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Smés pro pripravu lyofilizovanych tablet s antimikrobialnim ucfinkem proti bakteriim
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa sobsahem bakteriofagi a lytickych
enzymu s optimalni stabilitou a efektivitou aktivnich slozek

Oblast techniky

Vynalez se tyka smési pro pripravu lyofilizovanych jednodavkovych forem (tablet), jejichz
aktivni slozkou jsou bakterialni viry (bakteriofagy anebo zkracen¢ fagy) at’ uz ve form¢ fagovych
lyzati nebo purifikati v kombinaci s jejich antimikrobialné pusobicimi enzymy (endolyziny).
Slozeni této formy balancuje vyvazenou kompozici jednotlivych slozek, zajiStujici vhodné
technické parametry pro I¢kovouw/aplikacéni formu, pfi zachovani maximalni stability aktivnich
latek (fagu a endolyzinu) a zachovani jejich dlouhodobé stability. Tato aplikacni forma tak lze
uplatnit pfi 1écbé bakterialnich infekci zptisobenych patogennimi kmeny Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa v klinické praxi. Konkrétn¢ se jedna o dva specificky pusobici fagy
proti bakteriim S. aureus a P. aeruginosa a endolyzin LysMB10 s unikatni aminokyselinovou
sekvenci.

Dosavadni stav techniky

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) =zaradila rezistenci patogennich bakterii vuci
antibiotikim mezi nejvétsi hrozby pro lidské zdravi v 21. stoleti, zptsobujici nejen ztraty na
zivotech, ale 1 znacnou financ¢ni zatéz zdravotnického systému (URL 1). Mezi nejnebezpecné)si
patogeny rezistentnimi k antibiotikim spadaji bakterie S. aureus a P. aeruginosa. Zastupci
S. aureus jsou puvodci celé fady vaznych infekei napf. osteomyelitidy, sepse, taktéz infekci ran
akize. Podobn¢ 1 P. aeruginosa zapricinuje Sirokou Skalu onemocnéni napftiklad infekce ran
a pneumonie (obzvlast’ nebezpecné u pacienta s cystickou fibrozou). Oba vyse zminéné patogeny
Jsou oportunni, tudiz ohrozuji pfedev§im imunokompromitované jedince, Casto v nemocni¢nim
prostedi (Barer 2018). Rezistence téchto patogent tak komplikuje poskytovani zdravotni péce,
zejména omezuje moznosti antibiotické 1éCby infekei a vede k nutnosti vyhledavat altemativy
mezi které spada i fagova terapie (Abedon ef al. 2011).

Bakteriofagy (zkracené fagy) jsou viry bakterii, zpusobujici bakterialni lyzi. Fagova terapie
vyuziva tuto vlastnost pro 1é€bu bakterialnich infekci. Tento terapeuticky pfistup je zkouman jiz
od prvni poloviny 20. stoleti, nicmén¢ po objevu a rozsifeni antibiotik byl zejména v zapadnich
zemich opomijen (Cast vyzkumu dodnes pokracuje v zemich byval¢ho Sovétského svazu napf.
v Gruzii). Fagy zastaly predmétem zajmu pouze v ramci biotechnologie a molekulami biologie
(Abedon ef al. 2011). Duvodem této situace byl hlavné objev antibiotik. Fagova terapiec ma ale
fadu vyhod jako je napf. menSi riziko neZzadoucich ucinku (oproti antibiotikim), zejména
v disledku minimalniho vlivu na pfirozenou mikrofléru pacienta, dale jsou fagy schopny
adaptace vuci obrannym mechanismim bakterie (Loc-Carrillo and Abedon 2011). Puavodni
nedostatecna znalost fagové biologie vedla k rozporuplnym vysledkum terapeutické aplikace.
S rozvojem modemich metod molekulami biologie, celogenomového sekvenovani, genomiky
a proteomiky jiz dostatecné rozumime fagové biologii a jejich interakci s hostitelskymi
bakteriemi. S velkym rozsahem téchto znalosti ohledné bakteriofagu a také kvili zvySujici se
antibiotické rezistenci se zajem o fagovou terapii celosvétové zvySuje (Abdelrahman 2021).
Stejn¢ tak se rozSifuje zajem o antibakterialni aplikaci samotnych fagovych enzymu (tzv.
endolyziny), které dovedou lyzovat hostitelskou buniku. Tyto enzymy se uplatiiuji ve fagovém
zivotnim cyklu v posledni fazi, kdy §tépi peptidoglykan bunééné stény a tim zabit bakterialni
buiiku. U grampozitivnich bakterii, jako je S. aureus, je lze pouzit 1 pfi aplikaci z vnéjsku
bakterialni builky (Abdelrahman 2021). U obou téchto biotechnologickych postupti 1écby
bakterialnich infekci je dilezité, aby byla dosazena co nejdelsi stabilita jejich antimikrobialniho
ucinku v Case a zarover 1 stejnomémé davkovani. Ob¢é vyse zminéné vlastnosti jsou vyznamné
pro uplatnéni fagn a jejich endolyzinu v praxi (Abdelrahman 2021).



20

25

30

35

40

45

50

CZ 310423 B6

Kazdy bakteriofag se 1iSi spektrem bakterii, kter¢ je schopen tspésné infikovat a posléze lyzovat.
Fagy mohou byt polyvalentni s Sirokym spektrem bakterii na které pusobi, ale na druhou stranu
také vysoce specializované na jeden patogenni mikroorganismus. Podobné je to u endolyzina, ty
vSak vétSinou pusobi na vice druhu bakterii v ramci rodu, ale li§it se mohou svou aktivitou
(Abdelrahman 2021). Pravé kombinace riznych fagu (koktejl) mize vést k rozSifeni spektra
pusobeni na bakterie. Navic 1izolace specifickych naturalnich mutant maze vést
k antimikrobialnimu pusobeni na jinak rezistentni bakterie. V pfipadé¢ zde uvedenych
bakteriofagh se jedna o specifické fagy, které byly izolovany jako kmeny fagu ucinné na

antibiotikum, tak necitlivé k jinym fagim.

Pouziti fagn a endolyzinu v tekuté formé je bézné, ale velkou vyzvou pro soucasnou védu je
pfiprava aplikacnich/Iékovych/skladovacich forem. Dle dostupné literatury byly fagy zpracovany
do tekutych, polotuhych 1 tuhych forem (Jault ef al., 2019, Brown ef al., 2018, Khanal et al.,
2021). Tekut¢ formy jsou na pfipravu finanén¢ 1 ¢asov€ nenaroné, nicméné maji veEtsi
nachylnost k mikrobialni kontaminaci a vyssi naroky na skladovaci prostory, kdy je problém
zachovat stabilitu jejich antibakterialniho uéinku pfi vysSich teplotach (Malik ef a/. 2017). Navic
tekuté formy na rozdil od polotuhych a tuhych 1ékovych forem maji limitaci pii ur€itych formach
aplikaci. U polotuhych forem je hlavni vyhodou snazsi aplikace, nicméné se k ni vztahuji stejné
komplikace jako u forem tekutych. V obou pfipadech lze pro udrzeni mikrobiologické jakosti
vyuzit konzervaéni latky a antioxidanty, ale ty mohou mit negativni dopad na antimikrobialni
efekt a jakost vysledné¢ho produktu (Subils ef al., 2012). Tuhé formy maji obecné niz§i riziko
mikrobialni kontaminace, tudiz aplikace konzervanti neni nutna. Navic zaji§tu)i vyssi stabilitu
antibakterialniho ucinku, pfesnéjsi davkovani a mensi naroky na podminky skladovani. Hlavnimi
Ovérené metody pro zpracovani fagi do pevné formy jsou sprejoveé suseni a lyofilizace (Malik er
al. 2017).

Béhem sprejového suSeni se roztok pevné latky vystavi horkému a suchému plynu v suSici
komote a dojde k tvorbé prachovych Castic, které jsou ze susici komory odsaty. Tento postup se
uplatiiuje predevsim pfi pripravé inhalovatelnych pracht (Hoe ef al. 2014). V pripadé faga byla
tato metoda n¢kolikrat testovana a bylo dosazeno dobré stability fagového titru (Malik er al.
2017). Nicméng, jak je zmin€no vyse, vysledkem sprejového suseni jsou pouze prachové Castice,
které maji komplikovanéjsi davkovani a skladovani a vyzaduji dalsi zpracovani napf. lisovani,
coz muze mit negativni dopad na efektivitu fagi (Khanal et al., 2021) zpiisobenou hlavné
teplotnimi vykyvy.

Ke zpracovani bakteriofagi do pevné formy se standartné vyuziva lyofilizace (mrazové suseni).
Tento proces zahmuje zmrazeni vzorku, nasleduje primami suseni, kdy dochazi k sublimaci ledu,
a nakonec se béhem sekundamiho suseni pfi vysSich teplotach odparuje zbytek vody (Malik et al.
2017). Fagy v lyofilizatu jsou schopny udrzet efektivitu v ramci nékolika mésici, dokonce 1 let
(Clark 1962). Nicmén¢ tato stabilita je ovlivnéna mnoha faktory jako jsou podminky procesu
lyofilizace, pouzité pomocné latky (tj. zeyména plniva a kryoprotektiva), nebo skladovani
a rozpousténi vysledného lyofilizatu (Malik ef a/. 2017). Navic na rozdil od chemickych latek se
stabilita a efektivita faga lisi u kazdého kmene, je tedy nutné experimentalné¢ optimalizovat
proces lyofilizace a najit nejlepsi slozeni média, vhodné pro uchovani maximalni aktivity dan¢ho
faga. Obdobny princip funguje také u enzymi.

Je potfeba zduraznit, ze fagy jsou standardné lyofilizovany v uzavienych vialkach do tzv.
lyofiliza¢niho kolace. Ten ma vSak komplikovangjsi aplikaci a davkovani napt. kazdy kolac se
skladuje odd¢len¢ ve vialce, coz zabira vice prostoru a pred dalsi manipulaci je nezbytné jej
prevést do roztoku, &mz se redukuji vyhody lyofilizace. Resenim tohoto je pfiprava
jednodavkovych lyofilizata na kovové form¢, na kterou se nanese smés plniva a kryoprotektiva
s fagovymi lyzaty (pfipadné punfikaty) a s roztokem fagovych enzymd, jest€¢ pred zahajenim
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lyofilizace. Je tak dosazena vysoka stabilita jejich antibakteridlniho efektu. Navic vzniklé
jednodavkové formy lze poté skladovat v jednom primarnim obalu a snizit tak naroky na
skladovaci prostory a zaroven zjednodusit a upfesnit aplikaci jedné davky.

Doposud existuje omezené mnozstvi studii tykajici se jednodavkovych tuhych forem s obsahem
fagu a jejich enzymu, které umoziuji upfesnit jejich davkovani a zvysit stabilitu jejich ucinku
(Khanal er afl., 2021). Tento patent se zaméfuje na metodiku pripravy lyofilizovanych
jednodavkovych forem s obsahem bakteriofagu a jejich enzymu, ktera usnadnuje aplikaci faga
a jejich enzymu v terapii infekci, zpiisobenych patogennimi kmeny P. aeruginosa a S. aureus.

Vyse zminéné problémy se stabilizaci aktivnich slozek v priibéhu pfipravy lyofilizovanych forem
a spektra pusobeni feSi jedineéné slozeni smési na tablety s obsahem specifickych
antimikrobialnich slozek (fagy a endolyzin).
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Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je smés pro pripravu lyofilizovanych tablet, jejiz podstata spociva v tom, ze
obsahuje fagovy lyzat/purifikat bakteriofagu pusobicich proti Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa o titru 107 az 10" PFU/ml, 0,01 az 0,3 mg/ml endolyzinu LysMB10
produkovaného v E. coli o sekvenci SEQ ID NO: 1, dale 5 az 50 g plniva a 4 az 13 g
kryoprotektiva na 100 ml smési.

Pro pfipravu tablet se smés lyofilizuje po naneseni na formu opatfenou jamkami majicimi tvar
zamyslené tablety.

Slozeni zakladu na tablety je optimalizovano tak aby napomahalo stabilizaci fagh 1 enzymu
anedochazi kredukci jejich koncentrace 1 aktivity. Tim je zajisténa optimalni efektivita
pusobeni. Navic kombinace endolyzinu LysMB10 (produkovaného kmenem £. coli CCM 9354)
a bakteriofagii DSM 34648 (fag anti P. aeruginosa) a DSM 34647 (fag anti S. aureus) napomaha
znaén¢ roz§ifit spektrum bézné uzivanych bakteriofag a endolyzinu pusobicich proti bakteriim
S. aureus a P. aeruginosa. Fag DSM34648 1 DSM34647 byly izolovany de novo z prostfedi nebo
pfipraveny selektivni laboratomi evoluci a jsou ojedin€lé z hlediska lytického spektra. Endolyzin
LysMBI10 je dosud nepopsanym antimikrobidlnim enzymem, ktery plisobi na Siroké spektrum
bakterii rodu Staphylococcus.

V ramci tohoto vynalezu je pro pripravu jednodavkové tuhé formy (lyofilizovana tableta)
sobsahem fagového lyzatu a endolyzinu vyuzit specificky proces lyofilizace smési
s optimalizovanym sloZenim, které¢ zajiStuje stabilitu a vysokou aktivitu antimikrobialnich
slozek. Definovana smés aktivnich antimikrobidlnich latek (fagové lyzaty a endolyzin), plniva
(rybi Zelatina, maltodextrin, nebo polyvinylpyrrolidon (PVP)) a kryoprotektiva (manitol) se po
naneseni na specidlni kovovou formu (Cesky uzitny vzor ¢. PUV 31295), lyofilizuje pfi
definovanych podminkach. Tento postup zvySuje stabilitu efektu aktivnich slozek zejména pri
vysSich teplotach, umoziuje vyhodnéjsi skladovani a zvySuje mikrobiologickou jakost
vysledného produktu, ktery lze vyuzit v 1éCbé bakterialnich infekci zpusobenych bakteriemi
S. aureus a P. aeruginosa. Specifické fagy obsazené v tablet¢ maji ojedinélé lytické spektrum
zahmujici patogenni kmeny izolované¢ znemocni¢niho prostfedi a pusobi synergicky
s endolyzinem LysMBI10 - ktery nebyl doposud popsan (ma jedine¢nou aminokyselinovou
sekvenci, uvedenou v pfipojeném seznamu sekvenci jako SEQ ID NO: 1).

Popis uskute¢néni vynalezu

Smés fagového lyzatu s hodnotou titru minimalné 1 x 10® PFU/ml a endolyzinu o koncentraci
(0,01 az 0,3 mg/ml) lze zpracovat do pfislusného mnozstvi pevnych davek (tablet). Pfi tomto
zpracovani dochazi ke zmrazeni aktivnich slozek s plnivem a kryoprotektivem na specialni
form¢, tak, aby doSlo k tvorbé oddélenych pevnych davek, které se nasledné v této formé
lyofilizuji. Vysledny lyofilizovany produkt si zachovava strukturu tablety a lze uchovavat
chranény pfed svétlem a vzdusnou vlhkosti pomoci vhodného obalu pfi teploté 4 °C alespon po
dobu minimalné tfi mésica. U téchto vzniklych davek je nutné zabezpedit titr faga, ktery dosahuje
minimalné¢ 10° az 10’ PFU/ml, coZz je obecné uznavand minimalni hodnota titru faga
pro terapeutické pouziti (Merabishvili 2014) a aktivitu endolyzinu vhodnou metodou purifikace.


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance
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Pro pfipravu lze pouzit nepurifikovany fagovy lyzat nebo purifikat s hodnotou titru alespori
v fadu 1x10” PFU/ml. Fagovy lyzat je purifikovan a pfeveden do SM pufru (slozeni SM pufru:
100 mM NaCl, 8 mM MgS0..7H,0, 50 mM Tris-Cl (pH 7,5) do 1000 ml destilované vody),
ktery se vyuziva pro uchovavani fagu a zaroven je vhodny pro lyofiliza¢ni proces, jelikoz u n¢j
béhem lyofilizace nedochazi ke zmén¢ pH. Pro purifikaci fagi lze aplikovat standardné
vyuzivané metody purifikace proteinii jako napf. ultracentrifugace, tangencialni prutokova
filtrace, chromatografie, ¢i precisténi pomoci centrifugac¢nich zkumavek s filtracnim nastavcem.
Bakteriofagy byly izolovany na kmenech, kter¢ nebyly citlivé k jinym testovanym
bakteriofagim. Tyto dva zminéné bakteriofagy DSM34648 a DSM34647, kter¢ jsou ulozené ve
sbirce DSMZ v Némecku jako patentové ulozky, maji tak unikatni spektrum, které rozsifuje
moznosti pouziti terapeutickych fagu na dalsi patogenni klinické izolaty. Jejich nukleotidové
sekvence jsou uvedeny v pripojeném seznamu sekvenci jako SEQ ID NO: 2 (fag DSM 34647)
a SEQ ID NO: 3 (fag DSM 34648). V piipad¢ endolyzinu LysMBI10, jehoz produkéni E. coli je
ulozena ve sbirce CCM v Bm¢ jako patentova ulozka, se jedna o zcela novy dfive
neidentifikovany protein, u n¢hoz byla prokazana antimikrobidlni aktivita proti bakteriim
S. aureus. Tento enzym podporuje antimikrobialni ucinek bakteriofagi a proti bakterii S. aureus
muze byt pouzit i bez bakteriofagii. Sekvence endolyzinu LysMB10 (SEQ ID NO: 1) je uvedena
samostatné.

Pro pfipravu produktu jsou vyuzity fagy ze sbirky MB Phamma infikujici P. aeruginosa
aS. aureus a zaroven lyticky enzym pusobici naS. aureus. Bakteriofagy a kmen FE. coli
produkujici LysMBI10 jsou ulozeny podle Budapest'ské smlouvy v némecké sbirce DSMZ, resp.
v CCM (v pripadé FE. coli) jako patentové ulozky pod Cisly CCM 9354, DSM 34648 a DSM
34647. Jejich zakladni vlastnosti jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 1 a 2:

bakteriefag hosiitel rod G+C (%) velikast genoms (kbp)
DSH 34847 S, awreus Reoserhiumvirus 2934 18.00
DSM 34848 P. geruginesa Sepiimaivevirus 3374 4297

Tabulka 1: Souhm vlastnosti faga

endelyzin cilovy organismus velikost sekvence pl kDa

LysMB10 Sravdnlacoccus 25% amk 9.77 28.9

Tabulka 2: Souhm vlastnosti endolyzinu LysMB10

Testovani antimikrobialniho efektu fagu a endolyzini v dané davce probiha pomoci kapkové
metody na dvouvrstvém agaru (Garbe er al. 2010), pripadné redukci OD v tekuté kultufe
(konkrétné u endolyzinu). U bakteriofagu se jedna davka pred testovanim rozpusti v 50 ml
sterilni destilované vody, pfi pokojové teploté a 150 rpm po dobu 3 az 5 minut. Vznikly roztok se
naredi a probéhne vykapani danych redéni. Méfeni se provede u nékolika davek a zjisti se tak
stejnomémost jejich efektu a zaroven stabilita antimikrobialniho uéinku aktivnich slozek v Case,
v idealnim pfipadé minimaln¢ po tfech meésicich.

Vliv endolyzinu se sleduje pomoci ubytku ODsoo tak, ze se do kyvety 1 ml s obsahem kultury
bakterie prida jedna tableta (puvodné 0,5 ml tekuté smési). Bakterialni kultura byla 2 x promyta
v pufru a jeji denzita byla nastavena na hodnotu ODsowo = 0,5. Poté byla pfenesena do kyvety, do
ni byla vloZena tableta a poté je méfen ubytek OD.
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Objasnéni vvkresu

Obrazek 1: Detailni snimek skenovaci elektronové mikroskopie povrchu davky pfipravené ze
specifické antimikrobialni sm¢si.

Obrazek 2: Detailni snimek skenovaci elektronové mikroskopie povrchu davky pripravené ze
specifické antimikrobialni sm¢si.

Obrazek 3: Detail vrchni ¢asti davky pripravené ze specifické antimikrobialni smési.
Obrazek 4: Detail spodni ¢asti davky piipravené ze specifické antimikrobiadlni smési.
Obrazek 5: Detail boc¢ni strany davky pripravené ze specifické antimikrobialni smési.
Obrazek 6: Ukazka primarniho obalu.

Obrazek 7: Sekvence 1: Primami sekvence endolyzinu (SEQ ID NO: 1).

Priklady uskuteénéni vynalezu

Slozeni lyofilizovanych tablet a zpusob jejich pripravy jsou uvedeny v piikladech 1 az 3 kdy se
u kazdého prikladu lisi sloZeni smési kryoprotektiva a plniva, které jsou vhodny pro stabilizaci
bakteriofagh a endolyzinu. Pomér jednotlivych slozek je blize specifikovan v tabulce 3.

Plnivo [g} Kryeprotektivum - | Fag DSM 34648 [PFU/mnl} | Fag DSM 34647 Endolyzin
manitel {g] [PFU/ml} [mg/mi}

Maltodexuwin | 4-6 12107 — Ex10% 17107 — =163 001 - 0.3

3530

Zelating 14-43 {107 — 110 INTO7 — 1M 601 -0.3

10-15

VP 4-6 1107 — 10 12107 — 1101 0,01 - 0.3

5-10

Maliodexirin | 4-6 0.01 -0.3

3530

Zelating 14-13 0.0 —03

10-15

PVP 4-6 0.01 - 0.3

S-14

Tabulka 3: Slozeni 100 ml smési na pfipravu 200 tablet s obsahem bakteriofaga/endolyzinu
Priklad 1

V 90 ml smési fagovych lyzatu/purifikatu o koncentraci minimalné 1 x 10° 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. Do smési se pifida 10 ml roztoku endolyzinu o koncentraci 0,3 mg/ml. Vysledna smés se
prefiltruje pres 0,45 pym PES filtr a nasledné se uchovava pii pokojové teploté a 150 rpm po dobu
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minimaln¢ 20 a maximalné¢ 30 minut. Mnozstvi smési se piipravi dle pozadovaného poctu davek,
jedna davka odpovida 0,5 az 1 ml smési, tzn. ze 100 ml smési se pfipravi 100 az 200 davek.

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

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

2. Primami suSeni pii teplot¢ -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 19,99 Pa
(150 mTorr).

3. Sekundarni suSeni probiha z -30 °C do 20 °C pii stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
19,99 Pa (150 mTorr).

Vznikl¢ davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy prenesou do primarniho obalu
a skladuji se optimaln¢ pfi teploté 4 °C (pfipadné pii pokojové teplot¢).

Priklad 2

Jako plnivo lze vyuzit taktéz rybi zelatinu, kdy v 50 ml vody se za stalého michani zahfeje 12 g
manitolu a 12 g rybi Zelatiny piiblizné na teplotu 70 °C. Tato sm¢s se nasledné vytemperuje na
50 °C a po vytemperovani se do ni vmichaji fagové lyzaty/purifikaty (tabulka 3) do celkového
objemu 90 ml. Koncentrace fagu 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 roztoku
HCl1 a NaOH na hodnotu 7,5. Po upravé pH smési se pfida 10 ml roztoku endolyzinu, tak aby
vysledna koncentrace u endolyzinu byla 0,02 mg/ml. Finalni smés se prefiltruje pres 0,45 um
PES filtr a nasledné se uchovava pii pokojové teplot¢ a 150 rpm po dobu minimaln¢ 20
a maximaln¢ 30 minut. MnozZstvi smési se piipravi dle poZzadovaného poctu davek, jedna davka
odpovida 0,5 az 1 ml smési, tzn. ze 100 ml smési se pfipravi 100 az 200 davek.

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

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

2. Prnimami suseni pii teploté -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 19,99 Pa
(150 mTorr).

3. Sekundarni suSeni probiha z -30 °C do 20 °C pii stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
19,99 Pa (150 mTorr).

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy prenesou do primamiho obalu
a skladuji se optimaln¢ pri teploté 4 °C (pfipadné pii pokojove teplot¢).

Priklad 3

Jako plnivo lze wvyuzit polyvinylpyrolidon K90 (PVP90). Ve 90 ml smési fagovych
lyzatu/purifikata o koncentraci minimalné 1 x 10° PFU/ml se za stalého michani pfi pokojové
teplot¢ po dobu 30 minut rozpusti 7,5 g PVP90 a 5,00 g manitolu. Po rozpusténi pomocnych
latek se nastavi pH smési pomoci roztokit HCl a NaOH na hodnotu 7.5. Po upravé pH smési se
prida 10 ml roztoku endolyzinu, tak aby vysledna koncentrace u endolyzinu byla 0,02 mg/ml.
Finalni smés se prefiltruje pres 0,45 um PES filtr a nasledné se uchovava pfi pokojové teploté
a 150 rpm po dobu minimalné¢ 20 a maximalné¢ 30 minut. 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.
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Smés je nanesena na formu, vychlazenou na -80 °C. Forma je béhem nanaseni udrzovana pri
teploté -60 az -80 °C. Poté probiha lyofilizace v danych krocich:

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

2. Pnmami suseni pii teploté -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 19,99 Pa
(150 mTorr).

3. Sekundarni suSeni probiha z -30 °C do 20 °C pii stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
19,99 Pa (150 mTorr).

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy prenesou do primamiho obalu
a skladuji se optimaln¢ pfi teploté 4 °C (pfipadné pii pokojové teplot¢).

Priklad 4

V 90 ml smési fagovych lyzati/purifikati o koncentraci minimalng 1 x 10° PFU/ml se za stalého
michani pri 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 HC1 a NaOH na hodnotu
7.5. Po upravé pH smési se pfida 10 ml roztoku endolyzinu, tak aby vysledna koncentrace
u endolyzinu byla 0,02 mg/ml. Finalni smés se prefiltruje pres 0,45 pm PES filtr a nasledné se
uchovava pfi pokojové teplot¢ a 150 pm po dobu minimalné 20 a maximalné¢ 30 minut.
Mnozstvi smési se pripravi dle pozadovan¢ho poctu davek, jedna davka odpovida 0,5 az 1 ml
smési, tzn. ze 100 ml smési se pripravi 100 az 200 davek.

Smés je nanesena na formu, vychlazenou na-80 °C. Forma je b¢hem 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 Primami suSeni pii teplot¢ -30 °C po dobu 960 minut (tj. 16 hodin) a tlaku 19,99 Pa
(150 mTorr).

3. Sekundarni suSeni probiha z -30 °C do 20 °C pii stoupani teploty 0,1 °C/min a tlaku
19,99 Pa (150 mTorr).

Vzniklé davky (tablety) se po vyjmuti z lyofilizatoru a z formy prenesou do primamiho obalu
a skladuji se optimaln¢ pfi teploté 4 °C (pfipadné pii pokojove teplot¢).

Prumyslova vyuzitelnost

Lyofilizované jednodavkové formy (tablety) s obsahem fagového lyzatu/purifikatu a endolyzinu
pfipraven¢ z pfedmétné smési lze aplikovat pfi fagové terapii infekci zpusobené Sirokym
spektrem antibioticky rezistentnich kmenu patogennich bakterii S. aureus a P. aeruginosa, které
Jsou vuci t€émto aktivnim slozkam prokazatelng citlivé.
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PATENTOVE NAROKY

1. Antimikrobialni smés pro pfipravu lyofilizovanych tablet proti bakteriim Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa s obsahem bakteriofagu a lytickych enzymu s optimalni
stabilitou a efektivitou aktivnich slozek, vyznacujici se tim, ze obsahuje fagovy lyzat/purifikat
bakteriofagu pusobicich proti Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa o titru 107 az 10"
PFU/ml, 0,01 az 0,3 mg/ml endolyzinu produkovaného v E. coli o sekvenci SEQ ID NO: 1, dale 5
az 50 g plniva a 4 az 13 g kryoprotektiva na 100 ml smési.

2. Antimikrobialni smés podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze bakteriofagem je alespon jeden
fag ze skupiny zahmujici faga DSM 34647 a faga DSM 34648.

3. Antimikrobialni sm¢s podle kteréhokoliv z narokii 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze plnivo je
vybrano ze skupiny zahmujici maltodextrin, rybi Zelatinu a polyvinylpyrrolidon.

4. Antimikrobialni smés podle kteréhokoliv z naroka 1 az 3, vyznalujici se tim, Ze
kryoprotektivem je mannitol.

5. Antimikrobialni smés podle naroku 2 pro pouziti pii 1é€bé bakterialnich infekei zplisobenych
patogennimi kmeny Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa v humanni 1 veterinami
oblasti.

4 vykresy
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Obr. 3
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Obr. 4

Obr. 5

- 13 -



CZ 310423 B6

Obr. 6
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