Lécivé pripravky pro fagovou terapii
Legislativa k bakteriofagovym

léCivym pripravkum ve veterinarni
mediciné
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Evropska legislativa

Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/6 o
veterinarnich |éCivych pripravcich

Clanek 4
43) ,veterinarnim léCivym pFipravkem uréenym pro nové lécebné postupy“:
a) veterindrni lécivy pripravek specidlné uréeny ke genové terapii, pro
regenerativni lécbu, tkanové inzenyrstvi, IéCbu krevnimi derivaty,
bakteriofagovou terapii;
b) veterinarni léCivy pfipravek vychazejici z nanotechnologii;

c) jakakoli jina terapie, ktera se povazuje za zcela novou oblast veterinarni
mediciny;
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Narizeni komise (EU) 2021/805, kterym se méni
priloha Il narizeni (EU) 2019/6

Veterinarni lécivy pripravek konkrétné urceny k fagové terapii

* rozmanitosti zamyslenych cilCi Iécebnych postupl a specificnosti bakteriofagu
vede k nutnosti volit vhodny bakteriofagovy kmen vici bakteridlnimu kmenu,
ktery zpUsobuje nakazu, a to individualné pro jednotliva ohniska ndkazy.

* Bakteriofagy i hostitelské bakterie/zdkladni bunééné banky pro vyrobu musi
byt prednostné produkovany na zakladé systému matecného inokula.

« Musi byt pfedloZeno potvrzeni, Ze pouZity bakteriofag je lyticky. U¢innost
|é¢ebného postupu je spojena s lytickou aktivitou fagu.

* Prokazat nepritomnost genu (genu) rezistence a nepritomnost genll kddujicich
faktory virulence.

* Indikaci mohou byt |éCebné, profylaktické nebo metafylaktické jedné nebo
vice infekci.

* U geneticky modifikovanych fagd musi byt popsana geneticka modifikace.
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Evropsky |ékopis

V roce 2016 obdrzela EDQM od ceské delegace
zadost o pridani Vseobecné monografie pro
veterinarni |écivé pripravky obsahujici aktivni fagové
aktivni slozky (pAPl). S ohledem na vysledek
,Workshopu o terapeutickém vyuziti bakteriofagu®
poradaného agenturou EMA to bylo povazovano za
predcasné. Na to navazala zadost belgické delegace
v roce 2019, ktera navrhla pridat do Ph. Eur
generalni kapitolu o pAPI. Toto téma bylo rozsahle
diskutovano béhem 165. zasedani Evropské komise
pro |ékopisy.
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5.31 LECIVE PRIPRAVKY PRO FAGOVOU TERAPII

1 DEFINICE

2 VYROBA

* \lyrobni proces zajistuje PTMP stalou kvalitu a stabilitu.
V pfrislusnych fazich a/nebo v klicovych mezistupnich
procesu se provadi vhodné mezioperacni kontroly.
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Bakterialni hostitelské bunky pouzivané pro vyrobu PTMP musi byt
podrobné popsany. Musi zahrnovat stanoveni jeho profilu citlivosti
na antibiotika a nukleotidovych sekvenci jeho chromozomu
(chromozom) a plazmidl a vyvarovat pouziti bakterialnich
kmenu, jejichz genom obsahuje sekvence kédujici Skodlivé faktory
(napf. profagy, determinanty rezistence v(c¢i antibiotikm, toxiny),
pokud neni zduvodnéno a schvaleno jinak.

Totoznost

Mikrobialni Cistota
Zivotaschopnost

Citlivost na fagy
Nepritomnost Skodlivych fagu

~
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Fagova inokula pouzivana pri vyrobé PTMP jsou odvozena z klonu faga
a musi byt podrobné charakterizovana. Musi byt uvedena informace
o puvodu faga, nukleotidové sekvenci a bakteridlnich druzich a/nebo
kmenech, které jsou na néj citlivé.

Fagy, jejichz genom obsahuje sekvence kodujici znamé nebo potencialné
Skodlivé genetické faktory, napf. geny pro rezistence vuci antibiotikim,
toxiny nebo lyzogenni faktory/geny, se vylouci, pokud neni zdldvodnéno
a schvaleno jinak.

U geneticky nebo chemicky modifikovanych fagd musi byt modifikace
popsany a jejich ucinky charakterizovany.

Totoznost

Mikrobialni Cistota

Fagova Cistota ProtoZe se vsak pri poutziti klinickych izolatl pro vyrobu
neni vidy moziné vyhnout zacélenénym profagdm, muze byt jejich
pfitomnost v tomto pripadé zdlOvodnéna a schvdlena, pokud je
kontrolovana vhodnou metodou.

Uéinnost
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Vyroba PTMP je zaloZzena na bakterialni bunééné bance a systému jednotné inokulace.

Pokud se pro vyrobu pouzije fagové pracovni inokulum, jedna se o klonalni derivat
fagového matec¢ného inokula a vyhovuje pozadavkim na fagové matecné inokulum.
Geneticka stabilita faga je stanovena sekvenovanim vhodného poctu purifikovanych sklizni
a naslednym porovnanim se sekvenci fagového matecného inokula.

Pouzivaji se vstupni suroviny farmaceutické kvalité Vstupni suroviny biologického pUlvodu
také vyhovuji pozadavkim obecné stati 5.2.12 Vstupni suroviny biologického puvodu pro
vyrobu léCivych pfipravku pro bunécnou a genovou terapii.

Nékolik jednotlivych sklizni stejného fagového klonu mize byt pred purifikaci spojeno.

Fagy jsou purifikovany pomoci vhodnych technik.

Pro pfipravu Sarze je moziné pouzit pouze purifikovanou sklizen obsahujici jednu lécivou
latku fagové terapie, ktera vyhovuje ndsledujicim pozadavkim:

Totoznost

Ucinnost

Mikrobialni kontaminace

Zbytkova cinidla

Necistoty a kontaminanty z hostitelskych bunék Kontaminanty a dalsSi potencialné toxické
latky pochazejici z hostitelskych bunék (napr. endo- a exotoxiny, bilkoviny hostitelskych
bunék, DNA hostitelskych bunék, temperované fagy) nejsou pritomny nebo jsou v rozmezi
stanovenych specifikaci.
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Konecna Sarze muze byt podavana ruznymi zpUsoby a muzZe byt dostupna
v riznych Iékovych formach. V zavislosti na Iékové formé a zplsobu podani jsou
pozadovany dalsi zkousky.

Pokud v pfipadé neregistrovanych lécivych pfipravkid provedeni téchto zkousek
predstavuje praktické problémy (napfr. velikost Sarze, Casova omezeni), pouziji se
jiné vhodné metody, aby bylo zajisténo dosazeni odpovidajici kvality pripravku
v souladu s provedenim posouzeni rizik a pripadnymi mistnimi pokyny nebo
pravnimi pozadavky.

Konec€na Sarze vyhovuje ndsledujicim pozadavkim:
Vzhled

Totoznost

Uéinnost

Mikrobiologicka

Pyrogenita

Obsah vody

Hodnota pH
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Proces adaptace (tréninku) fagl spociva v fizeném vyvoji
fagu za ucelem zlepSeni jejich ucinnosti proti jednomu
nebo vice klinickym izolatum.

Oveéri se zvysena ucinnost Sarze adaptovaného PTMP proti
cilovému klinickému izolatu, coz slouzi také jako vhodna
nahrada ovéreni totoznosti.

3 OZNACOVANI

Oznaceni je v souladu s pozadavky prislusnych
nadnarodnich a narodnich predpisu.
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2.7.38 stanoveni ucinnosti bakteriofagu

* Fagovy pripravek obsahuje bud jeden druh faga, nebo smes
druhd fagd, které se replikuji. U¢innost pFipravku je vyjadiena
infekénim titrem (titry) fagového pripravku, jak je stanoveno
jednim nebo nékolika provedenymi plakovymi testy. Kromé
primého stanoveni infekcniho titru lze pouzit nahradni
metodu, napf. pocet fagovych castic nebo kopie fagového
genomu. Infekcni titr odrazi lytickou aktivitu testovaného
fagového pripravku pUsobici na bunky citlivého bakterialniho
hostitelského kmene, jako je cilovy klinicky izolat. Vzhledem k
uzkému rozmezi hostitell mnoha fagl je vybér citlivého
hostitelského kmene pro plakovy test, tj. klinického izolatu
nebo jiného vhodného kmene, proménnou pro nastaveni
testu, kterd se mlze promitnout do zmén podminek testu, tj.
slozeni rustového média a inkubacénich podminek

~
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Vizualizace jednotlivych PFU ma zasadni vyznam pro stanoveni ucinnosti,
aby se zabranilo chybné klasifikaci fagové aktivity, ktera by mohla byt
spojena s mechanismy lyzy, které se nesouvisi s virovym cyklus, ale
napriklad na abortivni infekci nebo lyzou zvendi.

1) Metoda s dvojitou vrstvou agaru (referencni)

Vysledky se stanovi spocitdnim fagovych plakl s rozsahem spocetnych
plakd na plotnu (napf. 20-200 plakl pfi ruénim pocitani). Infekeni titr pro
specifikovany fag odpovida poctu fagovych plakl vynasobenému indexem
redéni.

2) Pfima metoda (derivovana), nazyvana také ,primy spot test”
Vysledky se stanovi spocitdnim jednotlivych plakl a vypocita se titr faga.

Aby pfima metoda nahradila referencni metodu, musi poskytovat
vysledky podobné nebo blizké referencni metodée
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Postup testu pouzity pro stanoveni titru infekcniho faga je
validovan s ohledem na specificitu, presnost, preciznost
(opakovatelnost a mezilehla preciznost), linearitu, rozsah a
robustnost. Revalidace se zvazuje v pripadé podstatnych
zmen v postupu testu, v dusledku biologickych vlastnosti
testovaného faga a pouzitého hostitelského kmene. Pro
validaci testu se pouzivaji vhodné referencni fagové
pripravky a referencni hostitelské kmeny, napr. produkcni
kmeny.

Parametry validace:

Opakovatelnost, reprodukovatelnost a linearita, spravnost,
specificita.

~
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Stanoveni poctu c¢astic nebo poctu kopii genomu fagul, bez
ohledu na infekénost faga, muze slouzit jako nahradni
metoda pro stanoveni ucinnosti ve fagovém pripravku, pokud
je korelace vysledku s plakovym testem radné validovana.

Pocet fagovych castic
1 Fyzikalni titrace se provadi vhodnou technikou, napt.

kapalinovou chromatografii, merenim absorbance,
dynamickym rozptylem svétla.

2 Pocet kopii genomu faga Techniky amplifikace nukleovych
kyselin

Pro validaci testu se pouzivaji vhodné fagové referencni
standardy.
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Pokyn pro kvalitu, bezpecnost a ucinnost veterinarnich
|éCivych pripravku specialné urcenych pro fagovou terapii
(EMA)

Cilem pokynu je stanovit regulacni/technické a védecké pozadavky platné pro
veterinarni |écivé pripravky (VMP) specialné uréené pro fagovou terapii a
sloZzené z bakteriofagu. Bakteriofagy jsou viry, které infikuji bakterie a nemaji
schopnost infikovat eukaryotické bunky. Jejich ucinek je spojen s jejich
lytickou aktivitou, obecné omezenou na specifické bakterialni kmeny.
Interakce bakteriofag-hostitelska bakterie je navic dynamicky proces a
hostitelské bakterie si mohou s uréitou frekvenci vyvinout rezistenci vUci
bakteriofagdm. V dusledku toho se ocekdvd, Zze VMP zaloZzené na
bakteriofagech budou vyzadovat casté zmény slozeni kmene (kmenu)
bakteriofaga, aby se udrzela uc¢innost/obeslo se rozvoji rezistence ve vztahu k
zamysSlené indikaci. Fagové terapie jsou narizenim (EU) 2019/6 definovany
jako nové terapie (NT). Natizeni (EU) 2021/805, kterym se méni priloha Il
natizeni (EU) 2019/6, dale obsahuje obecné a specifické pozadavky platné pro
NT a specificka ustanoveni pro fagovou terapii. Tato smérnice se zabyva tim,
jak lze tato ustanoveni uplatnit v praxi pro bakteriofagové metody.

~
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V priloze Il nafizeni (EU) 2019/6 se uznava, Zze vzhledem ke specifické
povaze bakteriofdgovych pripravkl mize byt prizplsobeni obecnych

pravidel prijatelné a oCekava se, ze regulacni ramec bude flexibilni.

— Fagové lécebné pripravky se mohou sestavat z monofagovych nebo
multifagovych pripravkd, jejichz slozeni mUze vyzadovat pravidelnou

aktualizaci/obnovu z dlivodu Uzkého spektra bakteridlnich hostiteld,

rozvoje rezistence vuci bakteriofagim a imunitni odpovédi Ié¢eného

zvirete (proti bakteriofaglm i bakteriim).

— Technické/védecké pozadavky na nové terapeutické pripravky by mély
byt umérné rizikiim spojenym s jejich zamyslenym pouzitim, kterd zavisi
na: cilovém druhu zvirete, indikaci, zamyslené |écbe, ceste podani, |ékové
formeé a souCasném uzivani s jinymi léCivymi pripravky, napfr. antibiotiky.
Tato aktualni smérnice se mimo jiné zabyva regulacnim, technickym a
vedeckym zakladem platnym pro kvalitu, bezpecnost a ucinnost
veterinarnich léCivych pfipravkd pro fagovou terapii, u nichz se ocekava
variabilni slozeni konecného pripravku. Ocekava se, ze registrace fagovych
pripravku s flexibilnim kvalitativnim a kvantitativnim slozenim bude
vyzadovat vhodné védecké znalosti, pristupy zalozené na riziku, vhodné
rizeni rizik pro jakost a systémy farmaceutické kvality.
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Ceska legislativa

Zakon ¢. 378/2007 Sb., o lécivech, konkrétné dle § 48a
Veterinarni specialni léCcebné programy.

* Neni-li pro veterinarni |é¢ebnou indikaci, ktera slouzi k prevenci nebo |é¢bé onemocnéni zvirat, pri
zohlednéni kritérii podle § 30a odst. 1 pism. b) dostupny registrovany veterinarni léCivy pfipravek,
mUze s ohledem na €l. 112 az 114 nafizeni o veterinarnich IéCivych pripravcich provozovatel podle §
6 odst. 1 pism. d) pfedloZit Zadost o povoleni pro uvadéni do obéhu a pouziti veterinarniho lécivého
pripravku, ktery neni registrovany v Evropské unii nebo ve treti zemi (dale jen ,,Zddost o povoleni
veterinarniho specialniho |[é¢ebného programu®).

«  Zadost o povoleni veterinarniho specialniho lé¢ebného programu predklada provozovatel (dale jen
"predkladatel veterinarniho l1é¢ebného programu") Fyzickd osoba veterindrni Iékar nebo pravnicka
osoba, ktera urci odpovédného veterinarniho |ékare.

* Délka trvani veterindrniho specidlniho Iécebného programu nesmi prekrocit 12 mésicl, v pripadé
trvani podminek podle odstavce 1 mizZe predkladatel veterindrniho Iééebného programu pozadat o
prodlouzeni programu, a to i opakované.
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