Priloha k priebeznej monitorovacej sprave projektu Matching grant 09101-03-V04-00039
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Obrazok 1: DLS analyza extracelularnych vezikul

Na izolaciu extracelularnych vezikul sme testovali gélovu filtraciu pomocou koléniek qEV20 (A) and gEV35 (B).
Izolovali sme Castice, rozdelené v réznych frakcidch a vzorky sme analyzovali pomocou metédy DLS (dynamic light
scattering). Ich velkost sa pohybovala v rozmedzi 17-170 nm. Frakcie (F) 9-12 pri koldnkach qEV20 a 8-12 pri gEV35
obsahovali ¢astice, ktoré by mali velkostou zodpovedat ocakavanej velkosti extraceluldrnych vezikul, 50-100 nm.
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Obrazok 2: Western blot analyza extracelularnych vezikul

Vzorky extracelularnych vezikul izolovanych precipitaciou, ako aj vybrané frakcie po gélovej filtracii, sme analyzovali

pomocou Western blotu. Pouzili sme dva typy monoklonalnych protilatok: (A) anti-a-synuclein Syn1 (BD Biosciences)
a (B) anti-NCAM-L1 (Santa Cruz).
V drahach 1-14 boli nanesené nasledovné vzorky:
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celkova plazma pred izolaciou,

mikrovezikuldrna frakcia,

frakcia celkovych vezikul,

prietok po imunoselekcii neurédnovych extracelularnych vezikul (NEV),
premytie,

frakcia vezikul uvolnena z imunokomplexu denaturaciou,

frakcia vezikul eluovand glycinom,

Tritbnom osSetrené vzorky,

frakcia 8 po purifikacii gélovou filtraciou (qEV20),

. frakcia 9 (qEV20),

. frakcia 10 (qEV20),

. frakcia 9 po purifikacii (QEV35),

. frakcia 10 (qEV35),

. 0,25 pg rekombinantného a-synukleinu,
15.

proteinovy Standard PageRuler Plus.

Okrem kontrolnej vzorky s rekombinantnym a-synukleinom sme pomocou protilatky Synl detegovali signdl len v

prietoku po imunoselekcii a slaby signal vo frakcii po denaturacii. Vzhladom na to, Ze podobny signal sa objavil aj pri

protilatke proti NCAM-L1, predpokladdme, Ze ide o neSpecificku vazbu sekundarnej protilatky. Pri Specifickej detekcii

sme ocakavali signdly zodpovedajuce velkosti a-synukleinu (~15,3 kDa) a jednej alebo viacerym izoformam NCAM
(~120, 140 alebo 180 kDa).
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Obrazok 3: Purifikacia rekombinantného His-tagovaného a-synukleinu

Na obrazku je znazorneny priklad purifikacie 15,3 kDa His-tagovaného a-synukleinu (a-Syn-His). Po expresii v bunkach
Escherichia col, ich lyze a centrifugacii bol a-Syn-His izolovany pomocou chromatografickych technik — najskor
afinitnou chromatografiou (A), nasledne idnomenicovou (B) a napokon gélovou filtraciou (C). Obrazok zobrazuje
prislusné chromatogramy a analyzu Cistoty pomocou SDS-PAGE. Na SDS-PAGE géloch su znazornené tieto drahy:

(A) 1. proteinovy Standard PageRuler Plus, 2. nanasana vzorka, 3—13. prietokové frakcie, 14—15. eluované frakcie;
(B) 1. proteinovy Standard PageRuler Plus, 2—15. frakcie A9—B2;

(C) 1-12. frakcie A5—-B9, 13. proteinovy Standard PageRuler Plus.

Na obrazku (D) je zobrazeny finalny purifikovany produkt, pricom v drahach 2 a 3 bolo nanesené 1 pg a-Syn-His a v
drédhach 5 a 6 0,5 pg a-Syn-His. Cast purifikovaného proteinu bola pouZita na pripravu agregovanej formy a-Syn-His.
Neagregovany aj agregovany a-Syn-His boli nasledne testované pomocou RT-QuIC.
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Obrazok 4: Optimalizacia RT-QuIC testu

(A) Schéma principu testu RT-QuIC (Real-Time Quaking-Induced Conversion). Tato technika vyuZiva seeding aktivitu
patologického a-Syn (seed), ktory indukuje konverziu monomérneho a-Syn (substrat) na fibrily in vitro. Agregacia sa
pri tom monitoruje pomocou fluorescencie Thioflavinu T (ThT). Amplifikdcia v RT-QuIC sa vyznacuje sigmoidalnou
kinetikou s tromi fazami: lag faza, v ktorej je rekombinantny a-Syn eSte monomérny; exponencialna faza, kde
patologické seedy urychluju fibrilizaciu; a platoé faza, ked'sa vSetok dostupny a-Syn konvertuje na fibrily. RT-QuIC teda
umoziuje amplifikaciu a detekciu patologickych foriem a-Syn, pri¢om kineticky profil je mozné ovplyvnit vyberom
substratu a reakénych podmienok (napr. pufor, teplota, miesanie).

(B) Testovali sme nami pripravené proteiny a-Syn-His. MieSanie prebiehalo kontinudlne v termostate v 96-jamkove;j
platnicke pri rychlosti 1000 rpm a teplote 37 °C. Testovali sa tiez dve rozne koncentracie substratu a seedu. Nizsie
koncentrdcie substratu (3 pg) a seedu (0,5 pug) neboli postacujuce a fluorescencny signdl bol na Urovni negativnych
kontrol.

(C) Pri mieSani a inkubdacii priamo v Citacke platniciek bola platnicka bola inkubovana pri teplote 37 °C, mieSanie
prebiehlo po dobu 1 minuty v méde ,,double orbital” pri rychlosti 425 cpm, po ktorom nasledovalo od¢itanie a 14
minutova prestavka. Otestovali sme aj zniZenie koncentracie seedu pri konstatnej koncentracii substratu. Uz zniZenie
koncentracie na polovicu (0,5 ug) malo za nasledok fluorescencény signal na drovni negativnej kontroly.



(D) Testovali sme tieZ senzitivitu pri teplote 42 °C a za podmienok miesania ako v pripade (C), vplyv pritomnosti
detergentov (Triton a SDS) a agregovaného peptidu Tau dGAE. ZvySenie teploty inkubdacie malo za ndasledok narast
fluorescencného signalu, detergrenty vsak signal nezlepSovali. Pritomnost dGAE peptidu neviedla k indukcii agregacie
a-Syn-His proteinu. To je déleZité z hladiska pacientskych vzoriek, ktoré potencidlne moézu obsahovat aj iné
agregované proteiny, ako je Tau.

(E) Nasledne sme porovnali dve rézne Sarze subtratu, B1 a B2, a hoci $arZa B2 preukazuje zvySenu schopnost
agregacie, dochadza aj k nezelanej agregacii bez pritomnosti seedu. Pristupili sme preto aj k purifikacii a testovaniu
nativneho a-Syn. VSetky testy boli uskutocnené v triplikdtoch a do grafov B-E boli vynesené hodnoty z merani
s odstupmi po jednej hodine.
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Obrazok 5: Purifikacia nativneho a-synukleinu a jeho RT-QuIC test

Na obrazku je zndzorneny priklad purifikacie 14,5 kDa nativneho a-synukleinu (a-Syn wt) bez tagu. Po expresii v
bunkach Escherichia coli, ich lyze a centrifugdcii bol bol a-Syn wt izolovany pomocou chromatografickych technik —
najskor dvomi ibnomenic¢ovymi chromatografiami na koldne HiTrap Q HP 5ml (A), nasledne na MonoQ koléne Capto
HiRes Q 5/50 (B) a napokon gélovou filtraciou (C), pred ktorou boli vzorky inkubované pri teplote 100 °C po dobu 15
minut a nasledne centrifugované. Krok zahriatia na vysoku teplotu mal za nasledok odstranenie necistét. Obrazok
zobrazuje prislusné chromatogramy a analyzu Cistoty pomocou SDS-PAGE. Na SDS-PAGE géloch su znazornené tieto

drahy:

(A) 1.-7. prietokové frakcie, 8. proteinovy Standard PageRuler Plus, 9-27. kazda druha eluovana frakcia A1-C12, 28.

proteinovy Standard PageRuler Plus;

(B) 1. proteinovy Standard PageRuler Plus, 2—25. frakcie A1-B1, 26. proteinovy Standard PageRuler Plus;



(C) 1-12. frakcie A5-B9, 13. proteinovy Standard PageRuler Plus.

Na obrazku (D) je zobrazeny findlny purifikovany produkt, pricom v drdhach 2 a 3 bolo nanesené 0,5 pg a-Syn wt a v
drahach 4 a 5 1 pg a-Syn wt. Hoci sme neziskali a-Syn wt v Cistote, akd sme dosiahli pri a-Syn-His, aj a-Syn wt bol
testovany ako substrat pomocou RT-QuIC (E). a-Syn wt vykazoval v teste zniZzenu schopnost agregovat v pritomnosti
seedu. KedZe primesi mdzu ovplyvnit jeho schopnost agregovat a tym zniZovat citlivost metddy, pokracujeme este

s optimalizaciou purifikacie nativného a-synukleinu.



