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Antibakterialni lyofilizovana tableta

Oblast techniky

Technické feseni se tyka lyofilizovanych tablet s antimikrobidlnim ucinkem proti bakteriim
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa s obsahem bakteriofagli s optimalni stabilitou
a efektivitou.

Konkrétné se technické feseni tyka lyofilizovanych jednodavkovych forem (tablet), jejichz aktivni
slozkou jsou bakterialni viry (bakteriofagy anebo zkracené fagy) at’ uz ve formé fagovych lyzata
nebo purifikatt. Slozeni této formy balancuje vyvazenou kompozici jednotlivych slozek, zajistujici
vhodné technické parametry pro Iékovou/aplika¢ni formu, pii zachovani maximalni stability
aktivnich latek a zachovani jejich dlouhodobé stability. Aktivni slozkou jsou dva specificky
pusobici fagy proti bakteriim S. aureus a P. aeruginosa. Tuto aplikacni formu tak Ize uplatnit pii
1é¢be bakterialnich infekci zptisobenych patogennimi kmeny S. aureus a P. aeruginosa v klinické
praxi.

Dosavadni stav techniky

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) zaradila rezistenci patogennich bakterii
vici antibiotikim mezi nejvéetsi hrozby pro lidské zdravi v 21. stoleti, zplisobujici nejen ztraty na
zivotech, ale i znacnou finanéni zatéz zdravotnického systétmu (WHO Team 2023).
Mezi nejnebezpecnéjsi patogeny rezistentnimi k antibiotikiim spadaji bakterie S. aureus
a P. aeruginosa. Zastupci S. aureus jsou pivodci celé fady vaznych infekci napf. osteomyelitidy,
sepse, taktéz infekci ran a kiize. Podobn¢ i P. aeruginosa zapfticinuje Sirokou skalu onemocnéni
napiiklad infekce ran a pneumonie (obzvlast nebezpecné u pacientl s cystickou fibrozou). Oba
vyse zminéné patogeny jsou oportunni, tudiz ohrozuji pfedev$im imunokompromitované jedince,
¢asto v nemocni¢nim prosttedi (Barer 2018). Rezistence téchto patogent tak komplikuje
poskytovani zdravotni péCe, zejména omezuje moznosti antibiotické 1écby infekci a vede
k nutnosti vyhledavat alternativy mezi kter¢ spada i fagova terapie (Abedon et al. 2011).

Bakteriofagy (zkracené fagy) jsou viry bakterii, zplsobujici bakterialni lyzi. Fagova terapie
vyuziva tuto vlastnost pro 1é¢bu bakteridlnich infekci. Tento terapeuticky pfistup je zkouman jiz
od prvni poloviny 20. stoleti, nicméné po objevu a rozsifeni antibiotik byl zejména v zépadnich
zemich opomijen. Dlivodem této situace byl hlavné objev antibiotik.

Fagova terapie ma ale tadu vyhod jako je napf. mensi riziko nezaddoucich uc¢inkd (oproti
antibiotiktim), zejména v dasledku minimalniho vlivu na pfirozenou mikrofloru pacienta, dale jsou
fagy schopny adaptace vic¢i obrannym mechanismim bakterie (Loc-Carrillo and Abedon 2011).
Pivodni nedostatecna znalost fagové biologie vedla krozporuplnym vysledkim béhem
terapeutické aplikace fagl. S rozvojem modernich metod molekularni biologie, celogenomového
sekvenovani, genomiky a proteomiky jiz dostateéné rozumime fagové biologii a jejich interakci
s hostitelskymi bakteriemi. S velkym rozsahem téchto znalosti ohledné bakteriofagii a také kvuli
zvysujici se antibiotické rezistenci se zajem o fdgovou terapii celosvétové zvySuje (Heselpoth
2018).

Kazdy bakteriofag se lisi spektrem bakterii, které je schopen uspésné infikovat a posléze lyzovat.
Fagy mohou byt polyvalentni s Sirokym spektrem bakterii na které ptisobi, ale na druhou stranu
také vysoce specializované na omezeny pocet kmenti patogenniho mikroorganismu. Praveé
kombinace riznych fagl (koktejl) miize vést k rozsifeni spektra antibakterialniho ucinku. Navic
izolace specifickych naturdlnich mutant mtze vést k antimikrobidlnimu plsobeni na jinak
rezistentni bakterie. V ptipad¢ zde uvedenych bakteriofagi se jedna o specifické fagy, které byly
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izolovany jako kmeny fagti G¢inné na rezistentni bakterie. Rozs8ifuji tak spektrum antimikrobialni
aktivity na bakterie jak rezistentni antibiotikim, tak necitlivé k jinym fagtim.

Pouziti fagl vtekuté formé je b&zné, ale velkou vyzvou pro soucasnou veédu je pfiprava
aplika¢nich/lékovych/skladovacich forem. Dle dostupné literatury byly fagy zpracovany do
tekutych, polotuhych i tuhych forem (Jault et al., 2019, Brown et al., 2018, Khanal et al., 2021).
Tekuté formy jsou na piipravu financné i Casové nendrocné, nicméné maji vetsi nachylnost
k mikrobialni kontaminaci a vyS$$i ndroky na skladovaci prostory, kdy je problém zachovat stabilitu
jejich antibakterialniho Gc¢inku pii vyssich teplotdch (Malik et al. 2017). Navic tekuté formy na
rozdil od polotuhych a tuhych 1ékovych forem jsou spojeny s tfadou problémt béhem jejich
aplikace pacientiim. U polotuhych forem je hlavni vyhodou snazsi aplikace, nicméné se k ni jinak
vztahuji stejné komplikace jako u forem tekutych. V obou piipadech lze pro udrzeni
mikrobiologické jakosti vyuzit konzervacni latky a antioxidanty, ale ty mohou mit negativni dopad
na antimikrobialni efekt a jakost vysledného produktu (Subils et al., 2012). Tuhé formy maji
obecné nizsi riziko mikrobialni kontaminace, tudiz aplikace konzervantii neni nutnd. Navic
zajist'uji vyssi stabilitu antibakteridlniho u¢inku, presnéjsi davkovani a mensi naroky na podminky
ptipravy (Komarek 2006). Overené metody pro zpracovani fagi do pevné formy jsou sprejove
suseni a lyofilizace (Malik et al. 2017).

Ke zpracovani bakteriofagli do pevné formy se standartné vyuziva lyofilizace (mrazové suseni).
Tento proces zahrnuje zmrazeni vzorku, nasleduje primarni suseni, kdy dochézi k sublimaci ledu,
a nakonec se béhem sekundarniho suseni pti vyssich teplotach odpatuje zbytek vody (Malik et al.
2017). Fagy v lyofilizatu jsou schopny udrzet efektivitu v ramci nékolika mésici, dokonce i let
(Clark 1962). Nicméné¢ tato stabilita je ovlivnéna mnoha faktory jako jsou podminky procesu
lyofilizace, pouzité pomocné latky (tj. zejména plniva a kryoprotektiva), nebo skladovani
a rozpousténi vysledného lyofilizatu (Malik et al. 2017). Navic na rozdil od chemickych latek se
stabilita a efektivita faga 1i$i u kazdého kmene, je tedy nutné experimentalné optimalizovat proces
lyofilizace a najit nejlepsi slozeni média, vhodné pro uchovani maximalni aktivity daného faga.

Je potfeba zduraznit, ze fagy jsou standartn¢ lyofilizovany v uzavienych vialkach do tzv.
lyofiliza¢niho kolace. Ten ma vsak komplikovanéjsi aplikaci a davkovani napt. kazdy kolac se
skladuje oddélen¢ ve vialce, coz zabira vice prostoru a pied dalsi manipulaci je nezbytné jej pievést
do roztoku, ¢imz se redukuji vyhody lyofilizace. ReSenim tohoto je p¥iprava jednodavkovych
lyofilizat na kovové forme, na kterou se nanese smes plniva a kryoprotektiva s fagovymi lyzaty
(ptipadné purifikaty) a s roztokem fagovych enzymi, jeSt¢ pied zahajenim lyofilizace. Je tak
dosazena vysoka stabilita jejich antibakterialniho efektu. Navic vzniklé jednodavkové formy lze
poté skladovat v jednom primarnim obalu a snizit tak naroky na skladovaci prostory a zaroven
zjednodusit a uptesnit aplikaci jedné davky.

Doposud existuje omezené mnozstvi studii tykajici se jednodavkovych tuhych forem s obsahem
fagl a jejich enzymd, které umoziuji upfesnit jejich davkovani a zvysit stabilitu jejich u¢inku
(Khanal et al., 2021). Predkladané feSeni se zaméiuje na metodiku pfipravy lyofilizovanych
jednodavkovych forem s obsahem bakteriofagti, ktera usnadiiuje aplikaci fagh v terapii infekci,
zpusobenych patogennimi kmeny P. aeruginosa a S. aureus.
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Podstata technického feSeni

Vyse zminéné problémy se stabilizaci aktivnich slozek v pribéhu piipravy lyofilizovanych forem
aspektra piasobeni fteSi jedinecné slozeni smeési na tablety s obsahem specifickych
antimikrobialnich slozek (fagh). SloZeni zakladu na tablety je optimalizovano tak, aby napomahalo
stabilizaci fagh a nedochazi k redukci jejich koncentrace i aktivity. Tim je zajiSténa optimalni
efektivita pasobeni. Fagy DSM 34648 i DSM 34647 byly izolovany de novo z prostiedi nebo
pfipraveny selektivni laboratorni evoluci a jsou ojedinélé z hlediska lytického spektra.

Predmétem technického feseni je sloZeni lyofilizovanych tablet, jehoz podstata spo¢iva v tom, ze
obsahuje specifické bakteriofagy plsobici proti S. aureus a P. aeruginosa, o vysledném titru
10° az 10" PFU/ml smési, 5 az 50 g plniva a 4 az 13 g kryoprotektiva na 100 ml smési.

V ramci tohoto technického fesenti je pro piipravu jednodavkové tuhé formy (lyofilizované tablety)
s obsahem fagového lyzatu vyuzit specificky proces lyofilizace smési s optimalizovanym
slozenim, které zajist'uje stabilitu a vysokou aktivitu antimikrobidlnich slozek. Definovana smeés
aktivnich antimikrobialnich latek (fagové lyzaty), plniva (rybi Zelatina, maltodextrin, nebo
polyvinylpyrrolidon zkr. PVP) a kryoprotektiva (manitol) se po naneseni na specialni kovovou
formu (Cesky uzitny vzor ¢. PUV 31295), lyofilizuje pti definovanych podminkach. Tento postup
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zvySuje stabilitu efektu aktivnich slozek zejména pii vySSich teplotach, umoziuje vyhodnéjsi
skladovéani a zvySuje mikrobiologickou jakost vysledného produktu, ktery lze vyuzit v 1écbé
bakterialnich infekci zpisobenych bakteriemi S. aureus a P. aeruginosa. Specifické fagy obsazené
v tableté maji ojedinélé lytické spektrum zahrujici patogenni kmeny izolované z nemocni¢niho
prostiedi.

Popis provedeni technického feseni

Smés fagového lyzatu s hodnotou titru minimaln& 1 x 10" PFU/ml lze zpracovat do pfislusného
mnozstvi pevnych davek (tablet). Pfi tomto zpracovani dochazi ke zmrazeni aktivnich slozek
s plnivem a kryoprotektivem na specialni formé¢, tak, aby doslo k tvorbé oddélenych pevnych
davek, které se nasledn€ v této formé lyofilizuji. Vysledny lyofilizovany produkt si zachovava
strukturu tablety a l1ze jej uchovavat chranény pted svétlem a vzdusnou vlhkosti pomoci vhodného
obalu pfi teploté 4 °C alesponi po dobu minimaln¢ tfi mésict. U téchto vzniklych davek je nutné
zabezpeCit titr figa, ktery dosahuje minimalng 10°az 107 PFU/ml, coz je obecné uzndvana
minimdlni hodnota titru figa pro terapeutické pouziti (Merabishvili 2014), vhodnou metodou
purifikace.

Pro ptipravu lze pouzit nepurifikovany fagovy lyzat, nebo purifikat s hodnotou titru alespoil v fadu
1x107 PFU/ml. Fagovy lyzat je purifikovan a pfeveden do SM pufru (slozeni SM pufru: 100 mM
NaCl, 8 mM MgS0,4.7H,0, 50 mM Tris-Cl (pH 7,5) do 1000 ml destilované vody), ktery se
vyuziva pro uchovavani fagl a zaroven je vhodny pro lyofiliza¢ni proces, jelikoz u n€¢j béhem
lyofilizace nedochazi ke zméné pH. Pro purifikaci fagu lze aplikovat standardné vyuzivané metody
purifikace proteinti jako napf. ultracentrifugace, tangencialni pritokova filtrace, chromatografie,
¢i precisténi pomoci centrifugacnich zkumavek s filtranim nastavcem.

Bakteriofagy byly izolovany na kmenech, které nebyly citlivé k jinym testovanym bakteriofagtim.
Dva pouzité bakteriofagy DSM 34648 a DSM 34647, jsou ulozené v souladu s pozadavky
Budapest'ské smlouvy ve sbirce kultur DSMZ v Némecku jako patentové ulozky, maji unikatni
spektrum, které rozsifuje moznosti pouziti terapeutickych fagl na dalsi patogenni klinické izolaty.
Jejich zakladni vlastnosti jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1. Pfiklady slozeni tablet jsou uvedeny
v tabulce 2.

bakteriofag hostitel rod G+C (%) velikost genomu (kbp)
DSM 34647 S. aureus Rosenblumvirus 29,24 18,00
DSM 34648 P. aeruginosa Septimatrevirus 53,74 42,97

Tabulka 1: Souhrn vlastnosti fagt

Testovani antimikrobialniho efektu faghi v dané davce probiha pomoci kapkové metody na
dvouvrstvém agaru (Garbe et al. 2010). U bakteriofagi se jedna davka pied testovanim rozpusti
v 50 ml sterilni destilované vody, pii pokojové teploté a 150 rpm po dobu 3 az 5 minut. Vznikly
roztok se nafedi a probéhne vykapani danych fedéni. Méfeni se provede u nékolika davek a zjisti
se tak stejnomernost jejich efektu a zaroven stabilita antimikrobialniho Gc¢inku aktivnich slozek
v ¢ase, v idealnim pfipadé minimalné po tfech mésicich.
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Objasnéni vykresu

Obrazek 1: Detailni snimek skenovaci elektronové mikroskopie povrchu davky
Obrézek 2: Detailni snimek skenovaci elektronové mikroskopie povrchu davky
Obrazek 3: Detail vrchni ¢asti davky
Obrazek 4: Detail spodni ¢asti davky
Obrézek 5: Detail bo¢ni strany davky

Obrazek 6: Ukazka primarniho obalu

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Slozeni lyofilizovanych tablet a zplisob jejich pfipravy jsou uvedeny v prikladech 1 az 3, kdy se
u kazdého prikladu lisi slozeni smési kryoprotektiva a plniva, kterd jsou vhodna pro stabilizaci
bakteriofagii. Pomér jednotlivych slozek je blize specifikovan v tabulce 2.

Plnivo [g] Kryoprotektivam Fag DSM 34648 Fag DSM 34647 [PFU/ml]
- manitol [g] [PFU/ml]

Maltodextrin 4az6 1x107 az 1x10" 1x107 az 110"

35az50

Zelatina 11az 13 1x107 az 1x10" 1x107 az 1x10"

10az 15

PVP 4az6 1x107 az 1x10" 1x107 az 1x10""

5az 10

Tabulka 2: Slozeni 100 ml smési na ptipravu 200 tablet s obsahem bakteriofaga
Priklad 1:

V 90 ml smési fagovych lyzatt/purifikati o koncentraci minimaln& 1 x 107 PFU/ml se za stalého
michani pii pokojové teploté po dobu 30 minut rozpusti 43,75 g maltodextrinu a 5,00 g manitolu.
Po rozpusténi pomocnych latek se nastavi pH smési pomoci roztoktt HCl a NaOH na hodnotu 7,5.
Mnozstvi smési se pfipravi dle pozadovaného poctu davek, jedna davka odpovida 0,5 az 1 ml
smési, tzn. ze 100 ml smési se ptipravi 100 az 200 davek.

Smés je nanesena na sterilni hlinikovou formu, vychlazenou na -80 °C. Forma je béhem nanasSeni
udrzovana pti teploté -60 az -80 °C. Poté probiha lyofilizace v danych krocich:

1. NamrazZeni vzorku v -30 °C po dobu 20 minut

2. Primarni suSeni pii teploté¢ -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 150 mTorr
(1 mTorr je 0,13332 Pa)
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3. Sekundarni suSeni probiha z -30 °C do 20 °C pfi stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
150 mTorr

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizdtoru a z formy pfenesou do primarniho obalu
a skladuji se ve tmé optimaln¢ pii teploté 4 °C (pripadné pti pokojové teplote).

Priklad 2:

Jako plnivo lze vyuzit taktéz rybi Zelatinu, kdy v 50 ml vody se za stalého michani zahteje 12 g
manitolu a 12 g rybi zelatiny ptiblizn€ na teplotu 70 °C. Tato smés se ndsledné vytemperuje na
50 °C apo vytemperovani se do ni vmichaji fagové lyzaty/purifikaty (Tabulka 3) do celkového
objemu 90 ml. Koncentrace fagl je minimalné 1 x 10’ PFU/ml. Smés se micha pfi pokojové teploté
po dobu 30 minut. Po rozpusténi pomocnych latek se nastavi pH smési pomoci roztoktt HCI
a NaOH na hodnotu 7,5. Mnozstvi smési se pfipravi dle pozadovaného poctu davek, jedna davka
odpovida 0,5 az 1 ml smési, tzn. ze 100 ml smési se pripravi 100 az 200 davek.

Smeés je nanesena na sterilni hlinikovou formu, vychlazenou na -80 °C. Forma je béhem nanaSeni
udrzovana pfti teplote -60 az -80 °C. Poté probiha lyofilizace v danych krocich:

1. Namrazeni vzorku v -30 °C po dobu 20 minut
2. Primarni suseni pfi teploté -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 150 mTorr

3. Sekundéarni suseni probihd z -30 °C do 20 °C pfi stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
150 mTorr

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy pfenesou do primarniho obalu
a skladuji se optimalné€ ve tmé pii teploté 4 °C (pripadné pti pokojové teplote).

Piiklad 3:

Jako plnivo lze wvyuzit polyvinylpyrolidon K90 (PVP90). Ve 90 ml smési fagovych
lyzatt/purifikatd o koncentraci minimalng 1 x 10" PFU/ml se za stalého michani pfi pokojové
teploté po dobu 30 minut rozpusti 7,5 g PVP90 a 5,00 g manitolu. Po rozpusténi pomocnych latek
se nastavi pH smési pomoci roztoki HCI a NaOH na hodnotu 7,5. MnoZstvi smési se pfipravi
dle pozadovaného poctu davek, jedna davka odpovida 0,5 az 1 ml smési, tzn. ze 100 ml smési se
ptipravi 100 az 200 davek.

Smeés je nanesena na formu, vychlazenou na-80 °C. Forma je béhem nanaSeni udrzovana
pii teploté -60 az -80 °C. Poté probiha lyofilizace v danych krocich:

1. NamraZeni vzorku v -30 °C po dobu 20 minut
2. Primarni suseni pfi teploté -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 150 mTorr

3. Sekundarni suseni probiha z -30 °C do 20 °C pfi stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
150 mTorr

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy pfenesou do primarniho obalu
a skladuji se optimalné ve tm¢ pii teploté 4 °C (pripadné pti pokojové teplote).



20

25

CZ 37365 U1

Priklad 4:

V 90 ml smési fagovych lyzatd/purifikati o koncentraci minimalng 1 x 107 PFU/ml se za stalého
michani pii pokojové teploté po dobu 30 minut rozpusti 43,75 g maltodextrinu a 5,00 g manitolu.
Po rozpusténi pomocnych latek se nastavi pH smési pomoci roztokit HCl a NaOH na hodnotu 7,5.
Mnozstvi smési se pripravi dle pozadovaného poctu davek, jedna davka odpovida 0,5 az 1 ml
smési, tzn. ze 100 ml smési se pripravi 100 az 200 davek.

Smeés je nanesena na formu, vychlazenou na -80 °C. Forma je b&hem nanaSeni udrzovéna
pti teploté -60 az -80 °C. Poté probiha lyofilizace v danych krocich:

1. Namrazeni vzorku v -30 °C po dobu 20 minut
2. Primarni suseni pfi teploté -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 150 mTorr

3. Sekundérni suSeni probihd z -30 °C do 20 °C pfi stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
150 mTorr

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy pfenesou do primarniho obalu
a skladuji se optimalné ve tme pii teploté 4 °C (pripadné piti pokojové teplote).

Prumyslova vyuzitelnost

Lyofilizované jednodavkové formy (tablety) s obsahem fagového lyzatu/purifikatu lze aplikovat
pii fagové terapii infekci zplsobené Sirokym spektrem antibioticky rezistentnich kment
patogennich bakterii S. aureus a P. aeruginosa, které jsou vuci témto aktivnim slozkam
prokazatelné citlivé.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Antibakterialni tableta proti Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, vyznacujici se
tim, Ze obsahuje specifické fagy ulozené pod Cisly DSM 34647 a DSM 34648 s titrem faga 107 az
1011 PFU/ml, 5 az 50 g plniva a 4 az 13 g kryoprotektiva na 100 ml smési.

2. Tableta podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze plnivo je vybrano ze skupiny zahrnujici
maltodextrin, rybi Zelatinu a polyvinylpyrrolidon.

3. Tableta podle kteréhokoli z naroka 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze kryoprotektivem je manitol.
4. Tableta podle kteréhokoli z narokd 1 az 3 pro pouziti ptfi léceni infekci zplsobenych

patogennimi kmeny Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa v humanni i veterinarni
oblasti.

5 vykresi
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