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Uplatnenie vysledkov projektu

Predlozeny projekt z oblasti vyskumu mozgu bol venovany jednej z najddlezitejSich
problematik- studiu hematoencefalickej bariéry ako hlavnej prekazky pre transport
neurofarmaceutik do centralnej nervovej sustavy . Pri rieSeni projektu sme sa zamerali na
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vyvoj novych farmakologicky aktivnych peptidovych transportnych systémov s cielom ngjst
vektory vhodné pre transport neuroprotektivnych malych molekul a biolieciv cez HEB.
Zvoleny pristup by mohol v buducnosti predstavovat novy terapeuticky spésob v liecbe
neurodegenerativnych ochoreni akymi su napriklad tauopatie. Peptidy ako transportné
vektory su lahko modifikovatelné s cieflom dosiahnut, ¢o najlepsSie farmakologické a
farmaceutické vlastnosti. Peptidy ako transportné vektory protilatok a nanoprotilatok by
mohli zaroven sluzit na in vivo molekularne zobrazovanie patologickych zmien mozgu
pomocou PET a tak umoznit novy druh tzv. “presnej farmakologie” dblezitej pri lieCbe a
preklinickej diagnostike neurodegenerativnych ochoreni.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je fyziologicka bariéra izolujuca tkanivo nervovej sustavy
od krvného obehu. Je tvorena predovsetkym endotelovymi bunkami, ktoré su rozmiestnené
pozdiz celej cievy a obklopuju jej lumen. V oblasti vyvoja novych terapeutik centrainej
nervovej sustavy predstavuje HEB velku prekazku a je jednym z limitujucich faktorov.
Vysokomolekulove lie€iva ako peptidy, rekombinantné proteiny, monoklonové protilatky,
lieCiva na baze RNAI nie su schopné prechadzat cez HEB. S cielom transportovat’ lie€iva
cez HEB sa niekol'ko $tudii zameralo na vyskum peptidovych transportnych vektorov.
Metdda ,phage display“ predstavuje jeden z moznych spésobov ako vyhlfadavat uvedené
transportné peptidy. Pristup hlfadania peptidov zaloZzeny na metdde ,phage display” sme
pouzili pri identifikacii peptidov pomocou 12-mérnej fagovej kniznice. Podarilo sa nam
identifikovat 2 peptidy schopné transportu cez HEB, ktoré su v su¢asnosti v Stadiu
patentovania. Pocas rieSenia projektu sme zostavili a Standardizovali UHPLC MS/MS
kvantitativnhu analyticki metodu, ktora sluzila na detekciu koncentracie jednotlivych peptidov
v meranych vzorkach. Analyzovali sme stabilitu a farmakokinetické vlastnosti peptidov. V
dalSich krokoch rieSenia projektu sme sa snazili identifikovat receptor resp. mechanizmus
zodpovedny za transport danych peptidov. Pomocou metédy ,cross-linking“ a MALDI-
TOF/TOF hmotnostnej spektrometrie, ako i konfokalnej mikroskopie sme poukazali, na to,
Ze peptidy su pravdepodobne internalizované a transportované procesom -adsorpciou
sprostredkovanou transcytézou. V poslednej faze rieSenia projektu sme identifikovali fagy
nesuce peptidy Specificky sa viazuce na povrch endotelovych buniek a transportované cez
HEB pomocou metddy in vivo ,phage display“. Fagy boli injektované priamo do chvostovej
Zily potkana. Pomocou in vivo ,phage display”“ metédy sa ndam podarilo v mozgu potkana
identifikovat 5 réznych peptidov.

Vysledky ziskané pocas rieSenia projektu boli prezentované na niekolkych medzinarodnych
konferenciach.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The blood-brain barrier (BBB) forms a physical barrier between the tissue of the central
nervous system and the blood circulation. The BBB consists primarily of endothelial cells
that line the lumen of brain microvessels. In the field of development of new central nervous
system therapeutics, the BBB represent a major obstacle and is one of the maost limiting
factors. High-molecular drugs such as peptides, recombinant proteins, monoclonal
antibodies or RNA-based drugs are not able to pass through the BBB. In order to transport
drugs through the BBB, several studies have focused on the research of peptide transport
vectors. The phage display method is one of the possible ways to search for such transport
peptides. We applied phage display based method to identify peptides with the use of 12-
mer phage library. We succeeded in identification of 2 peptides able to cross the BBB, which
are currently in the patenting process. We have established and standardized the UHPLC
MS / MS quantitative analytical method, which was used to detect the concentration of
individual peptides in the measured samples. We analysed the stability and pharmacokinetic
properties of the peptides and subsequently, we tried to identify the receptor or the
mechanism responsible for the peptides transport.

Using "cross-linking" method, MALDI-TOF / TOF mass spectrometry and confocal
microscopy, we have pointed out that the peptides are probably internalized and transported
by the adsorptive-mediated transcytosis. At the end, with the use of an in vivo phage
display, we identified phages carrying peptides specifically binding to the surface of
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endothelial cells and transported through the BBB. The phages were injected directly into
the rat tail vein. Using in vivo phage display method, we managed to identify 5 different
peptides in the rat brain. The results obtained during this project were presented at several
international conferences.

Svojim podpisom potvrdzujem, Ze udaje uvedené v zaverec¢nej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.
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