*rx EUROPSKA UNIA

*
: : Eurdpske Strukturélne a investi¢né fondy
* g x OP Integrovand infrastruktira 2014 — 2020

VI‘ VYSKUMNA

AGENTURA

KARTA PROJEKTU

Opera¢ny program

Integrovana infrastruktura

EU fond Eurdpsky fond regionalneho rozvoja

Vy'zva OPII-VA/DP/2020/9.4-01 - Vyzva na predkladanie Ziadosti o
poskytnutie nenavratného finanéného prispevku na podporu
mobilizacie a vyuZitia potencidlu vyskumnych institucii pri boji
proti pandémii vyvolanej ochorenim COVID-19 a zniZovani
negativnych nasledkov pandémii

Kéd vyzvy OPII-VA/DP/2020/9.4-01

Kad projektu v ITMS2014+

313011ATT2

Nazov projektu

Vyvoj produktov modifikaciou prirodnych latok a studium ich
multimodalnych Gc¢inkov na ochorenie COVID-19

Subjekt/prijimatel pomoci

SITNO PHARMA s. r. 0.

Partner 1 Centrum experimentalnej mediciny SAV
Partner 2 Chemicky Ustav Slovenskej akadémie vied
Partner 3 Narodné polnohospoddrske a potravinarske centrum

Financovanie projektu

cov 3215875,63 EUR
NFP 2893 457,97 EUR
\"4 322 417,66 EUR

Obdobie realizacie projektu

07/2021 -06/2023

Miesto realizacie projektu

SR/Trnavsky kraj/Hlohovec
SR/Trnavsky kraj/ Dunajska Streda/ Lehnice
SR/ Bratislavsky kraj / Bratislava - mestska cast Karlova Ves

Domeéna inteligentnej Specializacie

D4 Zdravie obyvatelstva a zdravotnicke technoldgie

Hlavné relevantné SK NACE odvetvie

Q86 — Zdravotnictvo

Funkéné vazby

C21-Vyroba zakladnych farmaceutickych vyrobkov

PREDMET VYSKUMU

o Syntéza a priprava vybranych latkovych entit na baze derivatov chinolinu a chroménu, zmesnych entit
— extraktov rastlin a polymérnych entit (vzoriek beta-glukanov).
o Analytické zabezpecenie k entitdm z kategdrii latkové entity, zmesné entity i polymérne entity.




Hodnotenie latkovych, zmesnych a polymérnych entit na vybrané biologické a terapeutické parametre.
Technologicky vyvoj a priprava zdrojov zmesnych a polymérnych entit.

o skumanie lyofiliza¢nej stabilizacie a vplyvu jednotkovych operacii na vybrané vlastnosti hodnotenych
entit.

VYSTUPY DO PRAXE

e Vybudovanie a sprevadzkovanie technologického pracoviska na pripravu parenteralnych formulacii.

e Navrh a priprava latok /kategdria latkové entity/ tak, aby priprava viedla k |atke originalnej, patentovo
Cistej s predpokladom inhibi¢ny uc¢inok na proteazu SARS-COV-1, respektive vyznamny antibakterialny
ucinok, pricom hodnotena bude i protizapalova aktivita a antioxidacna aktivita v sUvislosti s patoldgiou
COVID-19.

e  Priprava zmesnych entit - rastlinnych extraktov, ktoré vykazali simultanny antiviralny, antibakteridlny
a antioxidacny ucinok a publikovany je i protizapalovy ucinok.

e Vyber polymérnych matric - vybrané vzorky beta-glukanu zfungalnych, eventudlne ceredlnych
zdrojov s predpokladanym imunostimulaénym ucinkom

e  Ochrana duSevného vlastnictva entit s perspektivnymi vlastnostami pre dalsiu aplikaciu.

e  Publikacie vysledkov vyskumu riesitelského kolektivu v karentovanych aj nekarentovanych casopisoch.

DAVAME DO POZORNOSTI....(SPECIFIKA/UNIKATY A ZAUJIMAVOSTI PROJEKTU)

o SITNO Pharma, s.r.o. realizuje projekt aseptickej vyroby kvapalnych liekovych foriem vo forme injekcii.
Cielom projektu bude navrhnut konstrukéné a dispozi¢né rieSenie priestorov a objektov na predmetnu
vyrobu, navrh nového plne automatizovaného skladu hotovej vyroby a navrh dpravy infrastruktury
aredlu tak, aby vyhovovali dispozicnym a technologickym poZiadavkam vyroby a poziadavkam GMP
kladenych na vyrobu injekénych liekovych foriem. Tento projekt bude vychadzat aj zvysledkov
dosiahnutych v aktudlnom projekte. Najma sa jednd o APl ako jednoduchu alebo zmesnu entitu vo
forme lieku, alebo liekového doplnku.

o Mimoriadny doéraz budeme klast na udrZatelnost prevadzky vyskumno-vyvojového laboratéria
lyofilizacie a jednotkovych operacii vytvoreného ako detasované pracovisko Sitno Pharma v Hlohovci.
Laboratérium bude po ukonceni projektu pracovat s tromi stalymi pracovnikmi (veddci laboratdria,
technik, doktorand). Odbornym garantom zostane prof. Rajniak. Prevadzku a dalsi rozvoj zabezpeci
potrebnymi investiciami Sitno Pharma. Zasadny vplyv na udrzatelhost a rozvoj pracoviska budi mat
vlastné komercéné aktivity spocivajlce v integracii laboratdria do projektu aseptickej vyroby kvapalnych
liekovych foriem a poskytovanie sluZieb pri vyvoji a optimalizacii lyofilizacného cyklu.

o Zdéraziiujeme synergiu troch spolupracujucich laboratérii: Detaované pracovisko ChU SAV schopné
zabezpecdit analyticki cast, Detasované pracovisko FChaPT STU schopné zabezpedit syntézu
a novovytvorené detasované pracovisko Sitho Pharma zamerané na jednotkové operacie vo
farmaceutickom priemysle s dérazom na lyofilizaciu.

o Smeruje k zlepSeniu zdravotného stavu obyvatelstva. Z ekonomického hladiska je tak prinosom pre spolo¢nost
znizenie nakladov na zdravotnu starostlivost. Z medzindrodného hladiska mozZzu publikované vysledky ako
pripadové Studie doplnit chybajuice informacie.

ODBORNE AKTIVITY PROJEKTU

Aktivita 1

Partner 2: ChU SAV Bratislava
Téma: Vyskum a syntéza vybranych latkovych entit na zaklade |Aktivita 4

chinolinu a chroménu v sub-gramovych a gramovych |Partner1: CEM SAV Bratislava.

mnoiZstvach. Charakter aktivity: Nezavisly vyskum a vyvoj Charakter aktivity: Nezavisly vyskum a vyvoj.

Ciel' aktivity: Zabezpecenie zdrojov vzoriek kategérie latkovych [Téma: Hodnotenie latkovych, zmesnych a polymérnych entit na
entit, konkrétne syntéza asemi-derivatizacia latok vybranych |vybrané biologické a terapeutické parametre.

skeletov. Ako vybrané skelety boli na zaklade publikovanych |Ciel aktivity: Cielom aktivity je CADD aktivnych latok a realizacia testoyv|
vysledkov vybrané nasledovné skelety /“scaffold“-y/: 8- |na Urovniin vitro/imunostimulacnej aktivity a testy cytotoxicity MTT,




hydroxychinolinovy, 5,8-dihydroxychinolinovy alebo chinolin-5,8-
diénovy skelet, dalej benzopyran-4-6novy skelet derivovany
substituovanym fenylom v polohe 2, respektive 3. Syntéza latok na
zadklade primarnych impulzov (verejne dostupné informacie,
ukoncené projekty) a smerovania z CADD, navrh novych skeletov
a k tomu prislichajuce analytické zabezpecenie. Podrobny popis
vyskumno-vyvojovej aktivity projektu: Podstatou tejto aktivity su
syntetické Studie. Jedna sa o derivatizaciu skeletov latok, ktoré
maju svoje ekvivalenty medzi ldtkami prirodnymi, ako
aj syntetickymi. Po chemickej strdanke sa jednd o derivaty 8-
hydroxychinolinu, 5,8-dihydroxychinolinu a chinolin-5,8-diénu a
v neposlednom rade oderivaty chroménov /benzopyran-4-
on/derivovanych substituovanym fenylom v polohe 2, respektive
3. Jedna sa o latky u ktorych bol zisteny jeden z dvoch menovanych
ucinkov: inhibi¢ny ucinok na proteazu SARS-COV-1, respektive
vyznamny antibakteridlny ucinok. Cielom tejto Studie je priprava
skriningovych mnozstiev latok /kategdria LE/ tak, aby priprava
viedla k latke origindlnej, patentovo Cistej s predpokladom vyssie
uvedenych  dudlnych aktivit, pricom hodnotend bude
i protizapalova aktivita aantioxidacna aktivita vramci balika
vybranych biochemickych ucinkov v stvislosti s patolégiou COVID-
19. Latky budu pripravené v kolekcidch homologickych radov
v Uzkej vazbe s dizajnom latok v ramci Stadie CADD. Syntéza latok
bude logicky sprevadzana nutnou analytickou podporou, to
znamena stanovenie identity pripravenych latok pomocou NMR
a stanovenie Cistoty latok prostrednictvom HPLC. Pripravené latky
budud hodnotené na CEM SAV ¢o sa tyka ucinnosti v testoch in vitro
iCo do toxicity vramci Aktivity 3. Vybrané latky, u ktorych sa
preukaze  oCakdavand potencia vzmysle antivirdlneho,
antibakterialneho a protizdpalového Ucinku budd pre testy
preveditelnosti  procesovych  operacii vzmysle pripravy
parenteralnych a aplikaénych foriem /Aktivita 4/ pripravené
v gramovych mnoZstvach.

Aktivita 2

Partner 2: ChU SAV Bratislava.

Téma: Analytické zabezpecenie k entitdam z kategorii LE, ZE i PE.
Charakter aktivity: Nezavisly vyskum a vyvoj

Ciel' aktivity: Cielom Aktivity 2 je analytické zabezpecenie
k existujucim i,de novo“ syntetizovanym testovanym entitam
z kategérii LE, ZE i PE. Podrobny popis vyskumno-vyvojovej aktivity
projektu: Projektovy zamer, ktorého globdlnym cielom je ,tazit”
z dvoch zdrojovych aktivit pre priradenie klti¢ovych biochemickych
aktivit vsuvislosti s moznym terapeutickym potencidlom
(primdrnym i sekundarnym) v suvislosti s COVID-19 a sledovanie
vplyvu procesového zataZenia na stabilitu tychto vlastnosti
vyZzaduje kvalitni, analyticki podporu, kvalitny, analyticky
,processing” (,,analytical support”) ato na vSetkych drovniach.
Urovne, ktoré vyzaduju kvalitny, analyticky servis st nasledovné
kategorie: uroven produkcie skriningovych vzoriek
v predpokladanom mnoZstve do 100 mg, kde sa vyZaduje
potvrdenie identity danej chemickej, latkovej entity metodami
NMR, eventudlne metédami s MS detekciou (GC-MS, LC-MS,
eventudlne nasobna MS detekcia) a potvrdenie Cistoty latky
metdédami HPLC, respektive GC, eventudlne interpretdciou 13C
NMR spektra latky, vo vSeobecnosti je mozné do skriningovych
testov zaradit latky Cistotou nad 90 plosnych % po HPLC analyze.
Druhou Uroviiou je priprava gramovych mnoiZstiev latok
s uplatnenim rovnakych metdd stanovenie identity (Struktury)
danej latky stym rozdielom Ze vSeobecnosti takéto vzorky
pripravuju v gramovych mnozstvach, s priradenim kodu iSarze
danej latky a pripustna je Cistota latok nad 95 plosnych % v testoch
HPLC. Tieto ciele je mozné zverit len S$pecializovanym
pracovnikom, ktori sa dlhodobo Specializuju na dany analyticky
test, mali by byt nezavisly od doddvatelov vzoriek, syntetikov,
chemikov, biochemikov, aby ich vysledok bol objektivny a pod
vysledok sa podpisuju svojim menom. Aktivita 2 predpoklada

NRT/ Podrobny popis vyskumno-vyvojovych aktivit projektu: Cielom|
aktivity je realizacia nasledovnych studii: CADD derivatov|
chinolinov, derivatov 5,8-dihydroxy- chinolin-5-8diénu, respektive
derivditov chroménov. Hodnotenie imunostimulacnej aktivity|
testovanych entit. V neposlednom rade hodnotenie toxicity
testovanych entit. Hodnotenie vzoriek zo vSetkych troch kategorii
entit /LE, ZE i PE/. . V rdmci CEM SAV bude realizované hodnotenie
Iatok a ich zmesi z hladiska potencidlnej toxicity a imunostimulaénych
vlastnosti. Sucasne sa uskutocni in silico vyber potencidlnych|
inhibitorov protedzy metddou virtualneho skriningu. Viyber aktivnych
ldtok pomocou CADD sa bude robit na ziklade virtudlneho skriningu
pomocou program MOE. Najprv ohodnotime zakladné skelety|
chinolinov, chinolindiénov, pripadne benzopyranov pomocou metddy|
molekulového kotvenia na vybranom modeli SARS-COV-2-3CL
protedzy z pdb databanky. Po analyze interakcii identifikujeme
najdolezitejSie miesta pre derivatizaciu skeletov a vyberieme vhodné
substituenty, ktoré budd zdkladom pre vytvorenie kombinatorickych|
databaz derivatov. Tieto podrobime virtualnemu skriningu pomocou
multi-kotviace] techniky (multi-docking) a na zdklade dosiahnutych
hodnot celkového skdre vyberieme set molekul pre dalSie Stadium. Pri
hodnoteni budeme prihliadat aj na predikované hodnoty ADMET]
parametrov z programu ADMET Predictor. Toxicita latok sa bude
sledovat na bunkovej linii Vero-6, ktord je zlatym Standardom na
Studium cytotoxicity kombinovanej s virusovou aktivitou. Tato|
bunkova linia sa pouziva pre studium replikacie, kinetiky, adaptécie a
cytopatoldgie SARS-CoV-2 a beine sa pouZiva aj v laboratériach
Virologického Ustavu SAV na Studie produkcie a infekcie virusmi. V|
stvislosti s vyskumom SARS-CoV-2 bol nedavno popisany pristup,)
ktory vyuZiva in vitro trojdimenzionalny rekonstituovany tkanivovy|
model fudskych dychacich ciest (3D RHuUA). In vitro 3D RHUA modely
z primarnych ludskych buniek maju svojimi vlastnostami ovela blizsie
k fudskému tkanivu dychacich ciest. Su kultivované na rozhrani
vzduch-kvapalina (ALl) avdaka ich kultivacii vinzertdch umozZniuju
simuldciu inhalacnej ako aj systémovej expozicie. Vdaka tomu 3D|
RhuA umoznuju flexibilitu pri modelovani fyziologicky relevantnych
expozicii. Modely 3D RHuUA, komercne dostupné ako EpiAirway alebo|
MucilAir™ maju Specifické mechanizmy na boj proti patogénom, ktoré
s porovnatelné s podmienkami in vivo, v ludskych plucach (napr.
produkcia hlienu, mukociliarny klirens a sekrécia obrannych Iatok).
Takisto otvédraji mozZnost Studovat infekciu inhalaciou alebo|
systémovou cestou. Okrem inhalacnej expozicie 3RHUA umoznuje|
sledovat aj systémovu expoziciu bazo-lateralne (t.j. cez kultivacné
medium) v statickych ale aj dynamickych podmienkach (t.j. v mikro-
cirkuldcii) v kultivacnej komore alebo Cipe samostatne alebo|
v kombindcii s inou 2D alebo 3D kultdrou. Dal%i navrhovany model pre|
pouzitie v projekte je 3D rekonstituovany model tenkého creva,
Epilntestinal, ktory je mimoriadne vhodny pre studie resorpcie lie€iv
@ ich aktivity. Podobne ako 3D RHUA je kultivovany na ALl a umoZiiuje|
Studium latok v statickych aj dynamickych podmienkach a na multi
tkanivovych ¢ipoch. Navrhované 2D a 3D tkanivové kultury sa pouZiju
na (i) vyhodnotenie toxikologickych profilov najucinnejsich inhibitorov|
vybranych z in silico modelovania a proteinovych testov; (ii) vyber|
necytotoxickych novych inhibitorov, ktoré budu vhodne pre dalsie
predklinické testovanie. Imunostimulacné vlastnosti latok sa budd
sledovat pomocou merania chemoluminiscencie v plnej krvi potkana.
V neutrofiloch, nachddzajucich sa vkrvi, sa odmeria hlading
luminolom potencovanej luminiscencie  bez  pritomnosti
@ v pritomnosti sledovanych latok chrenovej peroxidazy. PouZije sa
mikroplatnickovy luminometer Immunotech LM-01T, ktorym sa

odmeraju integralne hodnoty chemoluminiscenicie za dobu 3600 S

Aktivita 5

Ziadatel: Sitno Pharma, s.r.o., ako predkladatel projektu.

ITéma: Vybudovanie a sprevadzkovanie

technologického pracoviska na pripravu parenteralnych formulacii,




nutny Ucast azaclenenie do personalnej matice /PM/ NMR
Specialistov, MS Specialistov a v neposlednom rade odbornikov na
kvapalinovu chromatografiu /LC/ a plynovu chromatografiu /GC/.

Aktivita 3
Partner 3:
centrum
Téma: Technologicky vyvoj a priprava zdrojov zmesnych a
polymérnych entit

Charakter aktivity: Nezavisly vyskum a vyvoj

Priprava a odovzdanie Standardizovanych a stabilizovanych
vzoriek zmesnych a polymérnych entit pre nadvdzné aktivity
s prisluSnou  analytickou dokumentaciou. Podrobny popis
vyskumno-vyvojovych aktivity projektu: Podstatou tejto aktivity su
vyskumné a technologické studie ktoré sa viazu ku zabezpeceniu
zdrojov dvoch z troch entit, ktoré st predmetom navrhu projektu,
konkrétne zmesné entity apolymérne entity. Na zaklade
publikovanych, verejne dostupnych udajov i na zdklade vysledkov
ukoncenych projektov, ktoré viedli k podaniu predloZzeného navrh
projektu budd vybrané zmesné entity: rastlinné extrakty, ktoré
vykdzali simultanny antivirdlny, antibakteridlny a antioxidacny
ucinok a publikovany je iprotizapalovy Gcinok. Z kategérie
polymérnych matric budd vybrané vzorky -glukdnu z fungdlnych,
eventudlne cerealnych zdrojov s predpokladanym
imunostimulac¢nym Uc¢inkom. Spominané testované entity /ZE i PE/
budu hodnotenie na potvrdenie a kvantifikaciu vyssie uvedenych.
Z prislusnych, rastlinnych drog budu pripravené primarne extrakty
v meritku do 10l (1 kg), nasledne do 100 I(10 kg) spolu s prislusnou
analytickou dokumentaciou. Studovand bude technologickd
realizovatelnost pripravy uvedenych vzoriek, ekonomické
a environmentalne aspekty moZnej technolégie vyroby,
skladovatelnost a stabilita pripravenych produktov, ¢o do
fyzikdlnochemickych  vlastnosti  azachovania  biologickych
a terapeutickych vlastnosti, ¢o bude predmetom Aktivity 4,
realizovanej na CEM SAV.

Narodné polnohospoddrske a potravinarske

ich lyofilizacnu stabilizaciu a skiimanie vplyvu jednotkovych operéciﬂ
na vybrané vlastnosti hodnotenych entit.

Charakter aktivity: Priemyselny vyskum

Ciel aktivity: Aktivita 5 ma stavbu dvoch konzistentnych celkov, ktoré|
na seba nadvazuji maju oznacenie WP /,work package“/ WP5.1
@ WP5.2. Globdlnym cielom Aktivity 5 je vybudovanie a uvedenie do|
prevadzky poloprevadzkového laboratéria, ktorého cielom bude
priprava parenteralnych formulacii, ich lyofilizacnd stabilizacia a
sledovanie zachovania terapeutického potencidlu (definovaného
exaktne ako subor biochemickych vlastnosti v uzkom prepojeni
s fyzikalnymi vlastnostami a analytickou realitou) hodnotenych entit]
vSetkych kategorii /LE, ZE i PE/ v procese postupnosti jednotkovych
operacii, nutnych pre vyvoj modernych, aplikacnych foriem. Ciefom
\WP5.1 Aktivity 5 je vybudovanie

jednotkovych  operacii.  Predovietkym  hodnotenie  termo-
stability, acido-bazcikej stability a lyofilizovatelnosti testovanych|
entit.

INE RELEVANTNE INFO/KONTAKTY/WEB PROJEKTU

Prijimatel pomoci-SITNO PHARMA s. r. 0.

Kontaktné osoby:
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Mail: l.cernak@sitno.sk
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Mail: vladimir.zvak@gmail.com
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Webové sidlo: www.sitnopharma.sk
Partner 1 - Centrum experimentalnej mediciny SAV /
Kontaktné osoby:

Riaditelka a Statutarka: doc. RNDr. Olga

Pecharova, DrSc.

Tel.C.: +421 2 32 29 6020

E-mail: olga.pechanova@savba.sk

RNDr. Magdaléna Majekova, PhD.

Tel.C.: +421 902 672 749

E-mail: magdalena.majekova@savba.sk

Ing. Lucia Milec

Tel.C.: +421 904 026 556

E-mail: lucia.milec@savba.sk
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Partner 2- Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied

Kontaktné osoby:
Riaditel Ing. Miroslav Kods, DrSc.
Tel.¢.: +421 902 075 918
Mail: chemmiro@savba.sk

Ing. Vladimir Patoprsty, CSc.
Tel.C.: +421 944 028 529
Mail: vladimir.patoprsty@savba.sk

Webové sidlo: http://chem.sk/

Partner 3 Narodné polnohospodarske a potravinarske

centrum

Kontaktné osoby:

Doc. Ing. Stanislav Silhar, CSc.

Tel. ¢.: +421 914 322 094

E-mail: stanislav.silhar@nppc.sk
Ing. Stanislav Baxa, PhD.

Tel. ¢.: +421 907 459 889

E-mail: stanislav.baxa@nppc.sk
RNDr. Marcela Blazkova

Tel. ¢.: +421 904 615 846

E-mail: marcela.blazkova@nppc.sk
‘Webové sidlo: www.nppc.sk




Vyskumnad agentura, Sliacska 1, 831 02 Bratislava
www.vyskumnaagentura.sk, info@vyskumnaagentura.sk




