT-QuIC test z krvnych extracelularnych vezikul
Priebezna monitorovacia sprava ¢. 1
NV2 — a-syn RT-QuIC test

V ramci aktualneho monitorovacieho obdobia prebieha optimalizacia metédy RT-QulIC. Otestovana bola jej
funkénost pomocou pozitivnej kontroly na baze rekombinantného His-tagovaného a-synukleinu,
pripraveného v nasom laboratoriu. Experimentalne sa testoval vplyv r6znych podmienok (teplota, mieSanie,
pritomnost detergentov) na rozsah agregacie a-synukleinu a aktualne prebieha porovnanie nativneho a
His-tagovaného substratu. Metdda zatial nebola aplikovana na pacientskych vzorkach — prebieha ich zber
a pripravné testovanie.

Na zaklade predbeznych zisteni prebieha priprava odborného prehfadového &lanku s nazvom ,When
proteins go MAD - Misfolded, Amplified, Detected: Advances in a-Synuclein pathophysiology and RT-QuIC
detection®. Doteraz dosiahnuté vysledky boli zaroveni prezentované formou prednasky na odbornom
podujati AD-WORKSHOP No. 5. Relevantna dokumentacia: AD-workshop5_program a Priloha k
monitorovacej sprave.

Identifikacia problémov a rizik

Pogas aktualneho monitorovacieho obdobia doslo k miernemu oneskoreniu v napifani milnikov &. 1 a 2,
ktoré boli planované na prvy rok rieSenia projektu. Hlavné dévody su nasledovné:

1. Sporna Specificita povrchovych markerov (L1CAM, NCAM): Na zaklade aktualne publikovanych
dat ' sme prehodnotili pévodne planovany spdsob selekcie NEV pomocou protilatok. Ich vyskyt vo
forme volnych proteinov v plazme a CSF spochybriuje ich vyuzitelnost ako selektivnych markerov.
To viedlo k nutnosti zavedenia alternativneho pristupu cez gélovi chromatografiu, ¢o si vyziadalo
dodato€né optimalizatné experimenty.

2. Nizka detekovatelnost cielovych proteinov po izolacii NEV: Pomocou Western blottingu nebolo
mozné detegovat a-synuklein ani L1CAM v izolovanych vezikulach, pravdepodobne pre nizku
koncentraciu. To oddialilo validaciu izolacie a vynutilo potrebu kombinovaného izolaéného pristupu.

3. Variabilita medzi 3Sarzami rekombinantného monomérneho a-synukleinu: Rbézne Sarze
rekombinantného substratu vykazovali odliSnd schopnost agregovat, &o ovplyviiovalo
konzistentnost RT-QuIC signalu a znemoznuje Standardizaciu testov. Porovnanie nativneho a His-
tagovaného proteinu si vyziadalo dodato€ny ¢as na purifikaciu a testovanie.

Prijaté opatrenia:

1. Zavedenie gélovej chromatografie ako Standardného kroku pred imunoselekciou pri izolacii NEV,
¢im sa zniZuje pritomnost plazmatickych kontaminantov a umoZznuje efektivne vyuzitie L1CAM,
NCAM protilatok pri imunopurifikacii.

2. Optimalizacia kombinovaného izolaného postupu a zvySenie vstupného objemu plazmy na
zvySenie vytazku NEV.

3. Paralelna priprava a testovanie nativneho aj His-modifikovaného a-synukleinu pre vyber
najvhodnejSieho substratu a jeho Standardnej pripravy z hladiska Cistoty a funkénosti do RT-QuIC
testu a ich dodato¢na validacia pomocou metddy interferencie na biovrstve (pristroj Octet R2).



4.

Zaznamenanie vysledkov a metodik do internych protokolov a ich prezentacia na odbornom
workshope (AD-WORKSHOP No.5) za u¢elom ziskania spatnej vazby od odbornej komunity.

Rizika pre nasledujuce monitorovacie obdobie a planované opatrenia:

1.

Variabilita medzi Sarzami substratu pre RT-QuIC

Riziko: ZniZzena reprodukovatelnost vysledkov.
Opatrenie: Zavedenie Standardizovaného purifikacného a validacného postupu pomocou Octet R2 pre
kazdu Sarzu rekombinantného a-synukleinu pred jej pouzitim v RT-QulC.

2.

Technicka naro¢nost’ vyvoja obdobného RT-QuIC testu pre tau agregaty

Riziko: Potencidlne oneskorenie pri zavadzani testu na tau agregaty.
Opatrenie: Skoré spustenie testovania tau fragmentov paralelne s prebiehajicimi ulohami RT-QuIC pre
a-synuklein; vyuzitie skisenosti z predchadzajdcich experimentov.

Popis planovanych ¢innosti v nasledujucom monitorovacom obdobi

V nasledujuicom monitorovacom obdobi sa planujeme zamerat na ukoncCenie rozpracovanych uloh
spojenych s dosiahnutim milnikov 1 a 2 a pokrocit k mifniku 3, ktory zahffia analyzu klinickych vzoriek.
Hlavné aktivity budu nasledovné:

1.

Dokoncenie validacie izolaénej metddy pre NEV
Optimalizacia kombinovanej stratégie gélovej chromatografie a imunoselekcie.

Aplikacia optimalizovanej metédy na vacsi subor kontrolnych vzoriek a nasledne na prvé dostupné
vzorky od pacientov s Parkinsonovou a Alzheimerovou chorobou.

Kvantifikacia vytazku a testovanie Specificity izolovanych NEV (markerové proteiny, velkost).
Zabezpecenie kvality rekombinantného a-synukleinu ako substratu pre RT-QuIC
Zavedenie Standardizovanej validacie kazdej pripravenej SarZze pomocou Octet R2.

Vyber medzi nativnhym a His-modifikovanym variantom podla Cistoty, stability a schopnosti
agregacie.

Zavedenie RT-QuIC testovania na biologickych vzorkach pacientov

Po dodani prvych klinickych vzoriek z projektu ADDIT-CE zahgjenie RT-QulIC testovania v rezime
troch nezavislych merani.

Stanovenie zakladnych parametrov ako limity detekcie a kvantifikacie, dynamicky rozsah linearity
a reprodukovatelnost.

Porovnanie signalov medzi klinickymi a kontrolnymi vzorkami.
Priprava podmienok pre vyvoj tau RT-QuIC testu
Expresia a purifikacia rekombinantnych fragmentov tau proteinu.

Testovanie ich schopnosti spontannej agregacie a interakcie s agregovanym tau proteinom z
mozgového tkaniva.

Vyber najvhodnejSich fragmentov pre dalsi vyvoj testu.



Opatrenia na eliminaciu identifikovaného omeskania:

Vzhladom na oneskorenie spdsobené potrebou zmeny stratégie izolacie NEV a optimalizacie substratu
RT-QuIC, budd uvedené cinnosti realizované subezne a s vySSou frekvenciou testovani. Zaroven sa
zintenzivni spolupraca so zbernymi centrami a koordinatormi ADDIT-CE na zabezpecenie skorého pristupu
k pacientskym vzorkam. Na zabezpeclenie spinenia milnikov a vystupov projektu sa pristupilo tiez k
navyseniu personalnej kapacity a do projektu bola zapojena dalSia pracovnicka, planuje sa tiez prijat
doktorand/ka.



