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Obrazok 1: Optimalizacia izolacie extracelularnych vezikul

Na izoldciu extraceluldrnych vezikil sme porovnali tri typy kolonok SEC (size exclusion chromatography): qEV20,
gEV35 a gEVoriginal-70. Jednotlivé eluované frakcie (F2—F10) boli analyzované z hladiska obsahu proteinov a
koncentracie Castic. (A) Distribucia proteinov v jednotlivych frakciach izolovanych pomocou testovanych koléniek. (B,
C) Charakterizacia velkostnej distribucie Castic vo vybranych frakcidch pomocou Dynamic Light Scattering (DLS) pre
jednotlivé typy koldniek. Kolonka qEV35 poskytovala najnizsiu proteinovd kontaminaciu vo frakciach obsahujucich
EV (F2-F7) pri suc¢asnom zachovani populacie Castic v o¢akdvanom velkostnom rozsahu extracelularnych vezikul. Na
zédklade tychto vysledkov bola qEV35 zvolena na izolaciu vsetkych nasledujucich vzoriek. (D) Reprezentativne
porovnanie velkostnej distribucie EV izolovanych pomocou qEV35 analyzovanych metdédami DLS a Nanoparticle
Tracking Analysis (NTA). DLS sa ukazala ako rychla, jednoducha a nékladovo efektivna metéda na rutinnid kontrolu
kvality EV izolatov, pricom poskytovala vysledky porovnatelné s NTA.
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Obrazok 2: Purifikacia a analyza rekombinantného His-tagovaného a nativneho a-synukleinu

(A) Na obrazku su jednotlivé Sarze 15,3 kDa His-tagovaného (His) a 14,5 kDa nativneho (WT) a-synukleinu po analyze
pomocou SDS-PAGE. Ziskali sme proteinové Sarze porovnatelnej Cistoty. (B) Analyza na pristroji Octer R2 preukazala,
Ze schopnost vazby na protilatku vykazuje medzi jednotlivymi Sarzami len malé rozdiely v porovnani s komeréne
zakUpenym proteinom. Priemerné Ko pre WT boli 2,6 x 1071°, pre His-tag 2,5 x 107'°, &o st hodnoty porovnatelné s
Ko komeréného substratu (1,9 x 1019). (C) Jednotlivé 3arze sme analyzovali aj pomocou DLS. (D) Sedimenta&ny test

odhalil vyraznejsiu variabilitu medzi jednotlivymi Sarzami.
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Obrazok 3: Charakterizacia jednotlivych Sarzi rekombinantného a-synukleinu pomocou RT-QuIC.

(A) Kinetické krivky RT-QuIC reakcie pre jednotlivé SarZe nativneho (WT1.1-WT3), His-tagovaného (HIS1.1-HIS3.1) a
komeréného a-synukleinu (COM) v pritomnosti (+ seed, modrd) alebo bez pritomnosti (unseeded, siva) pozitivnej

3



kontroly. Zobrazené su priemerné hodnoty normalizovanej fluorescencie + SD. Vysledky poukazuju na rozdielnu
schopnost jednotlivych Sarzi amplifikovat agregovany a-synuklein a na zvy$end spontannu agregaciu niektorych His-
tagovanych substratov. (B) Maximalna hodnota fluorescenéného signalu (ThTmax) dosiahnuta pocas RT-QuIC reakcie.
Parameter odraza rozsah tvorby amyloidnych agregatov v reakcii. Sarza WT2 vykazovala vysoky signal v pritomnosti
seedu pri sucasne nizkej Urovni spontannej agregacie, zatial ¢o niektoré His-tagované Sarze dosahovali vysoké
hodnoty aj bez pridania seedu, napriklad Sarza 3.1. (C) Lag cas (h) definovany ako cas potrebny na dosiahnutie
prahovej hodnoty fluorescencného signalu. Kratsi lag ¢as zodpoveda rychlejsej amplifikacii agregatov. Najkratsie lag
Casy v pritomnosti seedu boli pozorované pri Sarzi WT2, zatial ¢o viaceré His-tagované substraty vykazovali skrateny
lag Cas aj bez pridania pozitivnej kontroly, ¢o naznacuje zvySenu tendenciu k spontannej agregdcii. Na zaklade
kombindcie parametrov ThTmax, lag €asu a uUrovne spontannej agregacie bola Sarza WT2 vyhodnotend ako
najvhodnejsi substrat pre dalSie RT-QuIC experimenty.
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Obrazok 4: Vysledky a-Syn RT-QuIC analyzy EV/NEV izolatov z kontrolnych a pacientskych vzoriek.

Pozitivita 53 vzoriek bola hodnotend na zaklade poctu pozitivnych replikatov v jednotlivych casovych bodoch
merania. Vzorka bola povaZovana za pozitivhu, ak fluorescencny signal prekrocil stanoveny prah priemeru
fluorescencie ThT kontroly plus 5-nasobok Standardnej odchylky v najmenej dvoch z troch technickych replikatov (>
2/3 pozitivnych replikatov). (A) Zobrazené su reprezentativne vysledky 3 pacientskych vzoriek (vzorky 5, 15, 17),
negativne]j vzorky, pozitivnej vzorky (s 10 ng seedu) a negativne]j kontroly bez seedu. (B) Zobrazené su dva Casové
body, ktoré dokumentuju vyvoj pozitivity vzoriek pocas RT-QuIC reakcie. Dochadza k narastu poctu pozitivnych reakcii
s predlZujucim sa ¢asom inkubacie, vratane vyskytu pozitivnych signalov aj v negativnych kontrolach uz po 36 h. Tento
jav naznaduje potrebu dalSej optimalizacie podmienok testu s cielom zvysit jeho $pecificitu pri analyze klinickych
vzoriek.
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Obrazok 5: Vysledky a-Syn RT-QuIC analyzy EV/NEV z klinickej Studie.

(A) Reprezentativne kinetické krivky RT-QuIC reakcie pri analyze EV/NEV izolatov z pacientskych a kontrolnych vzoriek.
Pozitivna kontrola pripravena z in vitro agregovaného a-synukleinu vykazovala narast fluorescencného signalu uz
pocas prvych 20 hodin reakcie. Fluorescenény signal pacientskych aj kontrolnych vzoriek zacal narastat priblizne po
25-30 hodinach inkubacie, pricom podobna kinetika bola pozorovana aj v negativnej vzorke a negativnej kontrole
bez seedu. Vysledky naznacuju spontannu agregaciu substratu pri dlhsej inkubacii, o obmedzuje schopnost
spolahlivo odlisit pozitivne a negativne klinické vzorky. (B) Porovnanie fluorescenéného signalu po 20 a 36 hodinéach
RT-QuIC reakcie. PreruSovana Ciara oznacuje prah pozitivity definovany ako priemerna hodnota fluorescencie ThT
kontroly zvy3ena o patnasobok Standardnej odchylky (ThT + 5xSD). Po 20 hodinach prekrodila prah pozitivity iba
pozitivna kontrola, zatial ¢o vSetky analyzované EV/NEV izolaty zostali negativne. Po 48 hodinach vsak prah prekrodili
nielen pacientske vzorky, ale aj negativna vzorka a negativna kontrola, ¢o poukazuje na nedostatoc¢nu Specificitu testu
pri dlhsej inkubacii. Vysledky naznacuju, Ze za pouZitych experimentalnych podmienok je koncentracia patologickych
a-synukleinovych agregatov v EV/NEV pravdepodobne na hranici detekcie metodiky a na zvySenie diagnostickej
vykonnosti bude potrebna dalsia optimalizacia izolacie vezikul aj podmienok RT-QuIC reakcie.
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Obrazok 6: Purifikacia Tau40 proteinu, priprava seedu a RT-QuIC test

(A) SDS-PAGE analyza purifikovaného rekombinantného proteinu Tau40 pripraveného expresiou v Escherichia coli.
Purifikovany protein vykazoval o¢akdvanu mobilitu priblizne 55 kDa a vysoky stuperi Cistoty. (B) SDS-PAGE analyza
agregovanych Tau seedov pripravenych inkubdaciou Tau40 s induktorom agregacie dGAE. Vzorka pripravend v
pritomnosti dGAE vykazovala vznik oligomérnych a vysokomolekulovych agregovanych foriem Tau proteinu. (C)
Pilotné testovanie metodiky Tau RT-QuIC s pouZitim in vitro pripravenych Tau seedov. (D) Koncové body v 48. a 96.
hodine RT-QuIC Tau testu. Pridanie 5 pg tau seedu viedlo k narastu fluorescencného signalu v priebehu reakcie, ¢o
potvrdilo schopnost metodiky amplifikovat agregované formy Tau proteinu. Pri nizSom mnozZstve seedu (0,5 pg) vsak
nebola pozorovand vyznamna amplifikicia a fluorescencény signal zostal na Urovni neseedovanej negativnej kontroly
a ThT kontroly.
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Obrazok 7: Pilotné testovanie metodiky Tau RT-QuIC na EV/NEV izolatoch z kontrolnych a pacientskych vzoriek.
(A) Reprezentativne kinetické krivky fluorescenéného signalu pri analyze EV/NEV izoldtov pomocou Tau RT-QuIC.
Pozitivna kontrola pripravena z in vitro agregovaného Tau vykazovala ndrast fluorescencie priblizne po 60 hodinach
inkubacie, zatial Co pacientské vzorky, negativna vzorka, negativna kontrola a kontrola obsahujtca iba pufor a tioflavin
T (ThT) zostali pocas celej reakcie na Urovni bazalneho signalu. V porovnani s optimalizaciou metodiky bez pritomnosti
detergentu Triton X-100, kde pozitivna kontrola vykazovala amplifikaciu uz priblizne po 24 hodinach (Obr. 6C), doslo
v pritomnosti Tritonu k vyraznému predizeniu lag fazy. Vysledky naznadujd, e Triton X-100 pouzivany na uvolnenie
obsahu EV/NEV pravdepodobne inhibuje proces amplifikacie Tau agregétov. (B) Porovnanie fluorescenéného signalu
po 48 a 96 hodinach inkubdcie. PreruSovand Ciara oznacuje prah pozitivity definovany ako priemerna hodnota
fluorescencie ThT kontroly zvy$ena o patnasobok standardnej odchylky (ThT + 5xSD). Pozitivna kontrola prekrocila
stanoveny prah a7 po predizenej inkubdcii, zatial ¢o vietky analyzované EV/NEV izolaty z pacientov, negativna vzorka
aj negativne kontroly zostali pod hranicou pozitivity. Vysledky poukazuju na potrebu dalSej optimalizacie podmienok
uvolnenia obsahu extracelularnych vezikual, najma vyberu detergentu kompatibilného s RT-QuIC reakciou.



