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Injektovatelny gel z prirodni pryskyfice s bakteriofagy pro hojeni infikovanych ran

Oblast techniky

Predmétem technického TfeSeni je transparentni injektabilni hydrogel pfipraveny
z biokompatibilnich a biodegradabilnich polymer, ktery je obohacen antimikrobialné plsobicimi
bakteriofagy. Hydrogel je urcen pro vypln koznich defektd a pro podporu lécby infikovanych
koznich defektii s moznosti sledovat stav rany v procesu hojeni.

Dosavadni stav techniky

Hojeni koznich ran je komplexni proces, ktery zahrnuje interakci velkého mnozstvi bunck
a enzymovych systémi. Samotné hojeni se za fyziologickych i patofyziologickych podminek
sestava ze Ctyf navzdjem se piekryvajicich fazi: hemokoagulaéni, inflamatorni, proliferacni
aremodelac¢ni. Tento proces muze byt komplikovan celou fadou vlivlil at’ jiz vnéjSich nebo
vedou ke zpomaleni nebo uplnému zastaveni fdzového postupu uzavéru rany, tedy perzistenci
inflamatorni faze. To vede k riziku rozvoje obtizné se hojicich nebo nehojicich se chronickych ran.
Aby se témto nepfiznivym vlivim zabranilo jiz v raném stadiu hojeni, je vhodné pouzivat
antimikrobialni kryty ran, které jiz od aplikace na ranu potlacuji a eliminuji lokalni infekci.

Idedlni injektabilni hydrogel by mél byt plné biokompatibilni, biodegradabilni a netoxicky pro
lidsky organismus. Kromé odpovidajiciho chemického slozeni by mél mit hydrogel také
odpovidajici mechanické vlastnosti jako ptivodni kozni tkan, tedy schopnost izolovat okoli rany od
vnéjsich vlivil a zaroven zajistit vhodné prostfedi pro migraci bun¢k a hydrataci rany. Dal$im
dilezitym faktorem jsou antimikrobialni vlastnosti materialu a jeho schopnost uvoliovat piipadnou
obsazenou antibakteridlni slozku. Injektabilni hydrogelové kryty na bazi polysacharidii se
v soucasné dob¢ pouzivaji k 1écbe akutnich a chronickych nehojicich se koznich ran, bud’ samotné
nebo s pridavkem prohojivé ¢i antimikrobialni slozky. V soucasné dobé jsou dostupné antiseptické
hydrogely zejména na bazi derivati celuldz (hydroxyethycelul6za) a polypropylenglykolu, mezi
které 1ze zatadit hojivy gel Octenisept a Octenilin (antiseptikum octenidin dihydrochlorid),
Rigenoma (aktivni onozidy, kyselina mlécnd), Protosan (polyhexanid a betadin), Flamigel,
Granudacyn. Nicmén¢ injektabilni hydrogel na bazi polysacharidi s pfidavkem antimikrobialni
slozky ve formée bakteriofagli v soucasnosti na trhu nenajdeme. Dlvodem je, Ze bakteriofagy
nejsou doposud ve vétSin€é zemi svéta schvaleny jako vhodny prostfedek pro 1écbu infekci
zpasobenych rezistentnimi kmeny bakterii. Nicméné maji vSak vysoky potencidl jako vhodna
alternativa oproti dnes bézné pouzivanych antibiotik, na které si jsou bakterie schopny velmi rychle
a ¢im dal Castéji vytvorit rezistenci.

Podstata technického feSeni

Pfedmétem tohoto technického feSeni je transparentni injektabilni hydrogel pro hojeni
infikovanych ran, zejména povrchovych ran. Hydrogel obsahuje pfirodni polymer pryskyfici
karaya, ktera je plné¢ deacetylovana, a synteticky polymer polyvinylalkohol a/mebo
polyethylenglykol, dale plastifikator glycerol, a vodu jako rozpoustédlo. Celkova koncentrace
pryskyfice karaya, syntetického polymeru (nebo smési syntetickych polymert) a glycerolu ve vodé
je vrozsahu 3 az 9,5% hmotn. Hmotnostni pomér polymerd (pryskyfice karaya
s polyvinylalkoholem a/mebo polyethylenglykolem) vici glycerolu je v rozmezi 10:1 az 1:6.
Hmotnostni pomér piirodniho polymeru a syntetického polymeru (nebo smési syntetickych
polymerti) je vrozmezi 1,5:1 az 1:1,5, s vyhodou 1,25:1 az 1:1,2. Hydrogel dale obsahuje
bakteriofagy, které jsou pridavany ve formé koncentrovaného roztoku, neovliviuji tedy finalni
koncentraci hydrogelu.
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Pryskyfice karaya (angl. gum karaya) je biokompatibilni, biodegradabilni a ma imirné
antimikrobialni vlastnosti. Pryskyfice karaya, poptfipadé¢ deacetylovand, je pouzivana
v potravinaistvi pod kodem E416.

Pryskyftice karaya je pfirodni vysokomolekuldrni polysacharid, ktery se ziskavd ve formé
pryskyfice ze stromu Sterculia urens, jedna se tedy o dostupny a obnovitelny zdroj materialu
s pfirozenymi antimikrobialnimi vlastnostmi. Pryskyfice karaya je biologicky odbouratelny,
netoxicky pro lidsky organismus, biokompatibilni, ¢aste¢n¢ degradabilni a resorbovatelny
biopolymer, ktery je ve svém nativnim stavu nerozpustny, avSak bobtnajici v pfitomnosti vody.
PIny potencial pryskyfice karayi lze vyuzit po jeho chemické upravé deacetylaci, ktera podpofi
rozpustnost polymeru, tedy jeho afinitu k vodé (deacetylaci lze ovéfit pomoci infracervené
spektroskopie). Uplnou deacetylaci se ziska ve vodé rozpustny biopolymer. Molarni hmotnost
deacetylované pryskyftice karayi je obvykle v rozmezi 2000 az 16000 kg/mol. Molarni hmotnost
deacetylované pryskyftice karayi Ize stanovit pomoci metody SEC-MALS.

Polyvinylalkohol a polyethylenglykol jsou syntetické vodorozpustné polymery, které tvoii pevnou
a elastickou trojrozmérnou polymerni sit, ktera zlepSuje mechanické vlastnosti.

Polyvinylalkohol je ve vodé rozpustny synteticky polymer vyrabény alkalickou hydrolyzou
polyvinylacetatu. S vyhodou se pouzije polyvinylalkohol v rozsahu molarnich hmotnosti 10 az
130 kg/mol. V biomedicinskych aplikacich je vyuZzivan pro své vhodné mechanické vlastnosti
(vysoky elasticky modul a mechanickou pevnost), chemickou stabilitu, biokompatibilitu,
netoxicitu pro lidsky organismus a schopnost tvofit zesitovanou polymerni sit’ schopnou pojmout
velké mnozstvi vody bez ztraty svych mechanickych vlastnosti. V biomedicinskych aplikacich je
pouzivan jako nosi¢ 1é¢iv, scaffold, biosenzor, nebo kryt ran.

Polyethylenglykol je synteticky ve vodé rozpustny polymer vyuzivany pro svou netoxicitu
a biokompatibilitu v biomedicinském odvétvi jako systém pro dopravu 1éCiv, v tkanovém
inzenyrstvi a k modifikaci povrcht. S vyhodou se vyuziva nizkomolekularni polyethylenglykol
vrozsahu molarnich hmotnosti 200 az 600 g/mol, ktery je v bezvodé formé tekuty.
Polyethylenglykol ma aktivni hydroxylovou skupinu na obou koncich polymerniho fetézce a je
hojné vyuzivan, protoZze ma schopnost tvofit funk¢ni hydrogely v kombinaci s ostatnimi polymery.
Mechanické schopnosti a bobtnani jsou ovlivnény molarni hmotnosti polymeru, nizkomolekularni
PEG zvysuje bobtnani hydrogeli a pevnost v tlaku.

Plastifikator glycerol napomahd k elasticit¢ a transparentnosti materidlu. Jedna se o ve vodé
rozpustnou a biokompatibilni chemickou molekulu. Glycerol je nizkomolekuldrni sloucenina,
ktera je hojné pouzivana jako plastifikator, humektant, ¢i pro své nemrznouci vlastnosti jako
kryoprotektivum. Ve vysSich koncentracich vykazuje glycerol baktericidni a virucidni aktivitu.

Zlepseni antibakterialnich vlastnosti hydrogelu je docileno vyuzitim biologickych agens, které jsou
schopny elimitovat i rezistentni druhy mikroorganismt. Bakteriofagy nebo také fagy, jsou viry
napadajici bakterie, kterych je vyuzivano v ramci biologické 1é¢by pro takzvanou fagovou terapii.
Vyuziti fagové terapie je moznosti, jak efektivné potlacit a zamezit infekci s minimalnim rizikem
vzniku rezistence. Hlavni podstatou fagové terapie je eliminace specifického druhu, popt. kmene
bakterie lytickym piisobenim. Béhem tohoto procesu jsou fagy schopny se mnozit a eradikovat
1 t€zké infekce bez vedlejsich negativnich efektt, které jsou bézné u antibiotik. Neékteré typy fagt
jsou schopné cilit na specifické kmeny druhu Staphylococcus aureus, grampozitivni bakterie
rezistentni vuci Siroké Skale antibiotik a odpovédné za zavazna onemocnéni zahrnujici napt. kozni
abscesy, ¢i infekce ran. Aby bylo mozné 1éCit tyto rany, je nutné najit vhodny kmen faga, jeho
optimalni koncentraci a vhodny nosi¢, ktery fagovy kmen nebo fagovy koktejl (smés riiznych
kment fagt) bude vhodné komplementovat a pusobit spole¢né v rané. Naptiklad 812K 1/420 je
dsDNA fag vhodny pro lécbu stafylokokovych infekci, je biokompatibilni a netoxicky pro
organismus. Hydrogel podle technického fesenti je tedy obzvlasté vyhodné obohacen jednim ¢i vice
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kmeny fagt eliminujicich kmeny bakterii rodu Staphylococcus, coz zahrnuje napt. kmeny faga K,
faga Twort, faga JK2(=812K1/420), faga philPLA-RODI, faga 187 nebo faga SA97.

Injektabilni hydrogel lze piipravit metodou mrazeni a nasledného rozmrazovani v nékolika
opakujicich se cyklech. Vysledny injektabilni hydrogel je tixotropni, tedy vhodny k injekcni
aplikaci. Hydrogel je dlouhodobé stabilni pti skladovani v mrazu.

Pouziti injektabilnich hydrogeld ran vyznamné zvysSuje efektivitu hojeni, jelikoz material vyplni
ranu a napodobuje vlastnosti extracelularni matrix ktize (pevnost a pruznost), izoluje okoli rany od
vnéjsich vlivli a zamezuje naruseni procesu hojeni (tj. vzniku infekce).

Na animalnim modelu hluboké infekce ktize a mékkych tkani prasete, pfi trvani experimentu po
dobu 14 dni, byla potvrzena antimikrobialni G¢innost injektabilniho hydrogelového krytu rany
podle predkladaného technického feseni, ktery potlacil bakterialni infekci v celé plose a hloubce
defektu kiize a mekkych tkani, a také urychlil hojeni a regeneraci rany. Zarovei doslo k degradaci
a resorpci materialu v ran¢.

Pro ovéfeni a hodnoceni antimikrobialniho efektu predkladaného technického feseni byly zvoleny
dvé metody, a to otisky z povrchu ran a biopticky odbér tkdni ran. Ob¢ tyto metody vykazaly
snizeni mnozstvi patogenu v ranach o 2 az 3 fady (z ptivodnich vice nez 6 log CFU/g tkan¢ a vice
nez 1000 CFU/25 ¢cm? povrchu rany) v pritbéhu dvoutydennich experimentd. Konkrétné hydrogel
s fagovym preparatem vykazal sniZzeni mnozstvi patogenu na povrchu rany na 42 + 15 CFU/25 cm?
povrchu rany a ve tkani o 2,6 £ 0,5 log CFU/g tkén€, coz odpovida tispésné 1écbe infekce (snizeni
pod 4 log CFU/g tkang).

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Chemikalie:

Deacetylovana pryskyfice karaya byla ziskana z komer¢nich zdroji. Jeji molarni hmotnost byla
ovéfena metodou SEC (velikostné separani chromatografie) s MALS (multi-angle light
scattering) detektorem HELEOS-II a RI (refractive index) detektorem Optilab T-rEX — oba
instrumenty od spolecnosti Wyatt Technology. Jako mobilni faze byly pouzita ultracista voda
s ptidavkem 200 ppm azidu sodného. Specificky inkrement indexu lomu dn/dc = 0,145 ml/g byl
pouzit pro vyhodnoceni vysledkll. Pro separaci byly pouzity dvé kolony Ultrahydrogel Linear
300 x 8 mm spolecnosti Waters, prutok mobilni faze byl 0,6 ml/min. Byla stanovena hmotnostni
sttedni molarni hmotnost My, = 3 800 kg/mol.

Polyvinylalkohol byl ziskdn zkomer¢nich zdroji, s molekulovou hmotnosti deklarovanou
vyrobcem 90 kg/mol.

Polyethylen glykol byl ziskdn z komer¢nich zdrojli, s molekulovou hmotnosti deklarovanou
vyrobcem 400 g/mol (PEG400).

Piiklad A: 3% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskytice karaya, polyvinylalkoholu
a glycerolu

Byl pfipraven polymerni roztok deacetylované pryskyftice karaya, polyvinylalkoholu a glycerolu o
hmotnostnim poméru 4,5:4,5:1 ve vodé€. Vysledna koncentrace roztoku byla 3 % hmotn. vSech
pouzitych slozek (pryskyfice karaya, polyvinylalkohol, glycerol) ve vodé. Roztok byl po pridavku
vSech sloZzek homogenizovan po dobu 24 hodiny pfi teploté 23 °C a nasledné byl fyzikalné sitovan
metodou opakovaného zmrazovani a rozmrazovani. Postup zmrazovani a rozmrazovani byl
nasledujici: polymerni roztok byl navazen do plastovych nadob a poté byl v celém objemu rychle
zmrazen pomoci kapalného dusiku na teplotu -196 °C, kde ztstal po dobu 30 minut. Nasledné byly
takto ptipravené hydrogely uskladnény pfi teploté -20 °C. Pted aplikaci byl vzorek rozmrazen.
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Priklad B: 3,5% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskyfice karaya, polyvinylalkoholu
a glycerolu

Byl ptipraven polymerni roztok deacetylované pryskyfice karaya, polyvinylalkoholu a glycerolu
o hmotnostnim poméru 5:4:1 ve vod¢. Vyslednd koncentrace roztoku byla 3,5 % hmotn. vSech
pouzitych slozek (pryskytice karaya, polyvinylalkohol, glycerol). Roztok byl po ptidavku vsech
slozek homogenizovan po dobu 24 hodiny pfi teploté¢ 23 °C a nasledné byl fyzikalné sitovan
metodou opakovaného zmrazovani a rozmrazovani. Postup zmrazovani a rozmrazovani byl
nasledujici: polymerni roztok byl navdzen do plastovych nadob a poté byl v celém objemu rychle
zmrazen pomoci kapalného dusiku na teplotu -196 °C, kde ztstal po dobu 30 minut. Nasledné byly
takto pfipravené hydrogely uskladnény pfi teploté -20 °C. Pted aplikaci byl vzorek rozmrazen.

Priklad C: 9,5% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskyfice Karaya, polyvinylalkoholu,
polyethylenglykolu a glycerolu

Byl pfipraven polymerni roztok deacetylované pryskyfice karaya, polyvinylalkoholu,
polyethylenglykoku a glycerolu o hmotnostnim pomeéru 8:8:1:50 ve vod¢. Vysledna koncentrace
roztoku byla 9,5 % hmotn. vSech pouzitych slozek (pryskyfice karaya, polyvinylalkohol,
polyethylenglykol, glycerol). Roztok byl po pfidavku vSech slozek homogenizovan po dobu
24 hodiny pfi teploté 23 °C a nasledné byl fyzikalné sitovan metodou opakovaného zmrazovani
a rozmrazovani. Postup zmrazovani a rozmrazovani byl nasledujici: polymerni roztok byl navazen
do plastovych nadob a poté byl v celém objemu rychle zmrazen pomoci kapalného dusiku na
teplotu -196 °C, kde zustal po dobu 30 minut. Nasledné¢ byly takto pfipravené hydrogely
uskladnény pfi teploté -20 °C. Pted aplikaci byl vzorek rozmrazen.

Priklad 1: 3% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskytice karaya, polyvinylalkoholu a
glycerolu s fdgovym preparatem

Injektabilni hydrogel byl pfipraven dle poméra a piipravy v ptikladu A. Tésné pied mrazenim byl
do odvazeného polymerniho roztoku napipetovan fagovy preparat 812K1/420 v mnozstvi 5 pl/ml,
¢imZ byla ziskana finalni koncentrace 5-107 PFU/ml (PFU = plaky tvorici jednotky). Roztok byl
homogenizovan a néasledné¢ byl fyzikalné¢ sifovan metodou opakovaného zmrazovani
a rozmrazovani. Poté byly takto pfipravené hydrogely uskladnény pii teploté -20 °C pro zajisténi
stability bakteriofaga v hydrogelové matrici. Zesitované hydrogely s fagy byly rozmrazeny vzdy
ptimo pted aplikaci.

Priklad 2: 3,5% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskyfice karaya, polyvinylalkoholu
a glycerolu s fagovym preparatem

Injektabilni hydrogel byl ptipraven dle pomért a piipravy v ptikladu B. Tésné pted mrazenim byl
do odvazeného polymerniho roztoku napipetovan fagovy preparat 812K 1/420 v mnozstvi 5 pl/ml,
¢imZ byla ziskana finalni koncentrace 5-107 PFU/ml. Roztok byl homogenizovan a néasledné byl
fyzikalné sitovan metodou opakovaného zmrazovani a rozmrazovani. Poté byly takto pfipravené
hydrogely uskladnény pfi teploté -20 °C pro zajisténi stability bakteriofaga v hydrogelové matrici.
Zesitované hydrogely s fAgy byly rozmrazeny vzdy ptimo pied aplikaci.

Priklad 3: 9,5% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskyfice karaya, polyvinylalkoholu,
polyethylenglykolu a glycerolu s fagovym preparatem

Injektabilni hydrogel byl pfipraven dle pomért a ptipravy v Piikladu C. Zamrazeny hydrogel byl
nasledné rozmrazen a do zesitovaného hydrogelu byl napipetovan fagovy preparat 812K 1/420 na
finlni koncentraci 10® PFU/ml. Hydrogel tak byl ihned pfipraven pro ptimou aplikaci na ranu.
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Priklad 4: 9,5% hmotn. injektabilni hydrogel na bazi pryskyfice karaya, polyvinylalkoholu,
polyethylenglykolu a glycerolu s fagovym preparatem

Injektabilni hydrogel byl pfipraven dle pomért a ptipravy v Piikladu C. Zamrazeny hydrogel byl
nasledné rozmraZen a do zesitovaného hydrogelu byl napipetovan fagovy preparat 812K 1/420 na
finalni koncentraci 10° PFU/ml. Hydrogel tak byl ihned piipraven pro pfimou aplikaci na ranu.

Priklad 5

Injektabilni hydrogely ptipravené v Ptikladech A, B a v Ptikladech 1 a 2 byly podrobeny
reologickému méfeni, které testovalo, zda je smykové namahany viskozni material (injektabilni
hydrogel) deformovan, a zda je schopen se béhem relaxace (materidl neni smykové naméhany)
navratit do piivodni struktury, zda je tedy vhodny pro injektabilni aplikace. Pfi tomto testovani byl
viskozni hydrogel namahan a snizovala se jeho viskozita, byl tedy vice tekuty. Tixotropni chovani
bylo potvrzeno pfi relaxaci, kdy se viskozita materialu vraci na piivodni hodnotu. Méfeni bylo
provadéno tixotropni analyzou na Hybridnim reometru Discovery 2 (DHR-2) vybaveného
Peltierovou regulaci teploty s pouzitim 20 mm geometrie v uspoiradani deska-deska v oscilaénim
modu s mezerou 750 mm. Oscilacni tixotropni méfeni bylo provadéno tiikrokové pti konstantni
frekvenci 1 Hz a teploté 22 °C. V prvnim kroku byl vzorek po dobu 120 s namahan fizenym
oscilaénim napétim s deformaci o hodnoté€ 0,1 %. Druhy krok byl proveden pfi deformaci 400 %
po dobu 120 s. Béhem tietiho kroku dochézelo k relaxaci hydrogelu a jeho navratu na pivodni
viskozitu pfi hodnoté¢ deformace 0,1 % po dobu 600 s. Tato méteni byla provadéna v riznych
¢asovych intervalech v 1 dnu pfipravy, po 14 dnech a 2 meésicich.

Tabulka 1: Srovnani vysledkt tixotropniho chovani injektabilniho hydrogelu s bakteriofagy
v riznych Casovych intervalech.

1. den | 14. den | 2 mésice

Oznadeni Deformace (%)

vzorku 0.0 | 400 [ 01 [ o1 [ 400 [ o1 [ 01 [ 400 [ 0.1

Komplexni viskozita (Pa-s)

Priklad A 1.62 0.60 1.39 1,71 0.57 1.2 2,78 0,68 2.20
Priklad B 2,03 0,71 1,58 2,48 0,82 1,9 4,21 1,05 3,63
Priklad 1 2,51 0,73 1,98 1,86 0,70 1,53 1,98 0,61 1,73
Priklad 2 1,62 0,60 1,39 1,34 0,66 1,10 2,18 0,82 1,99

Z vysledki reologického, tixotropniho méteni v Tabulce 1 je patrné, ze injektabilni hydrogely
samotné z Prikladii A a B i s bakteriofagy z Ptikladii 1 a 2 maji tixotropni charakter, ktery je
nezbytny pro injektabilni aplikace. Komplexni viskozita vzorku se pti deformaci snizuje a vzorek
je tekuty. Pii nasledné relaxaci dochazi ke zvyseni viskozity, tedy tuhosti gelu, ptestoze se vzorky
nedostavaji na piivodni hodnoty viskozity. Tato skute¢nost je pozorovana u vSech testovanych
vzorkll ve vSech ¢asovych intervalech. S delsi dobou skladovani dochazi u vSech vzorkl ke zvyseni
viskozity.

Ptiklad 6

Hydrolyticka stabilita oznaCovana jako ubytek hmotnosti hydrogelu byla zkoumana
v Prikladech A, B v ramci jednoho mésice v prostiedi fagového pufru obsahujiciho vapenaté ionty.
Vzorky byly testovany pfi teploté 37 °C v inkubatoru v ¢asovych intervalech 1, 3, 7, 14 a 28 dni,
kdy vzorek dosdhl maximalni sorpce vody ve tfetim dnu méfeni, tento den je udavany jako pocatek
ibytku hmotnosti hydrogelu, viechny vzorky byly méfeny v triplikatech. Ubytek hmotnosti
hydrogelu byl vyhodnocen v procentech, kde je porovnavana hodnota maximalni sorpce materialu
ajeho naslednd ztrata hmotnosti pomoci nasledujici rovnice, kde wmax predstavuje pocatecni
hmotnost a ws je hmotnost hydrogelu v daném ¢ase: Ubytek hmotnosti hydrogelu
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[%] = 100 — (Winax — ws) - 100

Winax

Tabulka 2: Srovnani vysledkt ubytku hmotnosti jednotlivych vzorkt.

Oznaceni prikladu Cas (dny)
3 | 7 | 14 ] 30
Ubytek hmotnosti (%)
Priklad A 0,00 | 13,06 | 1559 | 32,87
Priklad B 0,00 | 786 | 535 | 33,09

Z vysledki z Tabulky 2 u Ptikladii A a B je patrné, ze hydrogel je v hydratovaném prostfedi stabilni
a své maximalni sorp¢ni kapacity dosahne az po 3 dnech. Poté je injektabilni hydrogel dostate¢né
stabilni v ¢asovém obdobi 2 tydnt, kde je jeho ubytek hmotnosti v hodnotach 5 az 15 % a jeho
stabilita nasledn¢ klesa k hodnotam 33 % u obou métenych vzorkli. Hydrogely jsou vhodné pro
injektabilni aplikace a jsou dlouhodobé stabilni v hydratovaném prostredi.

Priklad 7

Injektabilni hydrogely obohacené fagovym preparatem z Piikladu 1 a 2 byly podrobeny
dlouhodobé analyze (po dobu 3 mésici), kterd determinuje jejich antibakterialni aktivitu vaci
bakterialnimu kmenu Staphylococcus aureus a zaroven udava informaci o stabilité fagového
preparatu v materidlu béhem skladovani v del$im Casovém useku. Méfeni probihalo nepfimou
metodou stanoveni, kterd je zaloZena na in vitro tvorbé plaku, ktera indikuje pocet aktivnich
bakteriofagi metodou dvouvrstevného agaru. Pied zaCatkem experimentu byly pfipraveny
injektabilni hydrogely z Ptikladu 1 a 2 tak, aby pokryly 3- mési¢ni méteni v ¢asovych intervalech;
den jedna, 14 dni, 2 a 3 mésice. VSechny materidly byly skladovany v chladu pfi — 20 °C, aby byla
zachovana stabilita fagového preparatu. Pro kazdy experiment byly vzorky (1 ml) nejprve
rozmrazeny, nasledné bylo ptidano 500 pl masopeptonového bujonu, vzorek byl homogenizovan
a nasledné ponechdn 30 minut v klidu. Poté byly vzorky fedény desitkovym fedénim a vyockovany
na Petriho misky s masopeptonovym agarem pro zjisténi mnozstvi aktivnich fagovych castic
metodou dvojitého agaru. Po kultivaci bylo mnozstvi aktivnich fagovych castic porovnano
s mnozstvim aktivnich ¢astic v pivodnim fagovém preparatu.

Tabulka 3: Srovnani vysledkli antimikrobidlni aktivity a stability fagového preparatu
v injektabilnim hydrogelu.

Cas (dny)
Oznadeni piikladu 1 | 14 | 60 | 90
Koncentrace bakteriofdga PFU/ml
Priklad 1 2-107 1-10’ 1-10’ 3-10°
Priklad 2 5-107 1-10’ 2-107 4-10°

Z Tabulky 3 vyplyva, ze fagovy preparat z Ptikladu 1 a 2 si po celou dobu méfeni zachovava
dostatecnou aktivitu a je schopen efektivné eliminovat stafylokokovou infekci. Nejvyssi
koncentrace byla pozorovana prvni den, kdy byly vzorky analyzovany hned po zamrazeni. Celkové
si vys§i aktivitu zachovava bakteriofag v Ptikladu 2, ale vysledky jsou srovnatelné. Koncentrace
aktivnich fagovych €astic béhem meéteni pozvolna klesa, ale i po 3mési¢nim méfeni je koncentrace
vy$§i nez 3-10° PFU/ml, ktera je oznacovana jako dostatena koncentrace pro 1é¢bu infikovanych
ran pomoci fagové terapie.
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Priklad 8

Injektabilni hydrogely z ptikladd A a B, a hydrogely obohacené bakteriofagy z ptikladd 1 a 2 byly
testovany z hlediska biokompatibility, ktera je nezbytna pro vyuziti ve tkadnovém inzenyrstvi. Pro
meéfeni byly pouzity fibroblastové buiiky NIH-3T3. Biokompatibilita injektabilniho hydrogelu byla
vyhodnocena extrakénim testem, ktery sledoval ucinek vyluhovych produktd z gelu (polymer
a bakteriofagy) na pouzité bunécné kultury. VSechny typy hydrogelu a kontrola (samotna desticka
bez gelu) byly inkubovany po dobu 24 hodin s kompletnim médiem DMEM v koncentraci
0,033 g/ml pfi pokojové teploté. Builkky NIH-3T3 byly pied zahajenim testu nasazeny do
96jamkové desticky v hustoté 10* bunék/jamku. Po 24 hodinach inkubace bylo médium pro
kultivaci bun¢k nahrazeno médiem s extraktem z testovanych injektabilnich hydrogeld. Buiky se
poté inkubovaly pii teploté 37 °C v atmosféte 5 % CO; po dobu 24 hodin. Médium s extraktem
bylo nésledné odstranéno z 96 jamkové desticky a nahrazeno 100 pL cerstvého média DMEM
a 50 pl tetrazoliového barviva XTT (XTT, 1 mg/ml v PBS, pH 7,4). Méfeni metabolické aktivity
bunék probihalo spektroskopickym méfenim, kdy byla métena absorbance po 4 hodinach inkubace
pti teploté 37 °C pomoci destickového readeru pti vinové délce 450 nm. Biokompatibilita gelii
byla vyhodnocena jako procento zivotaschopnych bun¢k ve srovnani s kontrolou.

Tabulka 4: Srovnani vysledkd biokompatibility injektabilnich hydrogeld a hydrogeld s fagovym
preparatem.

Oznaceni prikladu | Viabilita (%)
Kontrola 100,00
Priklad A 86,34
Priklad B 96,11
Priklad 1 84,58
Priklad 2 92,58

Z vysledki v Tabulce 4 vyplyva, ze vSechny vzorky Piiklad A, B, 1 a 2 jsou vysoce biokompatibilni
s hodnotami viability nad 84 % v porovnani s kontrolou. Navic vzorky z Ptikladu B a 2, které maji
(az na pfitomnost fagi) stejné chemické slozeni, maji viabilitu bun€k ptes 90 %, coz je d¢la
idealnimi pro vyuziti v hojeni jak neinfikovanych, tak infikovanych ran.

Piiklad 9
In vivo testovani na velkém animalnim modelu bylo provedeno na Piikladech 3 a 4.

Injektabilni hydrogely na bazi pryskyfice Karaya pfipravené v piikladech 3 a 4 byly podrobeny
testovani na chirurgicky preformovanych defektech kize plné tloustky velkého animalniho
modelu (Sus scrofa f. domestica) zhlediska antimikrobialni aktivity vici kmenu S. aureus
(NRL/Atb 5921) ziskanému ze Sbirky mikroorganismi Narodni referencni laboratofe pro
stafylokoky. Bakterialni kmen byl kultivovan pfes noc v 50 ml Muellerova Hintonova bujonu
(Merck, UK) pfi teploté 37 °C. Tyto kultury byly poté dvakrat centrifugovany a resuspendovany
v Cerstvém PBS. Bakterialni kultury byly poté nafedény Cerstvym PBS na finalni koncentraci
2 x 10”9 CFU/ml.

Celkem byly do testovaného vzorku zvifat zafazeny 4 reprezentanti (Sus scrofa f. domestica),
u kterych bylo vytvoteno celkem 80 koznich defektii o rozmérech 5x5 cm (20 defektl na kazdé
zvite) v oblasti zad simulujici ztratu kiize v plné tloustce a poskozeni svalové fascie. Do téchto
defektt bylo zavedeno stafylokokové inokulum a byla tak simulovana komplikovana infekce kize
a mekkych tkani timto patogenem.

Po Gspésném navozeni infekce byly do téchto defektt aplikovany hydrogelové kryty obsahujici
fagy popsané ve srovnavacich ptikladech 3 a 4. Délka celého experimentu byla 14 dni, béhem
tohoto obdobi doslo k reaplikacim identickych hydrogelovych krytt (pfiklad 3a4) 4., 7. a 11. den
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po samotném navozeni infekéni komplikace v oblasti rany. V téchto dnech probihala zaroven
mikrobiologicka surveillance a ziskané vzorky (kvantitativni biopsie) z ran byly dale zpracovany
standardnimi mikrobiologickymi metodami a byla stanovena bakteridlni nadloz v konkrétnich
vzorcich.

V tabulce 5 je dokumentovan terapeuticky efekt injektabilnich hydrogelti obsahujicich fagy
popsanych v prikladech 3 a 4 vedoucich k redukci bakterialni populace v konkrétnich vzorcich.
Statisticky signifikantni 1éCebny efekt byl zaznamenan 11. a 14. den experimentu (p <0,001).

Tabulka 5: Srovnani vysledki antimikrobidlni aktivity (stanoveno v CFU/ml =+ SD) aplikovanych
injektabilnich hydrogeli s fagy v ramci in vivo podminek (simulované infekce kiize a mékkych
tkani).

Den experimentu Den 4 Den 7 Den 11 Den 14
Kontrolni rany 6,1 £0,37 6,4+ 1,08 6,8 + 0,64 7,2 +0,38
Priklad 3 6,5+0,93 5,9+0,15 3,9+ 0,39 3,8+ 0,64
p-hodnota 0,206 0,447 <0,001 <0,001
(kontrola vs. ptiklad 3)

Priklad 4 7,1+£0,16 5,5+0,11 4,4+0,36 4,6 £0,72
p-hodnota 0,004 0,104 <0,001 <0,001
(kontrola vs. piiklad 4)

Prumyslova vyuzitelnost

Technické feSeni se tyka transparentniho, porézniho a nevstfebatelného injektovatelného
hydrogelu pro podporu hojeni koznich ran a zajiSténi antimikrobidlnich vlastnosti. Tento
injektabilni hydrogel je podle technického feSeni urCen pro klinickou aplikaci pfimo na rany
vramci primarniho kryti zajistujiciho optimalni prostfedi pro reepitelizaci. Diky gelové
konzistenci umoznuje maximalni kontakt s lizkem rany i u obtizné strukturovanych hlubokych
defektd. Dale je mozno tento injektabilni hydrogel v ptipade€ potieby také personalizovat z pohledu
posileni antimikrobialni kompetence a pouzit jej jak u ran rizné etiologie s vysokym rizikem
rozvoje lokalnich infek¢énich komplikaci (preventivni administrace) tak u ran s jiZ rozvinutou
lokalni infekci (terapeutickd administrace).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Injektabilni hydrogel pro hojeni infikovanych ran, vyznacujici se tim, ze obsahuje ptirodni
polymer pryskyfici karaya, ktera je plné deacetylovana a synteticky polymer polyvinylalkohol
a/nebo polyethylenglykol, dale plastifikator glycerol, vodu a bakteriofagy, pficemz koncentrace
polymerti a glycerolu ve vod¢ je v rozsahu 3 az 9,5 % hmotn., hmotnostni pomér polymera vici
glycerolu je v rozmezi 10:1 az 1:6, a hmotnostni pomér pfirodniho polymeru a syntetického
polymeru nebo smési syntetickych polymert je v rozmezi 1,5:1 az 1:1,5.

2. Injektabilni hydrogel pro hojeni infikovanych ran, vyznacujici se tim, ze obsahuje prirodni
polymer pryskyfici karaya, kterd je plné deacetylovand a synteticky polymer polyvinylalkohol
a/nebo polyethylenglykol, dale plastifikator glycerol, vodu a bakteriofagy, pficemz koncentrace
polymert a glycerolu ve vod¢ je v rozsahu 3 az 9,5 % hmotn., hmotnostni pomér polymera vici
glycerolu je v rozmezi 10:1 az 1:6, hmotnostni pomér ptirodniho polymeru a syntetického polymeru
nebo smési syntetickych polymert je v rozmezi 1,5:1 az 1:1,5, molérni hmotnost polyvinylalkoholu
je vrozmezi 10 az 130 kg/mol a molarni hmotnost polyethylenglykolu je 200 az 600 g/mol.

3. Injektabilni hydrogel pro hojeni infikovanych ran, vyzna€ujici se tim, Ze obsahuje pfirodni
polymer pryskyfici karaya, ktera je pln¢ deacetylovand a synteticky polymer polyvinylalkohol
a/nebo polyethylenglykol, dale plastifikator glycerol, vodu a bakteriofagy, pficemz koncentrace
polymert a glycerolu ve vod¢ je v rozsahu 3 az 9,5 % hmotn., hmotnostni pomér polymert vici
glycerolu je v rozmezi 10:1 az 1:6, a hmotnostni pomér piirodniho polymeru a syntetického
polymeru nebo smési syntetickych polymerii je vrozmezi 1,5:1 az 1:1,5, molarni hmotnost
polyvinylalkoholu je v rozmezi 10 az 130 kg/mol a molarni hmotnost polyethylenglykolu je 200 az
600 g/mol, a bakteriofag je vybran ze skupiny kment faga K, faga Twort, faga 812K 1/420, faga
philPLA-RODI, faga 187 a faga SA97.

4. Injektabilni hydrogel pro hojeni infikovanych ran, vyznacujici se tim, ze obsahuje piirodni
polymer pryskyfici karaya, kterd je plné deacetylovand a synteticky polymer polyvinylalkohol
a/nebo polyethylenglykol, dale plastifikator glycerol, vodu a bakteriofagy, piicemz koncentrace
polymeru a glycerolu ve vod¢ je v rozsahu 3 az 9,5 % hmotn., hmotnostni pomér polymert vici
glycerolu je v rozmezi 10:1 az 1:6, a hmotnostni pomér piirodniho polymeru a syntetického
polymeru nebo smési syntetickych polymerti je v rozmezi 1,25:1 az 1:1,2, molarni hmotnost
polyvinylalkoholu je v rozmezi 10 az 130 kg/mol a molarni hmotnost polyethylenglykolu je 200 az
600 g/mol, a bakteriofag je vybran ze skupiny kment faga K, faga Twort, faga 812K 1/420, faga
philPLA-RODI, faga 187 a faga SA97.



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims

