PRIBEH STOBADIN

/0 spomienok doc. MUDr. Svorada Stolca, DrSc.
(na UEFT SAV pracoval medzi rokmi 1965 - 2005,
ako riaditel v obdobi 1. 1. 2000 - 31. 12. 2003)

V 75-ro¢nej histérii Ustavu experimentalnej
farmakolégie a toxikolégie (UEFT SAV)
mozno najst paletu r6znorodych
vyskumnych tém, projektov a koncepcii.
Niektoré z nich mali kratkodoby charakter,
iné toto pracovisko ovplyvnili na celé
desatrocia. Jednou z dominantnych tém
bol vyskum latky oznaCovanej ako
stobadin. Mozno ho pokladat za priklad
sthry cielavedomého zaujmu, pracovného
Usilia a dedukcie, ale aj ndhod a stastia vo
vedeckom vyskume. Pribeh STOBADIN
ukazuje aj na osudovy vplyv niektorych
externych okolnosti vo svete vedy.

PRVE POZNANIE - karbidin a jeho miestne
znecitlivujuci ucinok

Kedysi v prvej polovici 70-tych rokov
minulého storocia prisSiel na zdvorilostnu
navstevu UEFT SAV Dr. N. K. Barkov, veduci
vedecky  pracovnik  Farmakologického
Ustavu Akadémie medicinskych vied ZSSR v
Moskve. Bol odbornikom v oblasti psycho-
farmakolégie a mal za sebou bohatu
vyskumnd cinnost, korunovanu novymi
farmakami s klinickym dopadom a paten-
tovou ochranou. Pri prehliadke laboratdrii
pracoviska ho zaujal elektrofyziologicky
experiment, v ktorom sa vySetrovala schop-
nost novych karbanilatov tlmit prenos
vzruchu v izolovanom nerve. Tieto latky
boli vtedy v strede zaujmu pracoviska
ziskat nové originalne lokalne anestetika s
unikatnymi vlastnostami. Host so zaujmom
sledoval, ako rychlo bolo moZno ziskat
oCakavané uUdaje. S nadsenim vytiahol z
vrecka flasticku s bielym praskom a navrhol
vyskisat aj jej ucinok. Bolo to nové
neuroleptikum a anxiolytikum Kkarbidin,
ktorého bol on sam autorom. Latka bola
vtedy uz farmakologicko-toxikologicky
charakterizovana, bola zavedena v klinickej
praxi a mala rozsiahlu zahrani¢nd pa-
tentovu ochranu.

Stobadin (malba akrylom 80 x 60 cm, 2021).
Mgr.art., Ing. Branislav Kristin

Na prekvapenie hosta i experimentatora
samotného (doc. MUDr. S. Stolc, DrSc.)
latka spolahlivo tlmila nervovy prenos,
ktory sa po jej odstraneni rychlo obnovil.
Karbidin teda bolo mozno oznacit aj ako
ucinné lokalne anestetikum. Tato jeho
vlastnost sa vzapati potvrdila aj na
izolovanom creve v laboratériu prof. MUDr.
Viktora Bauera, DrSc. (pozn.: riaditel UEFT

SAV v rokoch 1.1.1990 - 31. 12. 1999).

Po overeni tychto nalezov sa vysledky
prezentovali na najblizSom celosStatnom
farmakologickom fore. Zdalo sa vsak, ze
tymto sa histéria karbidinu na UEFT SAV
konci. No v neformalnej diskusii medzi S.
Stolcom a V. Bauerom v3ak vznikla
hypotéza, Ze karbidin by podobne, ako timi
vzruSivost nervovych vlakien, mohol
znizovat aj excitabilitu srdcového svalu.
Teoreticky by ho teda bolo mozno vyuZit aj
na liecbu porich srdcového rytmu.
Vyhodou sa pritom zdalo byt jeho po-
uzivanie v klinickej praxi, aj jeho prijatelne
nizka toxicita. Postacilo by iba rozsirit su-
casny zoznam jeho indikacii. Od myslienky
nebolo daleko k overeniu hypotézy.
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DRUHE POZNANIE - Karbidin a poruchy
srdcového rytmu, ochrana myokardu pri
nedostatku kyslika

Na troch odliSnych modeloch experi-
mentalnych poruch srdcového rytmu u
zvierat sa ukazalo, Ze karbidin bol skutoc¢ne
schopny im Gcinne predchadzat. Ba
dokonca u zvierata, u ktorého sa
pozorovala spontanna arytmia, a teda pre
Studiu samotni bolo nepouZitelné, ju
dokazal odstranit. Hypotéza o anti-
arytmickom poésobeni karbidinu sa teda
plne potvrdila. V tychto experimentoch sa
naviac pozorovalo, Ze srdcia zvierat
premedikovanych  karbidinom boli v
podmienkach hlbokej hypoxie schopné
udrzat si svoju elektricki aktivitu dlhsie,
ako srdcia kontrolnych zvierat. Bol to
prekvapujuci nalez, ktory mohol po-
ukazovat na dalsi, zatial neznamy
mechanizmus ochrany tkaniv proti hypoxii.

VSetky nové poznatky o ucinku karbidinu sa
zhrnuli do zaverecnej spravy, ktora sa
komplexne prezentovala na Farmako-
logickom Ustave Akadémie medicinskych
vied ZSSR v Moskve, teda priamo na
pracovisku, kde karbidin vznikol. Napodiv,
reakcia bola vlazna napriek tomu, ¢i snad
prave preto, Ze jedno z velkych oddeleni
Ustavu sa dlhodobo venovalo prave studiu
antiarytmik, pravda, z inej skupiny che-
mickych Struktar.

Zdalo sa, Ze vyuzitie novych poznatkov o
karbidine opéat uviazlo v slepej ulicke.
Pozorované ucinky totiz nebolo mozno
patentovo chranit, pretoZe latka samotna
uz bola znama.

TRETIE POZNANIE - Styri ,karbidiny*,
stereochémia, oxidativny stres

Koncom 70-rokov vstlpil do tohto pribehu
farmaceuticky chemik, Prof. RNDr. Ludék
Benes, DrSc. (pozn.: riaditel UEFT SAV v
rokoch 1. 3. 1977 - 31. 12. 1989). Vsimol si,
Ze v Strukture karbidinu sa nachadzaju 2
asymetrické uhliky, teda 2 chiralne centra.

Znamenalo to, Ze pri syntéze karbidinu
vznikaju vlastne 4 jeho izoméry, ktoré sa v
zmysle patentového zakona mohli pokladat
za samostatné chemické individua. Okrem
chemickej Struktury sa izoméry mohli
odliSovat aj svojou biologickou aktivitou.
Reakciou karbidinu s esterom kyseliny
vinnej vytvoril L. Benes diastereomérnu sol,
z ktorejkrystalizaciou bolo mozno ziskat
opticky Cisté izoméry. Jeden z nich, (-)-cis-
karbidin sa ukazal byt relativne naj-
ucinnejsi a mal najmenSiu toxicitu. Na-
vrhnuty sposob pripravy sa vyuZil nielen v
laboratornych podmienkach, ale osvedcil
sa aj neskor pri priemyslovej syntéze
(Slovakofarma, n.p.).

Priblizne v tomto obdobi L. Benes
upozornil, Ze latky typu karbidin moZzu
interferovat s volnymi kyslikovymi radi-
kalmi, ktoré mozu vznikat v tkanivach za
hypoxicko-reoxygenacnych podmienok. Ra-
dikalovy mechanizmus mohol vrhndt isté
svetlo na uZ spomenuty ochranny Gcinok
karbidinu na srdcovy sval vystaveny
hypoxii. V dalSich Studiach sa preto veno-
vala pozornost aj schopnosti latok odvo-
denych od karbidinu interagovat s
reaktivnymi formami kyslika sprevadza-
jucimi oxidativny stres.

STVRTE POZNANIE - (-)-cis-karbidin =
STOBADIN

Vyskum pokracoval sledovanim aktivity
pripravenych opticky cistych izomérov
karbidinu. Farmakologické sStudie ukazali,
Ze sa odlisuju nielen svojou priestorovou
Strukturou, ale aj svojimi biologickymi
vlastnostami. (-)-cis-karbidin bol najidcin-
nejSi a mal najnizSiu akltnu toxicitu zo
vsetkych foriem. Pre tento izomér navrhol
L. BenesS akronym ,stobadin“ vychadzajuci
z priezvisk prvych dvoch autorov (S. Stolc a
V. Bauer), aj s pripomienkou nazvu vy-
chodiskovej substancie.

Stobadin sa potom stal objektom Sirokého
farmakologického a toxikologického vysku-
mu.
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Neskor ziskal rozsiahlu domacu i zahra-
nicni patentovli ochranu. Na predpo-
kladané klinické testovanie stobadinu sa
pripravil priemyslovo v kilogramovom
mnozstve.

Spolocenské zmeny na konci 80-tych rokov
vyrazne zmenili podmienky a poZziadavky
na zavedenie novych lieCiv do praxe. Bolo
potrebné hladat vhodnejsieho vyskumno-
komercného partnera. O stobadin prejavila
zaujem farmaceuticka firma CENTAUR
PHARMACEUTICALS Inc. (USA). Zvysnu
dobu patentovej ochrany (5 r.) vSak partner
pokladal za nedostato¢nd. Navrhol preto
modifikovat molekulu stobadinu a ziskat
jeho novy derivat s pripadne este vacsou
G¢innostou, najma vsak s plnou dizkou
patentovej ochrany. Firma CENTAUR
PHARMACEUTICALS Inc. prejavila ochotu u-
delit UEFT SAV vyskumny grant na pripravu
a vyskum série novych derivatov stobadinu,
ktoré by bola ochotna zaradit do svojho
portfélia perspektivnych latok.

PIATE POZNANIE - Nové ,stobadiny“ a
,SMECKA“

Ziskanie financnych prostriedkov prostred-
nictvom vyskumného grantu od spolocnosti
CENTAUR PHARMACEUTICALS Inc. umoznilo
dalSiu etapu Studia stobadinu, najma vsak
jeho novych derivatov.

Na zaklade predikcii pomocou vypoctovej
chémie sa navrhla séria novych Struktur
tak, aby pokryvala Siroky diapazon
antioxidacnych  vlastnosti od menej
ucinnych az po vyrazne ucinnejsie, ako
povodny stobadin Séria viac ako 70-tich
vybranych teoreticky navrhnutych de-
rivatov sa potom syntetizovala. Predi-
kované vlastnosti novych latok sa overili v
realnych farmakologickych Sstuadiach. Vy-
sledky dovolili komplexnti analyzu za-
vislosti Gc¢inku od Struktury.

Ukazalo sa, Ze niektoré metoxy-derivaty
stobadinu sU eSte vyrazne UcinnejSie ako
povodna latka. Patri medzi ne latka SMel a
iné. Mimoriadne slubnym sa ukazal byt
najma derivat SMelEC2 (,smecka“),
ktorému sa v dalSich stddiach venovala
rozsiahla pozornost.

Po niekolkych rokoch Uspesného vyskumu
sa zahranicny partner dostal pre nelspech
iného komercného projektu do financnych
problémov. Zaciatkom tohto tisicrocia
preto projekt prerusil. Vsetky poznatky
ziskané v ramci poskytnutého grantu sa
stali intelektudlnym majetkom UEFT SAV.

SMelEC2 (malba akrylom 80 x 60
cm, 2021). Mgr.art,, Ing. Branislav Kristin

RADIKALNE ROZHODNUTIA

V obdobi od polovice 70-tych rokov
minulého storocCia do polovice nultych
rokov tohto storocia bolo nutné urobit
nemalo radikalnych rozhodnuti. Vynutil si
ich vyvoj poznania, vednej discipliny,
externych okolnosti i Zivot sam. Menili sa
ciele vyskumu, poziadavky a redlne
podmienky pren. Niektoré z poznatkov
ziskanych v tomto pribehu sa medzicasom
v takej Ci onakej forme pretavili do novych
myslienok, projektov a koncepcii pra-
coviska. Zakladny vyskum je predsa
nekonecny, rovnako ako poznavanie samo.
Pribeh STOBADIN bol jednou z mnohych
epizéd pri putovani za poznanim, ¢i mil-
nikom na potulke zivotom vedy.




OD STOBADINU K
CEMTIRESTATU

Zo spomienok Ing. Milana Stefeka, DrSc.
(vedlci Laboratéria biochemicke] farmakologie
UEFT SAV)

V prvom desatroci roku 2000 sa na Katedre
biochemickej farmakoldgie intenzivne
skimal stobadin ako slubny prostriedok na
liecbu chronickych diabetickych kom-
plikacii. Na modeli streptozotocinovych
(STZ) diabetickych potkanov zmiernil
stobadin in vivo patologické zmeny v
diabetickom kardiovaskularnom systéme,
oblickach, ocnej SoSovke, sietnici a
periféernych nervoch, znizil zosietovanie
matrixového kolagénu a znizil hladinu
cholesterolu a triglyceridov v plazme
diabetickych zvierat. D6vodom pouzitia
stobadinu, vynikajuceho antioxidantu a
vychytavaca volnych radikalov, bola vse-
obecne prijimana predstava o ulohe
oxidacného stresu v etiologii diabetickych
komplikacii.

Toxicita glukézy sa povazuje za hlavny
faktor zodpovedny za rozvoj viacerych
komplikacii savisiacich s diabetom. Okrem
oxidacného stresu prispieva k zhorSovaniu
stavu buniek a tkaniv, vystavenych
hyperglykémii u diabetickych pacientov, aj
polyolova cesta s aldozoreduktazou ako

prvym enzymom. KedZe je potrebna
inhibicia oboch procesov, vyskum na
Katedre biochemickej farmakoldgie sa

postupne zameral na navrh novych bi-
funkénych zlGc¢enin s ocakavanou anti-
oxidacnou (AO) a inhibi¢cnou aktivitou
aldozoreduktazy (ARI).

Navrh novych bifunkénych lieciv vychadzal
z myslienky vybavit stobadinovy skelet,
neslci antioxidacnu aktivitu, karboxymetyl
funkcnou skupinou, ktora je klucovym
farmakoforom inhibitorov alddzoredukta-
zy. Pouzitim pristupu molekulovej hybridi-
zacie sa do molekuly stobadinu zaviedol
kysly farmakofor.

Cemtirestat (malba akrylom 80 x 60 cm,
2021). Mgr.art,, Ing. Branislav Kristin

Regioizomerizaciou farmakoforu sa ziskali
3 série novych derivatov, ktoré boli
predmetom dalSej optimalizacie Struktury,
s cielom maximalizovat Gc¢innost ARI/AO
pomocou postupov medicinskej chémie,
vratane virtudlneho skriningu a SAR.
Najslubnejsie zluceniny boli syntetizované
a testované na biologicki aktivitu. Zo
siboru viac ako 20 novych zlucenin sa
ukazal ako najucinnejsi bifunkény ARI/AO
prostriedok karboxymetylovany merkapto-
triazinovy derivat. Zlicenina bola patento-
vana (W02015/057175) pod nazvom cemti-
restat ako slubny prostriedok na liecbu
diabetickych komplikacii.

Cemtirestat je v sucasnosti predmetom
komplexného predklinického hodnotenia.
Ako model diabetu 1. typu sa pouazili
potkany indukované STZ a ako model
diabetu Il typu ZDF potkany. In vivo
experimenty boli doplnené ex vivo experi-
mentmi izolovanych ocnych SoSoviek po-
tkanov a kortikalnych rezoch mozgu po-
tkanov. Stanovili sa Stadia zakalenia oCnej
SoSovky a ukazovatele periférnej neuro-
patie.
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Dlhodoba medikacia STZ zvierat lieCenych
cemtirestatom, viedla k oddialeniu rozvoja
pokrocilych sStadii katarakty. Na konci
experimentu sa skére zrakovej katarakty
vyznamne znizilo v diabetickych skupinach
lieCenych  cemtirestatom.  Cemtirestat
inhiboval in vivo akumulaciu sorbitolu v
izolovanych oc¢nych SoSovkach potkanov,
vystavenych vysokej hladine glukdzy a v
SoSovkach potkanov s diabetom Il typu. V
oboch in vivo modeloch zmiernil cemti-
restat priznaky periférnej neuropatie s
vysokou vyznamnostou. Okrem toho sa u
diabetickych potkanov po liecbe STZ
zaznamenala antihypertriglyceridova akti-
vita cemtirestatu. V izolovanych mozgovych
kortikalnych rezoch potkanov, vystavenych
neurotoxickej kyseline chinolinovej, cemti-
restat obnovil tiol-disulfidovi homeostazu
pravdepodobne uvolnenim volného GSH zo
zasoby endogénne viazanych disulfidov.

Na zaklade vysledkov, dokazujlcich schop-
nost cemtirestatu obnovit homeostazu GSH
v kortikalnych rezoch mozgu potkanov,
sme prijali hypotézu, Ze cemtirestat ako tiol
vstupuje za fyziologickych podmienok do
tiol/disulfidovej vymeny a sam tak
poskytuje disulfid. Preto sme syntetizovali
disulfid cemtirestatu ako potencialny
metabolit a testovali jeho biologicku
aktivitu. V podmienkach in vitro sa po-
zorovalo velmi rychle Stiepenie disulfidu
cemtirestatu na dve molekuly cemtirestatu,
v pritomnosti zvySujlucich sa koncentracii
redukovaného GSH. Cemtirestat disulfid
sam o sebe neinhiboval aldézoreduktazu.
Vysledky naznacili, Zze disulfid cemtirestatu
by sa mohol pouzit ako proliecivo, z
ktorého sa cemtirestat uvoliuje v
pritomnosti redukovaného GSH.

Je dobre zdokumentované, Zze alddzo-
reduktaza zohrava klGc¢ovua ulohu pri viace-
rych typoch rakoviny, suvisiacich s chro-
nickym zapalom, typicky pri rakovine
hrubého Creva, a na zvieracich modeloch sa

zistilo, Ze ARI inhibujd karcinogénny
proces. Preto sme prisli s napadom pouzit
cemtirestat-disulfid ako proliecCivo na ciele-
né podavanie cemtirestatu do rakovino-
vych buniek, patentované v dokumente
W02022/132058. Cieleny tUcinok je zabezpe-
ceny tym, Ze rakovinové bunky si vybavené
vyrazne vysSimi koncentraciami redukova-
ného GSH v porovnani s normalnymi
bunkami alebo extracelularnymi teku-
tinami. Okrem toho tUto koncepciu ciele-
ného podavania podporuje aj skutocnost,
Ze dimér sa vyznacuje vyssim distribu¢nym
pomerom pri mierne kyslom pH, zodpo-
vedajucom situacii v nadoroch.

Vzhladom na ziskané vysledky predstavuje
cemtirestat prakticky priklad terapeutickej
stratégie proti chronickym komplikaciam
pri cukrovke, zaloZenej na Vviacerych
farmakologickych dcinkoch. Okrem toho
bol cemtirestat disulfid navrhnuty ako pro-
lieCivo na cielenu distriblciu cemtirestatu
do nadorovych buniek, ktoré su cha-
rakteristické vysokym obsahom GSH.




