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Monitorovacia sprava — zavere¢na

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

V ramci pracovného balika NV1 sme sa v zavereCnej etape zamerali na zdokonalenie metddy
izolacie extracelularnych vezikal (EV) a nasledne neuronalnych extracelularnych vezikul (NEV) z
biologickych tekutin. Ako najvhodnejsi spdsob izolacie NEV sa ukazala kombinacia chromatografického
pristupu pomocou gélovej filtracie, pri ktorej dochadza k izolacii vezikul na zaklade ich velkosti s naslednym
obohatenim NEV pomocou imunoselekcie s protilatkou proti NCAM-L1. Velkost extracelularnych vezikul je
priblizne 50-100 nm a prave na zaklade tejto ich vlastnosti je mozné izolovat extracelularne vezikuly
z krvnej plazmy pomocou gélovej filtracie [1,2]. K pdvodnym dvom testovanym kolénkam (qEV20 a qEV35)
sme pridali dalsi typ kolény, gEVoriginal-70 (Izon Sciences). Vyrobca uvadza, ze by malo byt mozné
izolovat Castice o velkosti 20—100 nm v pripade qEV20, 35-400 nm v pripade qEV35 a 70-2000 nm
v pripade gEVoriginal-70. V jednotlivych frakciach sme analyzovali dva parametre — velkost Castic
pomocou dynamic light scattering (DLS) a koncentraciu volnych proteinov, ktoré predstavuju
kontaminujicu zlozku a znizuju ucinnost nasledujuceho imunoselekéného kroku. Spomedzi testovanych
kolon sa ukazala ako najvhodnejSia koldnka qEV35. Minimalny obsah proteinov bol identifikovany vo
frakciach F2—7, kym pri koléne qEV 20 bolo va¢sie mnozstvo proteinov identifikované uz vo frakciach od
F5. V pripade kolény gEVoriginal-70 boli ako vhodné, t. j. s minimalnym obsahom kontaminujucich
proteinov, identifikované frakcie F2-6 (Priloha k zavere¢nej sprave, Obr. 1A). Aj DLS (SpectroLight
600/610, Xtal Concepts) analyza ukazala, ze homogenita a zastupenie Castic su najoptimalnejSie pri pouziti
kolény qEV35 (Priloha k zavere¢nej sprave, Obr. 1B, C). Pre porovnanie sme vybrané vzorky tiez podrobili
meraniu pomocou metddy Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, NanoSight Pro, Malvern Panalytical Ltd.).
Analyza naznacila, ze su pritomné vezikuly s priemerom 141 £ 47 nm v pribliznej koncentracii 1,5 x 10212
+ 7,4 x 101 (Priloha k zavere¢nej sprave, Obr. 1D). Reprodukovatelnost’ izolacie bola nasledne overena
na viacerych nezavislych plazmatickych vzorkach spracovanych v ré6znych experimentalnych drioch. Pri
pouziti kolény gEV35 sme opakovane pozorovali porovnatelné rozdelenie ¢astic vo frakciach F2—F7, nizky
obsah kontaminujucich proteinov a pritomnost vezikil vo velkostnom rozsahu o€akavanom pre
extracelularne vezikuly. Vysledky DLS analyz preukazali dobru reprodukovatelnost izolaéného postupu
medzi jednotlivymi experimentmi. Zavedeny protokol bol nasledne pouzity na spracovanie kontrolnych aj
pacientskych vzoriek a predstavuje Standardizovany postup pre analyzy RT-QulIC. Nasledne sme izolovali
NEV pomocou imunoobohatenia aplikaciou magnetickych gul6&ok s naviazanou anti-NCAM-L1 protilatkou.
Tento krok by mal zabezpec it Specifické vychytanie NEV, ktoré by na svojom povrchu mali mat NCAM-L1.

V ramci pracovného balika NV2 sme subeZne s izolaciou NEV dalej pokragovali v zavedeni metody
RT-QuIC. Hoci bola tato metdda na detekciu a-synukleinu opisand vo viacerych publikaciach, nie je rutinne
pouzivana v klinickej praxi a pracovné postupy sa u jednotlivych pracovisk znacne lidia. Bolo preto nutné
testovat’ viaceré pristupy a podmienky, ¢o sa vyznalovalo velkou €asovou a technickou naro&nostou.
Optimalizovali sme podmienky, ako su teplota, spésob trepania, pouZitie gulééok a zloZenie reakénej
zmesi, ale ako sa ukazalo, za najvacsiu variabilitu testu zodpoveda substrat, t. j. monomérny rekombinantny
a-synuklein. V naSej praci sme testovali najskér rekombinantny His-tagovany a-synuklein, ale vzhfadom
na jeho vysoku mieru spontannej agregacie, ktora by do testu vnasala faloSne pozitivne vysledky, sme
zaradili aj pripravu nativneho a-synukleinu. Rekombinantné a-synukleiny sme pripravovali expresiou
v bunkach Escherichia coli a v pripade His-tagovaného a-synukleinu sme proteiny purifikovali trojkrokovou
kvapalinovou chromatografiou: afinitnou, ionomeni€ovou a gélovou chromatografiou (Priloha k zavere¢nej
sprave, Obr. 2A). Podarilo sa nam tiez optimalizovat’ produkciu a purifikaciu nativneho a-synukleinu s
pouzitim dvojkrokovej ionomeni¢ovej chromatografie a gélove;j filtracie. Cistota proteinovych $arzi bola
overena pomocou SDS-PAGE. SarZe boli tieZ validované na pristroji Octet R2 analyzou ich interakcii
s protilatkou Syn-211, rozpoznavajucou vsetky formy a-synukleinu (Priloha k zavereénej sprave, Obr. 2B).
Schopnost’ vazby na protilatku bola medzi jednotlivymi Sarzami v porovnani s komeréne zakupenym
proteinom len mala. Priemerné Kp pri WT substratoch boli 2,6 x 10*-10, pre His-tag 2,5 x 10*-10, o su
hodnoty porovnatelné s Kp komeréného substratu (1,9 x 107-10). Nasledne sme analyzovali Sarze aj
pomocou DLS (Priloha k zavereCnej sprave, Obr. 2C). Pripravili sme tak Sarze His-tagovaného o-
synukleinu HIS1.1, HIS1.2, HIS2.1, HIS2.2, HIS3.1, HIS3.2 a nativheho a-synukleinu WT1.1, WT1.2, WT2



a WT3 s porovnatelnou Cistotou a biofyzikalnymi charakteristikami. Jednotlivé Sarze sme tiez testovali na
ich schopnost’ agregovat’ (Priloha k zavereCnej sprave, Obr. 2D). Po purifikacii sme Casti jednotlivych
proteinovych Sarzi pouzili na pripravu seedu, a to inkubaciou a mieSanim pri 1000 rpm a teplote 37°C po
dobu 9 dni. Nasledne bola miera agregacie vyhodnotena pomocou sedimentaéného testu. Zarovern sme si
tak pripravili aj pozitivhu kontrolu, teda iniciator agregacie (,seed”) do testu RT-QuIC. Sedimentacny test
poukazal na pomerne vyraznu inter- aj intravariabilitu jednotlivych Sarzi. Priemerna hodnota sedimentacie
bola 62,3 + 21,3 % pri His-tagovanom a 68,0 + 19,4% pri nativhom proteine (Priloha k zaverecnej sprave,
Obr. 2D).

V daldej etape v ramci pracovného balika NV2 sme jednotlivé SarZze rekombinantného a-synukleinu
testovali a vzajomne porovnali v RT-QuIC teste s pouzitim komeréne dostupného substratu, a to za
pritomnosti alebo bez pritomnosti pozitivnej kontroly vo forme in vitro pripravenych seedov. Hoci sa
jednotlivé Sarze vyznamne neliSili z hfadiska Cistoty ani schopnosti vazby na Specifické protilatky stanovené
pomocou pristroja Octet R2, sedimentaény test a RT-QuIC analyza odhalili urcitu variabilitu medzi
jednotlivymi Sarzami, obzvlast v pripade His-tagovanych proteinov (Priloha k zaverecnej sprave, Obr. 3A-
C). Tieto vysledky poukazali na vyznam dbéslednej charakterizacie a Standardizacie rekombinantného
substratu ako jedného z klucovych faktorov ovplyviujucich reprodukovatelnost metodiky RT-QulC. Na
zaklade komplexného vyhodnotenia biofyzikalnych vlastnosti a spravania sa jednotlivych Sarzi v RT-QuIC
reakcii sme ako najvhodnejSi substrat na dalSie experimenty zvolili Sarzu WT2 nativheho a-synukleinu.
Tato Sarza vykazovala v porovnani s ostatnymi proteinmi vyrazny fluorescenény signal v pritomnosti
pozitivnej kontroly (seedu) a suc€asne nizku Uroven spontannej agregacie bez pritomnosti pozitivnej
kontroly. Podarilo sa nam dosiahnut’ senzitivitu testu na drovni 10 ng seedu.

Nasledne sme pristupili k pilotnému testovaniu metodiky na EV/NEYV izolatoch z kontrolnych vzoriek
a vzoriek od pacientov s Parkinsonovou chorobou. Napriek viacerym publikovanym Stadidm opisujucim
detekciu patologického a-synukleinu v extracelularnych vezikulach izolovanych z krvi pacientov s
Parkinsonovou chorobou zatial nebola vyvinuta a klinicky implementovana Standardizovana metodika s
preukazanou reprodukovatelnostou naprie€ nezavislymi laboratériami [3—5]. Nedavne odborné hodnotenia
poukazuju na vyznamné metodické rozdiely medzi jednotlivymi Stidiami, najma v postupoch izolacie
neuronalnych extracelularnych vezikul, pouzitych reagenciach a nastaveni amplifikaénych reakcii, ktoré
mézu zasadnym spdsobom ovplyvnit' vysledky. Su€asne bolo publikované upozornenie na obmedzenu
reprodukovatelnost niektorych doposial publikovanych protokolov a na potrebu ich nezavislej validacie
pred zavedenim do klinickej praxe [6]. NaSe vysledky ukazali, Ze za aktualne nastavenych podmienok test
zatial dosahuje obmedzenu droveri senzitivity a Specificity potrebni na jednoznacéné odliSenie pozitivhych
a negativnych vzoriek. Za pozitivne boli povazované vzorky, u ktorych fluorescencny signal presiahol
priemer fluorescenéného signalu nameraného v kontrole s ThT plus 5-nasobok Standardnej odchylky
v aspon dvoch z troch replikatov. Kym po 24 hodinach inkubacie nevykazovali testované vzorky ani
negativha kontrola bez seedu pozitivny signal, po 30 hodinach dochadzalo k amplifikacii signalu aj v
negativnych kontrolach. Tieto vysledky naznacduju, Ze koncentracia patologickych agregatov v izolovanych
EV/NEV méZe byt nizSia, ako je aktualny detek&ny limit metodiky (Priloha k zavereCnej sprave, Obr. 4). Na
zvySenie citlivosti testu bude pravdepodobne potrebné zvysit' vstupny objem plazmy pouZitej na izolaciu
EV a NEV, pripadne dalej optimalizovat' jednotlivé kroky izolacie a amplifikaénej reakcie. Takyto pristup
vSak prinaSa zvySené naroky na spotrebu biologického materialu, reagencii a protilatok, ¢o mbze
predstavovat’ limitujuci faktor pri buducej implementacii metodiky do rutinnej klinickej praxe. Napriek tymto
obmedzeniam sa podarilo vytvorit' Ciasto¢ne funkény experimentalny systém, identifikovat jeho hlavné
limitacie a definovat dalSie kroky potrebné na zvySenie analytickej vykonnosti testu.

V pracovnom baliku NV3 sme analyzovali pritomnost patologickych a-synukleinovych agregatov v
krvnych vzorkdch men3ej skupiny pacientov zaradenych do klinického skuSania zameraného na
hodnotenie vplyvu nefarmakologickych intervencii u pacientov s demenciou a miernou kognitivhou
poruchou v ramci projektu ADDIT-CE. Optimalizovana metodika a-Syn RT-QuIC bola aplikovana na
EVINEV izolované z klinickych vzoriek. Podobne ako pri validagnych experimentoch nebolo mozZné
spofahlivo odlisit pozitivne vzorky od negativnych (Priloha k zavereCnej sprave, Obr. 5). Vysledky vSak
poskytli cenné informacie o spravani sa metodiky pri analyze realnych biologickych vzoriek a umoznili
identifikovat hlavné faktory limitujuce jej analyticki vykonnost, predovSetkym nizku koncentraciu
patologickych agregatov v EV/NEV a vplyv spontannej agregacie substratu pri dihSej inkubacii.



Aj ked modifikovany RT-QuIC test zatial nedosahuje parametre potrebné na rutinné klinické
vyuzitie, ziskané poznatky predstavuju vyznamny metodicky prinos. Identifikacia kritickych parametrov
ovplyviujucich citlivost a S$pecificitu testu vytvorila pevny zaklad pre jeho dalSiu optimalizaciu,
Standardizaciu a naslednu validaciu na rozsiahlejSich klinickych suboroch. Na vyvoji metodiky pokraCujeme
aj po ukoncéeni projektu so zameranim na zvySenie vytaznosti izolacie EV/NEV, optimalizaciu substratu
RT-QuIC reakcie a rozsirenie klinickej kohorty pacientov v spolupraci s klinickymi pracoviskami v Bratislave.

V ramci rieSenia pracovného balika NV4 sme nadviazali na skusenosti ziskané pri vyvoji a
optimalizacii metodiky a-syn RT-QulC a zamerali sme sa na vytvorenie pilotnej verzie amplifikaCného testu
na detekciu patologickych agregatov proteinu Tau. V Uvodnej faze boli analyzované dostupné publikované
metodiky, vhodné rekombinantné Tau fragmenty a experimentalne podmienky potrebné na efektivnu
amplifikaciu Tau agregatov. Nasledne sme izolovali Tau 40 protein pomocou afinithej chromatografie
a gélovej filtracie (Priloha k zavere€nej sprave, Obr. 6A). Pripravil sa tiez skrateny variant dGAE, z ktorého
bola v kombinacii s Tau 40 pripravena pozitivna kontrola (seed) podobnym spdsobom ako pri a-synukleine
(Priloha k zavereénej sprave, Obr. 6B). Uroveri agregacie dosahovala az 74,3 + 3,5 %. V RT-QuIC sme
testovali rézne parametre reakcie vratane pritomnosti guléCok réznej velkosti, podmienok inkubacie,
rezimu trepania a zloZenia reakénej zmesi. Podarilo sa vytvorit experimentalny systém schopny detegovat’
in vitro pripravené Tau seedy, ktoré boli pouzité ako pozitivna kontrola. Vysledky potvrdili, Ze navrhnuta
metodika je schopna amplifikovat patologické Tau agregaty za definovanych experimentalnych podmienok
(Priloha k zavere¢nej sprave, Obr. 6C). Senzitivita testu bola v8ak pomerne nizka a boli sme schopni
detekovat’ minimalne 5 pg seedu.

Pri prenose metodiky na analyzu EV a NEV sa navySe ukazalo, Ze niektoré kroky potrebné na
spracovanie biologickych vzoriek pred pridanim do testu mdzu negativhe ovplyviiovat priebeh
amplifika¢nej reakcie. Ako vyznamny limitujuci faktor sa ukazalo pouzitie detergentu Triton X-100, ktory je
potrebny na uvolnenie obsahu vezikul, avdak suCasne pravdepodobne inhibuje proces seedingu Tau
agregatov. Tato skutonost’ vyznamne komplikovala aplikaciu metodiky na klinické vzorky a poukazala na
potrebu dalSej optimalizacie podmienok reakcie (Priloha k zavere¢nej sprave, Obr. 7). Podarilo sa vSak
vytvorit’ pilotny experimentalny systém pre Tau RT-QuIC, identifikovat hlavné faktory ovplyviiujuce jeho
funk&nost' a definovat' kritické body, ktoré je potrebné riesit pred jeho aplikaciou na klinicky material.
Ziskané poznatky predstavuju vyznamny metodicky zaklad pre dalSi vyvoj amplifikaénych testov
zameranych na diagnostiku tauopatii.

Pocas rieSenia projektu boli nadviazané a rozvinuté viaceré odborné spoluprace, ktoré vyznamne
prispeli k realizacii jednotlivych aktivit projektu. Vyznamna spolupraca bola nadviazana s prof. Martinom
Koliskom, ktory sa podielal na zabezpeceni biologickych vzoriek pre experimentalnu Cast projektu.
Spolupraca zéroveri viedla k spolognej priprave dvoch vedeckych publikacii. DalSia spolupraca bola
iniciovana s MUDr. Christianom Terkani¢om z Ustrednej vojenskej nemocnice SNP RuZomberok. Téato
spolupraca prispeje k vytvoreniu kontaktov na pacientov z regiénu s vySS8im vyskytom
neurodegenerativnych ochoreni, najmad demencii a Parkinsonovej choroby, a predstavuje perspektivny
zdklad pre buduce klinické Studie a validaciu biomarkerov. V ramci projektu zaroven pokracovala
spolupraca s Dr. Jozefom Hritzom, CEITEC, CR, zapogata uz v ramci projektu ADDIT-CE. Spolupraca bola
zamerana na odborné konzultacie, interpretaciu experimentalnych vysledkov a koordinaciu aktivit
suvisiacich s vyvojom diagnostickych pristupov pri neurodegenerativnych ochoreniach. Projekt tak prispel
k dalSiemu posilneniu existujucej interdisciplinarnej siete partnerov zdruzenych v projekte ADDIT-CE. Dr.
Jozef Hritz s dalSim ¢lenom jeho timu, Mgr. Pavle Krizanom, sa tiez spolupodielali na jednej z publikacii.
Nadviazané a rozvijané spoluprace vyznamne podporili realizaciu projektu a vytvorili predpoklady na
pokracovanie vyskumu a naslednu klinicku validaciu vyvijanych diagnostickych metdd. V su€asnosti tiez
nadvazujeme spolupracu s dalSimi klinickymi pracoviskami v Bratislave.

Vysledky dosiahnuté poc&as rieSenia projektu boli priebeZne prezentované odbornej komunite
a verejnosti prostrednictvom konferencii, workshopov a odbornych prednaSok. Vyznamnou sucastou
diseminacie bola pozvané prednasky ,VyuZitie metddy RT-QuIC v diagnostike Parkinsonovej choroby“ na
konferencii ,Ako veda formuje modernid kupelnu liecbu“ a ,Alchymia nefarmakologickej lieCby
Alzheimerovej choroby - ako kupelna terapia” méze poméct pacientom s demenciou(Program Piestany



2025) a ,Miesto balneoterapie v prevencii a adjuvantnej terapii kognitivnych deficitov a Alzheimerovej
choroby* (Program Piestany 2026). Vysledky projektu boli dalej prezentované na podujati AD Workshop
No. 5 zameranom na problematiku neurodegenerativnych ochoreni, kde boli diskutované metodické
aspekty purifikacie a-synukleinu, izolacie extracelularnych vezikdl a moznosti vyuzitia RT-QuIC testov pri
detekcii patologickych agregatov a-synukleinu. Projekt bol prezentovany aj na konferencii Structural
Biology and Biophysics Symposium (Bratislava, 2026), kde boli predstavené vysledky suvisiace s
pripravou, charakterizaciou a biofyzikalnou analyzou rekombinantnych a-synukleinovych substratov
pouzivanych v RT-QuIC testoch (Zbornik_Struc Biol and Biophys symposium, str. 31 a 37). Diskusia s
odbornikmi z oblasti Strukturalnej biolégie, biofyziky a neurovied poskytla cennu spatnu vazbu, ktora bola
vyuzitd pri dalSej optimalizacii metodickych postupov. Prezentacia vysledkov na domacich aj
medzinarodnych odbornych podujatiach prispela k zviditefneniu projektu, Sireniu ziskanych poznatkov a
rozsSireniu siete odbornych kontaktov. Zaroven vytvorila priestor na nadviazanie novych spoluprac a
posilnenie existujucich partnerstiev v oblasti vyskumu biomarkerov neurodegenerativnych ochoreni.

Do rieSenia projektu bola aktivne zapojena aj Studentka Prirodovedeckej fakulty Univerzity
Komenského, Bc. Patricia Grznarova, ktora prezentovala ziskané vysledky formou postera na Studentskej
vedeckej konferencii SVK 2026. Vysledky prace boli zarover spracované do recenzovaného prispevku,
ktory bol publikovany v konferenénom zborniku, ¢im projekt prispel aj k vychove mladej vedeckej generacie
a Sireniu ziskanych poznatkov medzi $tudentmi a zaginajucimi vyskumnikmi (Zbornik SVK, str. 171-175).
Do projektu boli aktivne zapojeni aj dali mladi vedecki pracovnici NiU. PhD $tudent Mgr. Adam Polak
spolupracoval na produkcii substratov do RT-QuIC a spolupodielal sa aj na jednej publikacii.

Projekt nebol poas monitorovacieho obdobia preruSeny ani pozastaveny. RieSenie projektu
prebiehalo kontinualne, av8ak vzhfadom na oneskorené dodanie pristroja OctetR2, potrebného na
testovanie substratov, na vysSiu technicki naroCnost optimalizacie metodiky RT-QulC a na potrebu
rozsiahlej charakterizacie rekombinantnych substratov doslo k Eiastoénému posunu niektorych validaénych
aktivit oproti pévodnému harmonogramu. Napriek tomu boli dosiahnuté vyznamné metodické a
experimentalne vysledky, ktoré vytvorili pevny zaklad na pokra¢ovanie vyvoja diagnostickych testov
zalozenych na amplifikacii patologickych proteinovych agregatov.
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Milniky

Milnik 1 Reprodukovatelnost’ izolacie neuronalnych extracelularnych vezikul z krvi
Zavere€na sprava



Pocas tohto monitorovacieho obdobia prebehli dalSie experimenty zamerané na optimalizaciu a zavedenie
izolacie extracelularnych vezikul (EV) a neuronalnych extraceluldrnych vezikul (NEV) z kontrolnych
plazmatickych vzoriek. Otestované boli viaceré kolény na gélovu filtraciu uréené na izolaciu EV (qEV20,
gEV35, qEVoriginal-70) s naslednym imunoobohatenim NEV pomocou protilatky anti-NCAM-L1. Vysledky
ukazali po prvom kroku izolaciu EV vo velkosthom rozsahu zodpovedajucom datam v odbornej literature,
¢o bolo potvrdené pomocou DLS a NTA analyz. Porovnanie jednotlivych izolaénych pristupov ukazalo, ze
proteinov pri zachovani populacie ¢astic zodpovedajucej extracelularnym vezikulam. Opakovatelnost
metddy bola nasledne overena na nezavisle spracovanych 53 vzorkach pacientov a kontrolnych vzorkach.
Vo vSetkych pripadoch boli ziskané porovnatelné velkostné distribicie Castic a obdobna kvalita izolatov,
¢o potvrdilo reprodukovatefnost zavedeného postupu. Optimalizovany protokol kombinujici velkostnu
separaciu pomocou gélove;j filtracie a nasledné imunologické obohatenie NEV bol nasledne vyuzity pri
priprave vzoriek pre nadvazujiuce experimenty zamerané na optimalizaciu metodiky RT-QulIC. Zavedena
metodika tak vytvorila Standardizovany zaklad pre daldie analyzy patologickych foriem a-synukleinu v
neuronalnych extracelularnych vezikulach.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov mdézeme konstatovat, Ze bol uspesSne splneny ciel mifnika 1 —
reprodukovatelna izolacia neuronalnych extracelularnych vezikal z krvi.

Prilozené dokumenty:
Priloha 1 Priloha zavere¢nej spravy

Milnik 2 Validacia a-syn RT-QuIC testu z krvnych extracelularnych vezikul
Zavere€na sprava

V rédmci projektu sme zaviedli a adaptovali metodiku RT-QulC na amplifikaciu a detekciu agregovaného a-
synukleinu. Testovanie bolo zahajené na rekombinantnych substratoch pripravenych expresiou v bunkach
Escherichia coli a nasledne purifikovanych chromatografickymi metédami. Na zaklade hodnotenia
variability substratu (His-tagovany versus nativny a-synuklein) a optimalizacie reakénych podmienok sme
nastavili experimentalne podmienky na nasledné testovanie vzoriek EV a NEV.

Funkéné vlastnosti pripravenych proteinovych substratov boli potvrdené pomocou interakénych analyz s
protilatkou Syn-211 na biosenzoroch pristroja Octet R2. Na overenie reprodukovatelnosti pripravy
kfu€ového komponentu RT-QuIC testu sme pripravili a porovnali tri nezavislé Sarze His-tagovaného a-
synukleinu a tri nezavislé Sarze nativneho a-synukleinu. Jednotlivé Sarze boli charakterizované z hladiska
Cistoty, biofyzikalnych vlastnosti a spravania sa v reakcii RT-QuIC. Vysledky ukazali, ze napriek
porovnatelnej Cistote a vazbovym vlastnostiam vykazovali jednotlivé Sarze rozdielnu schopnost
amplifikovat signal. Na zaklade komplexného vyhodnotenia bola ako optimalny substrat vybrana nativna
forma a-synukleinu, ktora poskytovala najlep$i pomer medzi citlivostou detekcie a nizkou mierou
spontannej agregacie. Tym sa podarilo vytvorit' Standardizovany experimentélny systém a identifikovat
kfuCové parametre ovplyvriujuce reprodukovatelnost metodiky.

Metodika bola nasledne pilotne testovana na subore 53 vzoriek, z ktorych boli izolované EV a NEV. Hoci
sa podarilo Uspedne optimalizovat pripravu substratu, reakéné podmienky a jednotlivé kroky
experimentalneho postupu, vysledky ukazali, Ze pri su€asnom nastaveni test zatial nedosahuje
pozadovanu uUroven citlivosti a Specificity potrebnu na spolahlivé odliSenie pozitivnych a negativnych
vzoriek. Ziskané vysledky naznacuju, ze limitujucim faktorom mdze byt nizka koncentracia patologickych
agregatov v izolovanych EV/NEV, pricom dalSie zvySenie analytickej citlivosti si pravdepodobne vyziada
vyrazné zvySenie vstupného objemu biologického materialu.

Riesenie milnika umoznilo identifikovat hlavné faktory ovplyvriujuce vykonnost metodiky RT-QuIC, vytvorit
Standardizovany experimentalny postup a definovat dalSie kroky potrebné na jej klinickl validaciu. Na
zaklade dosiahnutych vysledkov moZno konStatovat, Ze ciele milnika 2 boli naplnené v oblasti zavedenia,
optimalizacie a experimentalneho overenia metodiky a-syn RT-QulIC, priom sa testovalo 53 vzoriek.
Vysledkom bola tieZ publikacia Labajova et al., 2026 ,When Proteins Go MAD — Misfolded, Amplified,
Detected: Advances in a-Synuclein Pathophysiology and RT-QulC Detection® v Casopise Molecular
Neurobiology (Q1; IF 4,3).

Vystupy:



e Publikacia Labajova et al., 2026 ,When Proteins Go MAD — Misfolded, Amplified, Detected:
Advances in a-Synuclein Pathophysiology and RT-QulC Detection v Casopise Molecular
Neurobiology (Q1; IF 4,3).
https://link.springer.com/article/10.1007/s12035-025-05600-2

e pozvana prednaska ,Vyuzitie metédy RT-QulC v diagnostike Parkinsonovej choroby“ na
konferencii ,Ako veda formuje modernu kupelnu liec¢bu®, 25.-26.11.2025, PieStany.

¢ Reporty Priebezna sprava a Priloha k priebeznej sprave, Zaverecna sprava a Priloha k zavereCnej
sprave.

Prilozené dokumenty:

Priloha 1 Priloha zavere¢nej spravy

Priloha 2 Labajova et al., 2026

Priloha 3 Program_Piestany 2025

Priloha 4 RT-QuIC in diagnostics of Parkinson’s disease

Milnik 3 Analyza vzoriek od pacientov
Zavere€na sprava

V nadvaznosti na optimalizaciu izolacie EV a zavedenie metodiky RT-QulC sme pristupili k analyze 15
vzoriek pacientov ziskanych v ramci klinického skusania zameraného na hodnotenie nefarmakologickych
intervencii u pacientov s demenciou a miernou kognitivnou poruchou. Zo vzoriek krvnej plazmy boli
izolované EV a NEV pomocou optimalizovaného protokolu, ktory kombinuje gélova filtraciu a
imunoselekciu. Izolované vzorky boli nasledne analyzované pomocou optimalizovanej metodiky a-syn RT-
QuIC s cielom detegovat pritomnost patologickych agregatov a-synukleinu. Sucasne boli vyhodnocované
parametre reakcie vratane kinetiky amplifikacie, intenzity fluorescenéného signalu a reprodukovatelnosti
medzi jednotlivymi meraniami.

Vysledky ukazali, ze pri aktualne dostupnom mnozstve izolovanych EV/NEV a nastavenych podmienkach
reakcie nie je mozné spolahlivo rozliSit pozitivne a negativne vzorky pacientov. Pozorované vysledky
naznacuju, ze koncentracia patologickych agregatov a-synukleinu v izolovanych vezikulach sa
pravdepodobne nachadza na hranici detekénych moznosti pouzitej metodiky. Ziskané data zaroveri
poukazali na potrebu daldej optimalizacie izolaéného postupu, zvySenia vytazku neuronalnych vezikul a
dalSieho zvySovania analytickej citlivosti testu RT-QulC zavedenim modifikovaného substratu.

Napriek tomu, Ze sa nepodarilo dosiahnut jednoznaénu diagnosticku diskriminaciu medzi skupinami
pacientov, analyza klinickych vzoriek poskytla cenné informacie o limitaciach metodiky pri praci s realnym
biologickym materialom. Ziskané poznatky umoznili identifikovat kritické kroky ovplyvriujuce citlivost testu
a definovat dalSie experimentalne smerovanie potrebné na buducu klinicku validaciu.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat, Zze milnik 3 bol naplneny v rozsahu realizacie
analyzy pacientskych vzoriek z klinickej Studie a experimentalneho overenia pouzitelnosti metodiky na
klinickom materiali.

Vystupy:
e Report Zaverec¢na sprava a Priloha k zavere€nej sprave.
e Report Vyro&na sprava NIU 2025
https://niu.sav.sk/Documents/NiUSAV_Annual_Report 2025.pdf

Prilozené dokumenty:
Priloha 1 Priloha zavere¢nej spravy
Priloha 5 NiU_SAV_Annual_Report_2025

Milnik 4 Validacia tau RT-QulC testu z krvnych extracelularnych vezikul
Zavere€na sprava

V ramci Mifnika 4 sme vyvinuli a pilotne validovali metodiku Tau RT-QulC uréenu na amplifikaciu a detekciu
patologickych agregatov proteinu Tau. Na zaklade analyzy publikovanych protokolov boli optimalizované
podmienky pripravy substratu, pozitivnej kontroly a samotnej amplifikaCnej reakcie.


https://link.springer.com/article/10.1007/s12035-025-05600-2
https://niu.sav.sk/Documents/NiUSAV_Annual_Report_2025.pdf

Pripraveny bol rekombinantny Tau40 protein, ktory bol purifikovany chromatografickymi metédami a
charakterizovany z hladiska vhodnosti pre RT-QulIC experimenty. Su¢asne bol pripraveny agregovany Tau
seed zalozeny na kombinacii Tau40 a dGAE fragmentu, ktory slizil ako pozitivha kontrola a nasledne boli
testované rézne parametre reakcie. Vysledky potvrdili, Ze navrhnuty experimentalny systém je schopny
detegovat in vitro pripravené Tau agregaty a reprodukovatelne amplifikovat pozitivny signal. Zarovern sa
v8ak ukazalo, Ze citlivost metodiky je zatial obmedzena a pri prenose na biologické vzorky predstavuje
vyznamny limitujuci faktor potreba pouzitia detergentu Triton X-100 na uvolnenie obsahu extracelularnych
vezikul. Tento detergent pravdepodobne inhibuje proces amplifikacie Tau agregatov a negativne
ovplyviuje vykonnost testu.

Riesenie mifnika umoznilo vytvorit pilotnu verziu Tau RT-QulC metodiky, identifikovat kfu€ové parametre
ovplyviujuce jej funkénost a definovat dalSie kroky potrebné pre zvySenie citlivosti a aplikaciu na klinické
vzorky. Na z&klade dosiahnutych vysledkov mozZno kon&tatovat, Ze milnik 4 bol splneny v rozsahu vyvoja,
optimalizacie a experimentalneho overenia metodiky Tau RT-QulIC, otestovalo sa 50 vzoriek. Okrem
planovanych vystupov sa poc€as rieSenia projektu podarilo dosiahnut aj viacero vystupov nad ramec
pévodného planu. Vysledky projektu boli aktivne diseminované prostrednictvom vedeckych konferencii,
odbornych publikacii a zapojenia Studentov do vyskumu. Tieto aktivity vyznamne prispeli k zviditelneniu
projektu, rozsireniu odbornych spoluprac a podpore dalSieho rozvoja metodik vyvijanych v ramci projektu.

Vystupy:

e poster a publikacia ,a-Synuklein: od purifikacie k agregacii® v recenzovanom zborniku
Studentskej vedeckej konferencie PriF UK 2026, ISBN: 978-80-223-6286-3, str. 170-175, ktora sa
konala 29.4.2026 v Bratislave.
https://fns.uniba.sk/fileadmin/prif/svk/zborniky/Zbornik SVK PriF UK 2026.pdf

e poster ,A-synuclein: from purification to aggregation” a prednaska ,Substrate Matters: Screening
a-Synuclein Variants to Improve RT-QulC Performance in Synucleinopathies sme prezentovali
vysledky na medzinarodnej konferencii ,Structural biology and biophysics symposium®, 30.4.2026
v Bratislave. Vysledkom bola tiez publikacia v European Pharmaceutical Journal, ID: EurPharmJ-
D-26-00010.
https://reference-global.com/article/10.2478/afpuc-2026-0007

e Na novo podana publikacia ,Deep Plasma Proteomics Identifies a PD-Specific Systemic
Proteostatic and Redox-Adaptive Shift Characterized by an IFN-y—Polyubiquitin-B Hub Following
Combined Physical and Metabolic Stimuli” v &asopise Antioxidans (Q1; IF 8,2), ID: 4617494, v
spolupraci s Prof. Martinom Kolisekom. Momentalne v reviznom procese, tesne pred
akceptaciou/publikaciou

e Zavere€na sprava a Priloha k zavereCnej sprave.

Prilozené dokumenty:

Priloha 1 Priloha zavere¢nej spravy

Priloha 6 Korencikova et al., 2026

Priloha 7 Substrate Matters

Priloha 8 Zbornik_Struc Biol and Biophys symposium
Priloha 9 SVK_Grznarova et al., 2026

Vystupy projektu

Vystup 1 Metdda izolacie neuronalnych extracelularnych vezikul

Typ a Cislo monitorovacej spravy: Zavere€na sprava

Pracovny balik NV1 — Izolacia neuro-ECV

Popis:

Polas realizacie projektu sme optimalizovali metodiku izolacie extracelularnych vezikal (EV) a

neuronalnych extracelularnych vezikul (NEV) z krvnej plazmy. Testovali sme viaceré pristupy zaloZené na
gélovej chromatografii (QEV20, gEV35 a qEVoriginal-70) v kombinacii s imunoselekciou pomocou protilatky


https://fns.uniba.sk/fileadmin/prif/svk/zborniky/Zbornik_SVK_PriF_UK_2026.pdf
https://reference-global.com/article/10.2478/afpuc-2026-0007

proti NCAM-L1. Na zaklade DLS, NTA a analyzy obsahu kontaminujucich proteinov bola ako najvhodnejSia
vyhodnotena koléna qEV35. Reprodukovatelnost metodiky bola potvrdend na 53 kontrolnych aj
pacientskych vzorkach. Vysledkom projektu je optimalizovany a reprodukovatelny postup izolacie NEV
vhodny pre nasledné RT-QuIC analyzy.

Prilozené dokumenty:
Priloha 1 Priloha zavereCnej spravy

Vystup 2 a -syn RT-QuIC test z krvnych extracelularnych vezikul
Typ a &islo monitorovacej spravy: Zavere€na sprava
Pracovny balik NV2 — a-syn RT-QuIC test

Popis:

Pocas realizacie projektu sme zaviedli a optimalizovali metodiku RT-QuIC na amplifikaciu a detekciu
agregovaného a-synukleinu. Pripravili a charakterizovali sme viacero nezavislych Sarzi rekombinantného
His-tagovaného a nativheho a-synukleinu, ktoré boli nasledne porovnané z hladiska ich vhodnosti ako
substratu pre RT-QuIC test. Ako najvhodnejSi substrat bola identifikovana nativna forma a-synukleinu,
ktora vykazovala vysoku citlivost pri si¢asne nizkej miere spontannej agregacie. Optimalizovana metodika
bola nasledne testovana na 53 EV/NEV izolatoch z kontrolnych a pacientskych vzoriek. Podarilo sa vytvorit
Standardizovany experimentalny systém a identifikovat hlavné faktory ovplyvnujuce jeho citlivost a
reprodukovatelnost.

Prilozené dokumenty:

Priloha 1 Priloha zavere¢nej spravy

Priloha 2 Labajova et al., 2026

Priloha 3 Program_Piestany 2025

Priloha 4 RT-QuIC in diagnostics of Parkinson’s disease

Vystup 3 Molekulova diagnostika synukleinopatie u pacientov s demenciou v klinickom skusani
Typ a Cislo monitorovacej spravy: Zavere€na sprava

Pracovny balik NV3 — RT-QuIC v stadii

Popis:

PoCas realizacie projektu boli analyzované vzorky pacientov zaradenych do klinického skusania
zameraného na nefarmakologické intervencie u pacientov s demenciou a miernou kognitivnou poruchou.
Z krvnej plazmy boli izolované extracelularne a neurondlne extracelularne vezikuly, ktoré boli nasledne
analyzované pomocou optimalizovanej metodiky a-syn RT-QulC. Ziskané vysledky umoznili
experimentalne overit pouZitelnost metodiky na klinickom materidli a identifikovat hlavné limitacie
ovplyviujuce citlivost’ detekcie patologickych agregatov a-synukleinu. Ziskané poznatky poskytli délezity
zaklad pre dalSiu optimalizaciu metodiky a jej buducu klinicka validaciu.

Prilozené dokumenty:
Priloha 1 Priloha zavere¢nej spravy
Priloha 5 NiU_SAV_Annual_Report_2025

Vystup 4 Tau RT-QuIC pilotna verzia testu
Typ a &islo monitorovacej spravy: Zavere€na sprava

Pracovny balik NV4 — Tau RT-QuIC test
Popis:

Pocas realizacie projektu bola vytvorena a optimalizovana pilotna verzia metodiky Tau RT-QuIC, uréena
na amplifikaciu a detekciu patologickych agregatov proteinu Tau. Testované boli rbzne experimentalne



podmienky a metodiku sa podarilo UspeSne nastavit na pozitivnej kontrole pripravenej z in vitro
generovanych Tau seedov. Su€asne boli identifikované hlavné faktory limitujuce aplikaciu testu na izolaty
EV/NEV z biologickych vzoriek, najma inhibiény uc¢inok detergentu Triton X-100 na proces amplifikacie Tau
agregatov. Otestovali sme 50 kontrolnych a pacientskych vzoriek. Vysledkom projektu je pilotny
experimentalny systém a metodicky zaklad na dalsi vyvoj a optimalizaciu testu Tau RT-QuIC.

Prilozené dokumenty:

Priloha 1 Priloha zavereCnej spravy

Priloha 6 Korencikova et al., 2026

Priloha 7 Substrate Matters

Priloha 8 Zbornik_Struc Biol and Biophys symposium
Priloha 9 SVK_Grznarova et al., 2026

Identifikacia problémov a rizik

Pocas realizacie projektu sa vyskytlo niekolko technickych a metodickych problémov, ktoré vsak
ovplyvnili tempo naplfiania jednotlivych milnikov a vystupov projektu iba mierne.

1. Sporna Specificita markerov neuronalnych extracelularnych vezikul
Pocas rieSenia projektu boli publikované prace spochybriujuce vyuzitie markerov L1CAM a NCAM ako
Specifickych markerov neuronalnych extracelularnych vezikul. Ukazalo sa, Ze tieto proteiny sa mézu v
biologickych tekutinach vyskytovat aj vo forme volnych rozpustnych proteinov. Tato skutoCnost si vyzZiadala
prehodnotenie pdvodne navrhnutého postupu izolacie NEV a realizaciu dodatoénych optimalizacnych
experimentov.
Prijaté opatrenia:

e zavedenie gélovej chromatografie ako Standardného kroku pred imunoselekciou,

e porovnanie viacerych typov SEC kolén (qEV20, gEV35 a qEVoriginal-70),

e optimalizacia kombinovaného postupu SEC a imunoselekcie.

2. Nizka koncentracia patologickych agregatov v izolovanych EV/NEV

Po optimalizacii izolaéného postupu sa ukazalo, Ze koncentracia patologickych agregatov a-synukleinu v
izolovanych EV/NEV je pravdepodobne velmi nizka a nachadza sa blizko detekéného limitu metodiky RT-
QuIC. Napriek uspesnej optimalizacii substratu a reakénych podmienok nebolo mozné spolahlivo rozlisit
pozitivne a negativne klinické vzorky.

Prijaté opatrenia:

optimalizacia vytaZzku EV/NEV izol4cie,

o testovanie roznych reakénych podmienok RT-QuIC,

o pilotné overenie metodiky na kontrolnych a pacientskych vzorkach,

o identifikacia kritickych parametrov ovplyviiujucich citlivost testu.

3. Variabilita rekombinantného a-synukleinu pouzivaného ako substrat RT-QuIC
Vyznamnym faktorom ovplyvnujucim reprodukovatelnost RT-QulC testu bola variabilita medzi jednotlivymi
Sarzami rekombinantného a-synukleinu. Napriek porovnatelnej Cistote a vazbovym vlastnostiam vykazovali
jednotlivé Sarze rozdielne spravanie v amplifikacnej reakcii.
Prijaté opatrenia:

e paralelna priprava nativnych a His-tagovanych foriem a-synukleinu,

e charakterizacia jednotlivych Sarzi pomocou SDS-PAGE, DLS a Octet R2,

e vyber optimalneho substratu WT2 pre nasledné experimenty,

e zavedenie Standardizovaného postupu na pripravu a validaciu substratu.

4. Technické obmedzenia pri vyvoji Tau RT-QuIC testu

Pogas vyvoja metodiky Tau RT-QulC sa ukazalo, Ze detergenty potrebné na uvofnenie obsahu
extracelularnych vezikul mézu inhibovat amplifikaciu Tau agregatov. Tato skutoénost obmedzila mozZnost
rozliSit pozitivne a negativne biologické vzorky.

Prijaté opatrenia:




o testovanie r6znych reakénych podmienok,
o optimalizacia zloZenia reakénej zmesi,
o identifikacia kritickych faktorov ovplyviiujucich amplifikaciu tau agregatov.

Napriek uvedenym problémom sa podarilo splnit hlavné metodické ciele projektu: vytvorit
reprodukovatelny postup izolacie EV/NEV, zaviest a optimalizovat metodiku a-syn RT-QuIC a pripravit
pilotnu verziu testu Tau RT-QuIC. Su¢asne boli identifikované hlavné limitacie jednotlivych metodik, ktoré
budu predmetom dalSieho vyskumu a optimalizacie.

Zhodnotenie naplnenia cielu projektu

Hlavhym cielom projektu bolo vyvinut a overit metodické postupy umoziujuce izolaciu
neuronalnych extracelularnych vezikul z krvi a vytvorit experimentalny zaklad na detekciu patologickych
proteinovych agregatov pomocou amplifikaénych metéd RT-QuIC s perspektivou ich vyuZitia v diagnostike
neurodegenerativnych ochoreni.

PoCas rieSenia projektu sa podarilo optimalizovat a Standardizovat metodiku izolacie
extracelularnych vezikdl a neurondlnych extracelularnych vezikdl z krvnej plazmy. Bola preukdzana
reprodukovatelnost izolaéného postupu a identifikovany optimalny protokol zalozeny na kombinacii gélovej
chromatografie a imunoselekcie. Suc¢asne bola zavedena a optimalizovana metodika a-Syn RT-QuiIC
vratane pripravy, charakterizacie a validacie rekombinantnych substratov. Vyznamnym vysledkom projektu
bolo identifikovanie variability medzi jednotlivymi $arzami a-synukleinu a preukazanie jej zasadného vplyvu
na reprodukovatelnost amplifikaénych testov.

Metodika bola nasledne aplikovana na klinické vzorky pacientov. Hoci sa nepodarilo dosiahnut
citlivost' a Specificitu potrebnu na spolahlivi diagnosticku klasifikaciu pacientov, ziskané vysledky umoznili
identifikovat hlavné limitacie sucasného pristupu, predovsSetkym nizku koncentraciu patologickych
agregatov v izolovanych vezikulach a potrebu dalSej optimalizacie analytickej citlivosti testu. V ramci
projektu bol zaroven vytvoreny metodicky zaklad na vyvoj testu Tau RT-QulC. Podarilo sa pripravit pilotna
verziu metodiky, nastavit experimentalne podmienky na pozitivnych kontrolach a identifikovat’ technické
faktory, ktoré obmedzuju jej aplikaciu na biologické vzorky.

Vyznamnym prinosom projektu bolo aj rozSirenie a posilnenie existujucich odbornych spoluprac a
nadviazanie novych partnerstiev. Spolupraca s RNDr. Martinom Koliskom, PhD. prispievala k ziskaniu
biologickych vzoriek a viedla k spoloénym vedeckym publikacidm. Inicializovala sa aj spolupraca s MUDr.
Christianom Terkaniéom z UVN SNP RuZomberok zamerana na buduce klinické $tudie pacientov s
neurodegenerativnymi ochoreniami. Projekt zaroveni podporil pokracovanie spoluprace partnerov
zdruzenych v projekte ADDIT-CE.

Vysledky projektu boli prezentované na odbornych konferenciach a workshopoch vratane AD
Workshop No. 5, Structural Biology and Biophysics Symposium a konferencie ,Ako veda formuje modernu
kupelna liecbu“. Projekt prispel aj k vychove mladej vedeckej generacie prostrednictvom zapojenia
Studentky Prirodovedeckej fakulty UK a PhD Studenta, ktori sa aktivne podielali na priprave substratov a
testov RT-QuIC. Vysledky boli nasledne publikované v recenzovanom konferenénom zborniku.

Priamym dopadom projektu je vytvorenie Standardizovanych metodickych postupov na purifikaciu
substratov RT-QulC, izolaciu neuronalnych extracelularnych vezikul a zavedenie technolégie RT-QuIC na
pracovisku prijimatelfa. Projekt zarovefl priniesol nové poznatky o faktoroch ovplyvnujucich
reprodukovatelnost amplifikacnych testov a o limitaciach detekcie patologickych proteinovych agregatov v
biologickych vzorkach. Tieto poznatky budu bezprostredne vyuzité pri dalSej optimalizacii metodiky a pri
priprave nadvazujucich vyskumnych projektov.

V horizonte najblizSich 2-5 rokov sa oCakava dalSie zdokonalenie metodik RT-QuIC pre o-
synuklein a Tau, rozSirenie klinickych kohort pacientov a realizacia rozsiahlejSich validagnych Studii.
Ziskané metodické postupy a vytvorené spoluprace budu vyuZité v pokradujucich aktivitach projektu
ADDIT-CE, ako aj v dalSich projektoch zameranych na vyvoj biomarkerov neurodegenerativnych ochoreni.



Dlhodobym ciefom je prispiet k vyvoju citlivych a minimalne invazivnych diagnostickych nastrojov, ktoré
umoznia skorSiu diagnostiku synukleinopatii a tauopatii.

Projekt tak splnil svoje hlavné metodické a vyvojové ciele. Ziskané vysledky predstavuju vyznamny
zaklad pre dalSi vyvoj ultrasenzitivnych diagnostickych metdd zaloZzenych na amplifikacii patologickych
proteinovych agregatov a pre ich buduce vyuzitie pri diagnostike neurodegenerativnych ochoreni.



