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ABSTRAKT

Jednim z dnesSnich problémd, které ohrozuji budoucnost lidstva, je stale se zvySujici bakteridlni
odolnost vici antibiotikim. Je proto tfeba hledat novy zptisob 1écby proti bakteridlnim
onemocnénim. Mozna alternativa K antibiotikiim je 1é¢ba pomoci bakteriofagu.

Tato prace chce pomoci ke zvyseni ucinnosti 1é€by pomoci bakteriofagi. V prvni ¢asti
prace je obsazena reSerse inhalacnich pfistrojii a zaméiuje se obzvlasté na piistroje nejvhodné;si
pro fagoterapii, tedy 1é¢bu pomoci bakteriofagl. Déle je zde stru¢ny piehled o fagoterapii a jiz
probéhlych studiich na toto téma.

V experimentalni ¢asti jsou popsany tfi experimenty. V prvnich dvou experimentech byly
modelem Ié¢iva lipozomy. Nejprve byly naméfeny jejich velikostni distribuce po nebulizaci za
pouziti dvou typt nebulizatorii (tryskovy a miizkovy). Dale bylo sledovano usazeni lipozomi
po nebulizaci v zjednoduseném modelu plic. Ve tfetim experimentu byla tfemi rtuznymi
nebulizatory (dva tryskové a jeden mfizkovy) provedena nebulizace fagovych lyzata.
Znebulizované lyzaty byly zachyceny do sterilni zkumavky, aby mohla byt nasledné
vyhodnocena stabilita fagii po nebulizaci.

Experimentalni ¢ast ukazala, Ze pii nebulizaci lipozom1 tryskovy nebulizator produkuje
vétsi mnozstvi FPF nez miizkovy nebulizator. Dale bylo zjisténo, Ze pfi nebulizaci tryskovym
nebulizatorem se do plic dostalo téméf stejné mnozstvi aerosolu jako se usadilo v naustku,
pri¢emz velké mnozstvi také zlstalo v samotném nebulizatoru. Tieti experiment ukazal, ze ani
jeden nebulizator zasadné nedegradoval fagovy lyzat.

Kli¢ova slova

Inhalatory, nebulizatory, aerosoly, bakteriofag, lipozomy

ABSTRACT

One of today's problems that threaten the future of humanity is the ever-increasing bacterial
resistance to antibiotics. It is therefore necessary to look for new treatments against bacterial
diseases. A possible alternative to antibiotics is treatment with bacteriophages.

This work aims to help to increase the effectiveness of bacteriophage treatment. The first
part of the thesis contains a survey of inhalation devices and focuses in particular on the devices
most suitable for phage therapy, i.e. treatment with bacteriophages. Furthermore, there is a brief
overview of phage therapy and the studies already conducted on this topic.

In the experimental section, three experiments are described. In the first two experiments,
the model drugs were liposomes. First, their size distributions were measured after nebulization
using two types of nebulizers (jet and mesh). Next, the deposition of liposomes after
nebulization was monitored in a simplified lung model. In the third experiment, phage lysates
were nebulized using three different nebulizers (two jet and one mesh). The nebulized lysates
were captured in a sterile tube so that the stability of the phages after nebulization could be
subsequently evaluated.

The experimental part showed that during liposome nebulization, the jet nebulizer
produced more FPF than the mesh nebulizer. It was further found that during nebulization with
the jet nebulizer, almost the same amount of aerosol entered the lungs as remained in the
mouthpiece, with a large amount also remaining in the nebulizer itself. A third experiment
showed that neither nebulizer substantially degraded the phage lysate.
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1 Uvod

Bakterialni onemocnéni se jiz desitky let 1€¢i témét vyhradné antibiotiky. Velkym problémem
je jejich Casté a nespravné uzivani. V diisledku toho si bakterie na antibiotika vyvijeji rezistenci
a tim 1éky piestavaji byt aé¢inné (Kaur et al. 2021). Bakterialni infekce zptisobuji 750 000 tmrti
za rok a predpoklada se, ze za méné nez 30 let budou zpisobovat okolo 10 milionti imrti ro¢né
(Loh et al. 2021).

Z tohoto divodu se hled4 vhodna nahrada antibiotik. Jednou z alternativ je fagova terapie,
ktera byla dokonce pied objevenim antibiotik zkoumana (Wang et al. 2021). Fagoterapie
vyuziva toho, ze bakteriofagy jsou pfirozenymi parazity bakterii, kteti svého hostitele (i toho
s rezistenci vici antibiotikim) dokazou zabit. OvSem kdyz se zacala antibiotika vyuzivat,
ptestal byt (hlavné v zapadnich zemich) o fagovou terapii zdjem. Proto stale neni nasbiran
dostatek dat, aby se mohla zacit bézn¢ vyuzivat. V poslednich letech se vyzkum fagové terapie
obnovuje a jeho vysledky prozatim vypadaji velmi slibné (Chang et al. 2018).

Pti srovnani fagoterapie a 1écby antibiotiky nelze popftit vyhody fagoterapie. Bakteriofagy
jsou pfirozené se vyskytujici se viry, které jsou schopné se vyvijet spolecné s bakteriemi.
Zaroven diky specifité¢ fagii je mozna cilena 1écba pfimo na bakteridlni patogeny. Nicméné
hlavni ptekazky a vyzvy je jesté stale tieba prozkoumat (Wang 2021).

Jednim ze zplsobl podani fagh k 16¢bé je inhalace. Inhalatory jsou zafizeni, ktera jsou
schopna rozprasit praskovou nebo kapalnou formu 1éku na aerosoly. Tyto 1é¢ebné aerosoly
vdechuje pacient do dychacich cest. Vyhodou inhalaéni 1écby je (kromé toho, Ze se jedna o
neinvazivni zpusob 1écby), Ze mohou slouzit 1 k 1é¢be jinych nez respiracnich onemocnéni.
Diky plicnim kanalkiim se inhalovany 1ék miize dostat do krve.

Tato prace si klade za cil zhodnotit dostupnd inhalacni zafizeni a jejich vhodnost pro
fagovou terapii.

13
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2 Dychaci systém

2.1 Strucna charakteristika dychaciho systému
Hlavni funkci dychaciho systému je zdsobovani krve kyslikem a odstranovani oxidu uhli¢itého
z krve (Hickey 2004).

Dychaci systém je tvofen dychacimi cestami a plicemi, zafind v nose a konci
vV nejvzdalengjsim alveolu. Cast dychacich cest umisténa v hlavé je oznadovéna jako horni cesty
dychaci. Ty jsou tvofeny dutinou nosni a dutinou Gstni, na né navazuje hltan (farynx). Hltan
muzeme délit na dveé ¢asti, jedna spojuje Usta s hrtanem (orofarynx) a druhd spojuje dutinu
nosni s hrtanem (nazofarynx). V dutiné nosni dochazi k piedehiati a zvlh¢ovani vdechnutého
vzduchu (Finlay 2001; Grim and Druga 2005; Trojan 2003).

Na horni cesty dychaci navazuji dolni cesty dychaci, nékdy také znamé jako tracheo-
bronchidlni oblast. Tato oblast se sklada z hrtanu, ktery mimo jiné funguje jako uzavéra dolnich
cest dychacich pfi polykani. Na néj je napojena pridusnice (trachea). Priidusnice se vétvi na
pradusky (bronchi) a dale na pradusinky (bronchioli), kde dolni cesty dychaci kon¢i. Trachea
se vétvi na dvé hlavni pradusky. Ty se dale rozdé€luji do lalokovych pradusek, z nichz jsou dvé
Vv levé plici a tii v pravé plici. Lalokové prudusky se nasledné déli na segmentalni prudusky
(Finlay 2001; Grim and Druga 2005).

Plice jsou parovy organ, ktery je tvofeny celkem péti netuplné oddélenymi laloky.
Soucasti plic jsou vétve bronchialniho stromu, které jsou obklopeny plicnimi sklipky. Vzduch
je do plic ptivadén priiduskami a ty se v plicich vice nez dvacetkrat vétvi a vytvareji prudusinky
(bronchioli). Prvni se d€li na termidlni bronchioly, dale na respiraéni bronchioly, vétveni
pokracuji plicnimi chodbi¢kami (ductus alveolares) a uzaviraji ho plicni sklipky (alveoli
pulmonis). K vedeni vzduchu slouzi prvni dvé tietiny bronchidlnich vétvi a zbyla tietina slouzi
k dychani. Pfi inspiraci jsou plice schopny pojmout az 5 litrit vzduchu (Finlay 2001; Grim and
Druga 2005; Hickey 2004). Na obrdzku 1 je dychaci systém znazornén graficky.

14
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pharynx
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larynx

trachea

pravy bronchus

levy bronchus

o bronchi
bronchioli

leva plice

prava plice . .
I I dychaci oblast

Obrazek 1: Hruba struktura dychactho systému. Obrdzek je prevzaty a upraveny ze zdroje (Bisgaard et
al. 2001)

2.2 Aerosoly

Aerosoly jsou plynné suspenze kapalnych nebo pevnych castic. Inhala¢ni farmaceutické
aerosoly (IPA, inhaled pharmaceutical acrosol) se pouzivaji k dodani terapeutickych 1é¢iv do
plic k 1é¢beé zejména plicnich onemocnéni. Takovymto zpusobem se 1é¢i napiiklad astma. IPA
také umoziuji systémové podani 1¢ku, protoze aerosoly se dostanou do krve skrze alveoly
(Finlay 2001).

Lécba IPA ma mnoho vyhod, mezi né naptiklad patii bezpecnost, pohodlnost 1é¢by,
rychly a predvidatelny uc¢inek, malo vedlejSich u€inki a potfeba mensiho mnozstvi 1éku nez u
jinych zptisobt 1écby. Nevyhodami pak jsou variabilni a nepfedvidatelné davky u nekterych
druhil inhala¢nich zafizeni a také to, Ze nékteré l€ky pro systémovou lécbu jsou Spatné
absorbovany nebo dokonce inaktivovany (Finlay 2001).

Z 1éCebného hlediska je vyhodné aerosoly piimo cilit na urcité misto. Pfi 1écb& astmatu
jsou cilem malé a stfedni dychaci cesty a pii systémové 1€cbe se ¢astice musi dostat az do
plicnich sklipkd. Aby mohla byt 1écba IPA cilena na urcité misto v dychacim systému, je
dulezité vzit v uvahu faktory, které ovliviuji, kde se Castice ulozi (Hickey 2004).
pravdépodobnost depozice! v dychacim systému. Velké &astice, vétsi nez 5 um, se nejéastsji
ukladaji v hornich cestach dychacich a ve velkych dychacich cestach. Tim je omezeno mnoZstvi
aerosol, které se dostanou piimo do plic. Zatimco malé ¢astice, mensi nez 2 um, se ukladaji
hlavné v alveolarni oblasti. IPA velikosti 2 az 5 pm se nejvice ulozi v centralnich a malych

! Depozice je usazeni &astic na povrchu.
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dychacich cestach. Produkované aerosoly jsou tradiéné polydisperzni?, tedy kdyz je uvedena
velikost 3 um, predstavuje praimér ¢astice, ktera je medianem hmotnostniho rozloZeni ¢astic
aerosolu (MMAD, the mass median aerodynamic diameter) (Darquenne 2022; Hickey 2004).
Dalsi dilezitou veli¢inou, ktera charakterizuje aerosoly, je geometrickd smérodatna odchylka

(GSD, geometric standard deviation), které je urena vzorcem (1).

MMAD
GSD =——— (1)
D16

D16 je aerodynamicky pramér, pticemz 16 % hmotnosti aerosoltl mé primér mensi. Dale IPA
charakterizuje FPF (fine particle fraction), které je definovano jako procentudlni ¢ast aerosolll
mensich nez 5 um (Newman 2022b).

Aerosolové &astice jsou &asto hygroskopické®, tudiz se jejich velikost pfi prichodu
dychacim systémem méni. Castice vodu vstiebavaji nebo o ni pfichazeji vypafovanim. K tomu
dochazi snadno u kapalnych forem 1ékti nebo u 1¢k1, jejichz dodani je pohanéno hnacim plynem
a diky této vlastnosti se vypafi. Riist inhalovanych ¢éstic zavisi na vlhkosti dychacich cest a
ovlivituje jejich depozici. Rychlost hygroskopického rastu Ize ovlivnit pfi piiprave Iéku,
naptiklad 1é¢iva v pevné formé Ize vyrobit se snizenou rozpustnosti ve vodé (Darquenne 2022;
Hickey 2004).

Inhalované ¢astice prochézeji slozitou cestou dychaciho systému, béhem niz muze jejich
depozici ovlivnit nékolik zdkladnich mechanismii. Hlavnimi mechanismy jsou setrvacna
(inercialni) impakce, gravitacni sedimentace a Brownova difize. V mensi mife ovliviiuji
ukladani castic miSeni vyvolané turbulentnim proudénim, elektrostatickd precipitace a
intercepce (zachyceni) (Viz obrdzek 2).

2 Terminem polydisperzni rozumime, Ze Eastice nemaji stejnou velikost.
3 Hygroskopie je schopnost latky snadno pohlcovat a udrzovat vihkost.

16



Energeticky ustav Jana Kanska
FSIVUT v Brne Inhalatory a aerosoly pro lécbu bakterialnich onemocnéni

= Inercidlni impakce je vyznamna
zejména u inhalovanych ¢éstic vétSich nez
5 um, kdyz dojde k ndhlé zméné ve sméru
proudéni. Castice se odchyluji od proudnic
horni vzduchu, setrvacnosti se udrzi ve svych
ot vlastnich trajektoriich, a mohou narazit na
' stény dychacich cest, ¢imz jsou odstranény
ztoku. Pravdépodobnost, ze k tomuto
dojde, lze vyjadtit Stokesovym cislem:
-------- P S _pp'dzza'u )
k718 u-d
kde pp vyjadfuje hustotu castice, dp jeji
prumér, u stiedni rychlost, ¢ dynamickou

impakce

turbulentni
misent

vodive

: ' dychaci viskozitu a d pramér dychacich cest. Cim
© dektrostaticke 0 vys§i je Stokesovo Cislo, tim je vétsi
‘7 srazeni depOZice
sedimentace }

Gravitatni sedimentace ovliviiuje
————————————————————— usazovani castic o velikosti 1 az8 pm.
,JT Protoze na inhalované ¢astice pusobi
difiize > &, gravitace, ovliviiuje to jejich proudéni
~ M ) alveoly dychacim systémem a zarovefi se proti ni
q b vytvaii odpor vzduchu. Kdyz jsou tyto dvé
sily vrovnovaze, padd Ccastice tzv.
sedimenta¢ni rychlosti. Ze vzorce (3) lze
vidét, na kterych parametrech sedimentacni
rychlost zavisi:
Pp " dp
Vs =75 PR 3)
kde g vyjadiuje gravitaéni zrychleni a ostatni parametry jsou popsany vyse (Finlay 2001).
Brownova difuze je zplisobena ndhodnym pohybem ¢astic, ktery vznika jejich srazkami
s molekulami plynu. Na rozdil od ptedchozich dvou mechanismii se depozice difuzi zvySuje se
zmensSujici se velikosti ¢astic a je tak dominantnim mechanismem ukladani ¢astic menSich nez
0,5 um. K depozici difuzi dochazi hlavné v alveolarni oblasti plic, ale u velmi malych castic je
vyznamné ulozeni také v nose a orofaryngealni oblasti (Darquenne 2022).
Turbulence se vytvaii v hornich cestach dychacich, pro které jsou typické velké zmeny
v prifezu a velké zuzeni v oblasti hlasivek. V disledku turbulentniho miSeni se v téchto
oblastech usazuji Castice na sténdch. Pfi generovani Castic aerosolu se jim casto udéli
elektrostatické naboje. Diky nabité ¢astici mliZe na sténach dychacich cest vzniknout zrcadlovy
naboj a tim se Castice elektrostaticky pfitahuje ke stén€. Tento mechanismus nema pfili§ velky
vliv na cilené ukladani IPA. Poslednim mechanismem ovlivilujicim uklddani aerosolu

2%

Obrazek 2: Mechanismy ukladani inhalovanych castic
v dychacim systemu. Mista uloZeni jednotlivymi
mechanismy jsou ilustrativni, mohou se také vyskytovat
v jinych mistech. Obrazek byl prevzaty a upraveny ze

zdroje (Darquenne 2022). )

proudnici, ale jeji ¢ast se dotkne stény. Tim dojde k intercepci. Tento mechanismus je zvIaste
vyznamny pro ukladani vlaken v nose, malych dychacich cestach a v alveolech (Darquenne
2022; Hickey 2004).

Pii znalostech téchto mechanismu a vlastnosti IPA ¢astic 1ze navrhnout takovou formu
1éku a inhala¢ni zafizeni, aby se konkrétni 1€k dostal na potfebné misto v dychacim systému.
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3 Inhalace

3.1 Historie inhalace

Prvni zminky o inhala¢nich zafizenich jsou zndmé uz ze starovékého Egypta. Nejstarsi zminka
je zroku 1554 pt. n. 1. a dle ni byla inhalace provadéna pomoci nadoby s otvorem, ve kterém
byl vlozeny rakos. Pacienti rakosem vdechovali vypary z bylin, které byly polozeny na horkém
kameni. Od roku 600 pf. n. 1. je zndma inhalace aerosoll k 1é¢bé astmatu a byla popsana ve
spisech indickych lékait této doby. I v dobé Hippokrata (460-377 pi. n. 1.) bylo inhala¢ni
zatizeni tvofeno nadobou s otvorem a rakosem (Stein and Thiel 2017).

Ve 2. st. n. L. popsal fecky 1ékai Galén inhalaci 1ékti ve formé prasku k ulevé od nosnich
a hrudnich potizi. Pacienti vdechovali prasky myrhy a nutgallu ptes ohnuty rakos. Dale existuji
zdznamy ze 7. st. n. I. z Recka, které doporuéuji pii dlouhodobém kasli inhalaci bylinného 1éku.
Lék se m¢l umistit na uhli a vypary z néj pacienti vdechovali trychtyfem (Stein and Thiel 2017).

Diky novym moznostem ve vyrobé¢ a technice se na zacatku pramyslové revoluce zacala
rozvijet 1 inhalacni zafizeni a vyroba 1€ki, které se inhalovaly. V tomto obdobi se zacaly
pouzivat nové inhala¢ni pfistroje, nebulizatory a prvni inhalatory pro praskovou formu léku
(DPI). V roce 1778 bylo ptedstaveno zafizeni, které se skladalo z cinové nadoby s vikem a
k viku se dala pfipojit ohebna trubice. Diky chytré konstrukci zaklopky u naustku byli pacienti
schopni inhalovat podobnym zptsobem, jako je to dnes u nebulizatori (Stein and Thiel 2017).

Ve 40. letech 19. stoleti se zacala vyuzivat inhalace anestetickych plynti za pomoci
oblicejové masky. V chirurgii se jako anestetické plyny pouZivaly éter a pozdé¢ji chloroform,
pro stomatologickou anestezii se vyuzival oxid dusny (Stein and Thiel 2017).

V roce 1852 Ira Warren uvedl na trh zatizeni, které rozprasovalo vodny roztok dusi¢nanu
stiibrného piimo do dychacich cest. V tomtéz roce byl ptedstaven prvni znadmy DPI inhalator.
Dalsi zajimavou inovaci byl vroce 1899 vynalez generatoru k atomizaci kapaliny, jako
pohonna latka slouzil ethyl nebo methylchlorid. Tento vynalez vyuzival teplo rukou ke zvyseni
tlaku par kapalin. Pokud bylo dosaZeno dostate¢ného tlaku, doslo k atomizaci pfes maly otvor.
V nékterych ohledech byl tento pfistroj pfedchiidce aerosolového davkovace (MDI,
metered-dose inhaler) (Stein and Thiel 2017).

Vyznamny pokrok ve vyvoji inhalaénich zafizeni pfiSel s vyndlezy atomizéru a
nebulizatoru. Na rozdil od atomizéru ma nebulizator pfepazku, kterd zachycuje prili§ velké
¢astice a nasledné dochazi v nebulizatoru znovu k jejich dispergaci (viz obrdzek 3). Nebulizator
diky tomu poskytuje jemnéjsi acrosoly, které se 1épe ulozi do plic (Stein and Thiel 2017).
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¢astice se srazeji
se sténami zai'izeni/s pirepazkami

malé ¢astice proudi s plynem
z nebulizatoru

velké ¢astice se vraceji zpét do reservoaru

Obrdzek 3: Schéma principu funkce prepdzek u nebulizatoru. Prevzato a upraveno ze zdroje (Fink and
Stapleton 2022)

V roce 1889 byl vynalezen Roe Carbolic Smoke Ball, byl tvotfen dutou kouli z pryze o
priméru 5 cm a 1,5 cm dlouhou tryskou z vulkanitu. Uvniti koule byl praSek, ktery se
dispergoval poté, co pacient zmackl gumovy micek. Dispergovany prasek se podobal koufi
(Stein and Thiel 2017).

V soucasnosti slouzi inhalace k 1é¢bé mnohych plicnich onemocnéni, kterymi jsou
napiiklad astma nebo cysticka fibroza. Timto zplisobem se mohou také 1é€it jind onemocnéni
nez plicni, protoze plice mohou slouzit jako vstup do zbytku téla, toho zacinaji védci
Vv poslednich dvou desetiletich vyuZzivat (Ibrahim et al. 2015).

Dnes se pro aerosolovou lécbu pouzivaji aerosolové davkovace (pMDI), inhalatory pro
praskovou formu Iéku (DPI) a nebulizatory (Ibrahim, Verma and Garcia-Contreras 2015).
Nelze najit idealni pfistroj pro inhalaci, ktery by vyhovoval vS§em vékovym skupinam pacientti
a byl vhodny pro vSechny Iéky. Pro specifickou potiebu ale Ize vybrat nejvhodnéjsi inhalator
(Pedersen 1996).

3.2 pMDI

Myslenka, ze by se 1€k mohl podavat ve spreji, jako tieba lak na vlasy, vedla k vyvoji
aerosolového davkovace pMDI. Byl pfedstaven v roce 1956 a nastal diky tomu prilom v 1é¢bé
respira¢nich onemocnéni (Stein and Thiel 2017).

Konstrukce inhalatoru je sloZena z nadobky, davkovaciho ventilu, ndustku a spoustéciho
mechanismu (viz obrdzek 4). Tyto inhalatory se pouzivaji pii 1é¢bé astmatu a CHOPN
(chronicka obstrukéni plicni nemoc). Jsou to mala, prenosna zatizeni. Pro spravné ulozeni 1éku
v plicich je dilezité, aby mél pacient zvladnutou techniku inhalace. Musi se pomalu
nadechnout, poté na par sekund zadrZet dech a nasledn€ pomalu vydechnout. K tomu musi umét
koordinovat aktivaci inhalatoru s nddechem. pMDI totiz vytvateji aerosol rychleji, nez je ji
pacient schopen vdechnout. Aerosoly se pohybuji velmi vysokou rychlosti, az 100 km/hod.
Problém s koordinaci aktivace a inhalace se vyskytuje hlavné u déti a starSich pacientt
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(Ibrahim, Verma and Garcia-Contreras 2015; Pedersen 1996; Smith and Parry-Billings 2003;
Zhou et al. 2014).

plynna faze

kapalna faze (napln)

odmérny ventil

oblak aerosolu

expanzni komora Y
vystupni dyza

Obrdzek 4: Konvencni pMDI. Obrdzek je prevzaty a upraveny ze zdroje (Newman 2022a)

3.2.1 Dechem aktivovany pMDI

Pro zlepSeni Gi¢innosti inhalatoru se vyvinul dechem aktivovany pMDI, byl navrZeny tak, aby
koordinoval aktivaci inhalatoru s dechem pacienta. Nebyl ale dostate¢né ptijat na trhu z diivodu
velké nékladnosti a sloZitosti zafizeni. Koordinaci dechu se snazi také zlepSit nedavny vyvoj
vika I-Breath, které je navrzeno tak, aby se dalo nasadit na konven¢ni pMDI. Ve viku je vice
vzduchotésnych Stérbin, které jsou pted aktivaci uzavieny. Diky deformovatelnému materialu
se pii stlateni nadobky oteviou a umozni proudéni vzduchu pfi inhalaci. Dle klinické studie se
diky I-Breath podaftila koordinace vyrazné vylepsit (Ibrahim, Verma and Garcia-Contreras
2015; Zhou, Tang, Leung, Chan and Chan 2014).

3.2.2 Spacery, ventily a obli¢ejova maska

DalSim feSenim pro zlepSeni 1écby jsou pfidané komponenty jako je spacer, jednocestny ventil
nebo jejich kombinace. Spacer je komora, ktera zvétSuje vzdalenost mezi inhalatorem a sty.
Tyto soucasti prodluzuji dobu mezi aktivaci zafizeni a inhalaci. ProdlouZenim casu je
pacientim umoznéno dychat zhluboka a pomalu, a tak dochdzi ke zvySeni depozice 1€ka v
plicich. Také pomdhaji snizit mnozstvi usazenych velkych ¢astic v dutiné Ustni a hltanu.
Nevyhodou je pouzity material, plast, ten zptisobuje nahromadéni statického naboje na sténé
spaceru a tim se snizuje jeho U¢innost. Vzniku statického ndboje mizeme zamezit pouzitim
antistatickych spacerta. VHC (valved holding chamber) je spacer s jednocestnym ventilem, pfi
nadechu se ventil otevira, a to usnadiluje koordinaci. Studie ukézaly, Zze VHC je jesté ucinnéjsi
nez samotny spacer (Nikander et al. 2014; Zhou, Tang, Leung, Chan and Chan 2014). Pro déti
do 3 let je doporuceno pouzivat k inhalaci obli¢ejovou masku, starsi déti uz by mély pii inhalaci
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rad¢ji pouzivat naustek, protoze 1écba je pak vice efektivni. Pfi pouzivani obli¢ejové masky se
inhaluje nosem, a to neni tak u¢inné jako vdechovani aerosolu tsty (Devadason 2022). Na
Obrazku 5 je znazornéno, jak vypada spojeni pMDI, VHC a oblicejové masky.

spacer
+ 4+t

ventil
pMDI

obli¢ejova maska /

t++++++++++

Obrazek 5: pMDI se spacerem, ventilem a oblicejovou maskou. Obrdzek je prevzaty a upraveny ze
zdroje (Sanders and Bruin 2015)

3.3 DPI

DPI jsou prenosnd, uZivatelsky pohodlnd zafizeni, jejichZ prostiednictvim se 1€k ve formé
od pMDI zde neni potieba koordinace nadechu pacienta s aktivaci inhaldtoru. Aby bylo
dosazeno pozadovaného 1écebného Ucinku, je dilezitd rovnovaha mezi vnitinim odporem
zafizeni a silou nadechu pacienta (Ibrahim, Verma and Garcia-Contreras 2015; Islam and
Gladki 2008). Cim vys3i je proudéni vzduchu, tim lepsi je disperze prasku, zaroven vysoké
proudéni vzduchu zplisobi ukladani vétsi ¢asti Iéku v proximalni ¢asti dychacich cest. Pomalejsi
proudéni vzduchu zase napomahé ulozeni aerosolti hluboko do plic, ale ¢astice jsou timto
pomalym proudem malo dispergovany, a tak hrozi, ze budou na uloZeni v plicich pfili§ velké.
Proto je dobry inhaldtor se stfednim odporem, u néj neni disperze praSku tolik zavisla na
nadechu, ale zavisi na vnitinim odporu DPI (Dal Negro 2015).

K ptipravé praskové formy léku* se pouziva vicero metod, napiiklad mikronizace®, suseni
rozpraSovanim (spray drying, SD) a SFD (spray freeze drying). SD je jednokrokova metoda,
pfi niz se kapalna suspenze pomoci plynného horkého suSiciho média pfeméni na kapicky a ty
jsou vystaveny horkému vzduchu. Jeji hlavni vyhodou je jednotnost tvaru a primeéru

vvvvv

5

SD. V prvnim f4zi dochdzi k rychlému zmrazeni rozpraSovaného roztoku a ve druhé fazi

4 Formou léku se mysli podoba léku (tableta, sirup, prasek atd.). Formulace 1éku je definovéana jako souhrn
¢innosti, které vedou ke slozeni Iéku, vyrobnimu predpisu a koneénému designu.

% Mikronizace je nejbéZn&jsim zpiisobem zmenSovani ¢astic na velikost vhodnou k inhalaci. Je to metoda
pomeérné destruktivni, protoze ¢astice vzniklé pti vyrobe 1éku vystavuje smykovému napéti a narazu.
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probéhne sublimace rozpoustédla (lyofilizace). SFD metoda je vhodna pro termosenzitivni
Iéky. Nevyhodou SFD je, Zze vytvorené Castice nejsou dostatecné malé a ke zmenseni pod
5 mikrometru je zapotiebi dalsi krok mleti (Chang, Wallin, Lin, Leung, Wang, Morales and
Chan 2018; Wang, Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021).

DPI lIze rozdélit na tii generace.

3.3.1 Prvni generace DPI

Prvni generaci DPI jsou jednodavkové inhaldtory aktivované dechem. Lék je ve forme prasku
a jako pomocna latka slouzi laktoza. U téchto DPI je kazdéa davka Iéku vlozena do samostatné
zelatinové kapsle, coz poskytuje ochranu 1éku pied vlhkosti. Inhaldtor mé kapacitu pouze na
jednu kapsli, proto je nutné pied kazdym pouzitim inhaldtor naplnit. Jako piiklad lze uvést
Spinhaler nebo Rotahaler. (Chrystyn 2007; Islam and Gladki 2008)

Inhalator Spinhaler byl pfedstaven v roce 1967. Uvniti inhalacniho kanalu je vrtule, do
jejiz blizkosti pacient vlozi zelatinovou kapsli. Pfi posunuti vacky jsou stény kapsle propichnuty
dvéma jehlami. KdyzZ se pacient nadechne, vrtule se rychle otaci a 1€k se dadvkuje ve formé
aerosolu (Chrystyn 2007; Timsina et al. 1994). V Rotahaleru je rozpuleni kapsle zptisobeno
kroutivym pohybem, kdy je vnitini a vnéjsi ¢ast inhalatoru otacena vici sobé navzajem. Kdyz
se pacient nadechne, prasek je unasen proudem vzduchu pies miizku a vystoupi z inhalatoru ve
formé aerosolu (Newman and Busse 2002). Jednodavkové inhalatory jsou nepohodIné, protoze
se po kazdé inhalaci musi odstranit zbytky kapsle a nasledné se zatizeni znovu naplni. Z tohoto
divodu jsou nahrazovany vicedavkovymi DPI (Chrystyn 2007).

3.3.2 Druha generace DPI

Jsou to inhalatory, které obsahuji vice nez jednu davku léku. Existuji dva druhy téchto
inhalatorti, zafizeni se zasobnikem a vicejednotkova davkova zatizeni. Pokud je prasek ulozen
v zasobniku, tak se jednotlivé davky postupné odméfuji pifi aktivaci inhalatoru. Prvnim
takovym DPI je Turbuhaler, ktery slouzi k 1é€b¢ astmatu. Lék je zde ve formeé meékke pelety
Z mikronizovanych ¢astic. KdyZ pacient otaci zakladnou inhalétoru, je ufiznuta davka léciva
z pelety a pfipravena k inhalaci. Je dilezité, aby pti tomto ukonu byl inhalator drzen ve svislé
poloze, protoZe k naplnéni davkovaci nddobky je diileZita gravitacni sila. Prasek je dispergovan
turbulentnim proudénim vzduchu vznikajicich ve spirdlovitych kanélcich naustku, vzniknou
dostate¢né jemné aerosoly k ulozeni do plic (Chrystyn 2007; Newman and Busse 2002).

U vicejednotkovych davkovacich zatizeni je davka léku odméfena jiz pi1 vyrobé a
uloZena v blistrech, discich nebo pascich. Pfikladem takovéhoto DPI je Diskhaler, ktery je
vicedavkovou alternativou k Rotahaleru. Lék je doplnén o pomocnou latku, ta zlepSuje
jednotnost davky, protoze se zvysi celkovd hmotnost prasku, a tak se zptesni méteni jedné
davky. Lék je uchovavan v blistrech, coz zvySuje ochranu proti vlhkosti. Blistry jsou uloZeny
Vv discich, z nichZ kazdy obsahuje 4 nebo 8 hlinikovych blistri. KdyZ pacient zvedne vicko u
naustku, propichne se blistr, disk se pootoci a je nachystan dalsi blistr k propichnuti. Jednou
z vyhod Diskhaleru je to, Ze I1ze vidét, kolik davek jesté zbyva (Chrystyn 2007; Newman and
Busse 2002; Smith and Parry-Billings 2003).

Na obrazku 6 jsou graficky znazornény rozdily mezi jednotlivymi typy konven¢nich DPI.
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Obrazek 6: Schéma konvencnich DPI. Obrdzek je prevzaty a upraveny ze zdroje (Ibrahim, Verma and
Garcia-Contreras 2015)

Dal8im DPI tohoto typu je Diskus, ten byl navrzen tak, aby poskytl 1€k aZ na jeden mésic.
Davky Iéku jsou ulozeny mezi dvéma foliemi, které tvofi stoceny pas ulozeny v inhalatoru.
Takto je jednotlivé pfichytdno 60 davek prasku. Inhalator je ovladany posunutim packy, ta
posune pasem, kdyz je blistr na svém miste, ozve se cvaknuti. Soucasn¢ probiha odloupnuti
vrstev folie od sebe a tim je pfipravena davka k inhalaci. Také Diskus ma pocitadlo davek
(Chrystyn 2007).

vistupni misto leku

nanstek odloupnuté folie - piipraventy lek

prazdna folie

packa

stofent pas
ple¥ blistr, vvtvoreny dvéma foliemi

Obrdzek 7: Schéma Diskusu. Obrdzek je prevzaty a upraveny ze zdroje (Chrystyn 2007).
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3.3.3 Treti generace DPI

Tteti generaci DPI jsou aktivni zafizeni. ProtoZe ¢ast pacientd neni schopna vytvofit dostatecny
inspiracni pratok, doslo k vyvoji aktivnich DPI. K disperzi praSku vyuzivaji stlaceny plyn,
motorem pohanéné kola nebo vibrace. Piikladem takového DPI je Spiros, ktery je pohanén
baterii nebo inzulinovy inhalator Exubera. Exubera vyuzivala stlateny vzduch z ru¢niho pistu
k disperzi prasku. Tento inhalator uz dnes neni na trhu a hlavnim divodem je $patny marketing.
Vzhledem k tomu, ze zdrojem energie zde neni samotna inhalace, neni na ni zavisla rychlost
proudu vzduchu ani aerosolizace (de Boer et al. 2017; Islam and Gladki 2008).

3.4 SMI

Inhalator Soft Mist Inhaler (SMI) Respimat obsahuje n€které konstrukéni prvky pMDI a pfi
jeho vyvoji bylo hlavnimi cili vyhnout se pouziti pohanécich plynt, zmensit zavislost
dispergace a usazovani 1ékll na pacientové nadechu a zlepsit dodani 1éka (Dekhuijzen et al.
2016; lwanaga et al. 2019).

Zatizeni funguje tak, ze pacient oto¢i zakladnou inhalatoru o 180 ° a energie timto
pohybem vytvotena stla¢i pruzinu. To pohne kapilarni trubici do spodni polohy a tim je piesné
definovany objem roztoku nasavan do davkovaci komory. Po stisknuti tlacitka k uvolnéni
davky mechanicka sila pruziny tla¢i kapildru, s uzavienym zpétnym ventilem, do horni polohy.
Timto se roztok protlaci ptes dvojité trysky unibloku a vytvotené proudy se sbihaji pod piesné
uréenym thlem. Vytvofi se jemna mlha, kterd se pohybuje pomalu a Vv niz jsou vyrazné
zastoupeny jemné Castice (Dalby et al. 2004; Dalby et al. 2011).

Jemna mlha se pohybuje pomaleji a vydrzi mnohem déle nez aerosolové mraky z jinych
zatizeni. Jeji rychlost je ptiblizn€ desetina rychlosti aerosolového oblaku vytvoreného v pMDI.
Tvorba mlhy trva asi 1,5 sekundy. To usnadiiuje koordinaci aktivace a inhalace ve srovnani
s pMDI. Ulozeni aerosolt v plicich je az 0 50 % vyssi a ulozeni v orofaryngu nizsi nez u pMDL.
Schéma SMI lze vidét na obrazku 8 (Dalby, Spallek and Voshaar 2004; Dekhuijzen, Lavorini
and Usmani 2016).

uniblok

——————— { odmérna komora

jednocestny ventil

- - - - - + aktivaéni tla¢itko

kapilarni trubice

—————— J; obal

naphi

pruzina

Obrdzek 8: Schéma SMI. Obrdzek je prevzaty a upraveny ze zdroje (lwanaga, Tohda, Nakamura and
Suga 2019)
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3.5 Nebulizatory
Nebulizatory jsou inhala¢ni zafizeni, ktera vytvareji aerosoly z roztoku nebo suspenze (Zhou,
Tang, Leung, Chan and Chan 2014). Roztoky 1é¢iva jsou na vodni bazi s pomocnymi latkami,
jejich objemy se pohybuji od 1 do 3 ml pro vétS§inu nizko objemovych nebulizatord.
V soucasnosti jsou v§echny roztoky sterilni a jsou baleny po jednotlivych davkach (Dalby and
Suman 2003). Vzniklé aerosoly maji velikost v rozmezi od 1 do 5 um. Prvnimi rozprasovaci
byla zafizeni ze skla, ktera pacient ovladdal ru¢nim stlacenim banky. Banka byla pfipojena
K trubici, ktera ptivadéla vzduch (Ocallaghan and Barry 1997). Nebulizatory jsou jednoduché
pro pouziti, neni zde tolik dtlezita koordinace pacienta jako u jinych inhala¢nich zafizeni. Kdyz
ho ale srovname s DPI nebo pMDI, tak je drazsi, velky a 1écba zabere vice Casu. Nebulizatory
se doporucuji hlavné pro déti a starsi pacienty (Pedersen 1996).

Nebulizatory délime na tryskové nebulizatory, ultrazvukové nebulizatory a miizkové
nebulizatory.

3.5.1 Tryskové nebulizatory

Nebulizator pohani stlaceny vzduch, ktery je bud v nadrzi nebo pfenosném kompresoru.
K nebulizaci kapaliny dochazi tak, Ze stlateny plyn je protlac¢ovan uzkou tryskou a vytvaii se
zde podtlak. Ten zvySuje kapilaritu a zpusobuje nasavani kapalného roztoku do proudu
vzduchu. Smykovou silou se roztok atomizuje. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.1, nékteré
¢astice jsou prilis velké a je proto vhodna opétovna nebulizace, kterd je umoznéna zachycenim
téchto Castic o piepazky (Dalby and Suman 2003). Béhem nebulizace se teplota v nebulizatoru
DPI, jako jsou antibiotika nebo lipozomalni formulace (Ari 2014). Konvenéni tryskové
nebulizatory jsou velmi neefektivni, protoze ¢ast aerosolii odchazi béhem vydechu do okoli
(Ocallaghan and Barry 1997).

Zvyseni ucinnosti 1ze dosdhnout pfidanim vinité trubice, kdy trubice funguje jako
reservoar. Stale je zde ale vyznamna ztrata I¢ku behem vydechu. Lépe se dafi zvysit Gi¢innost
pfidanim sbérného vaku, tehdy nebulizator uvoliiuje aerosoly pouze pii vdechovani. Aerosoly
vytvoiené béhem expirace jsou ulozeny ve sbérném vaku a pti dalS§im nadechu je pacient
vdechne diky jednocestnému ventilu, ktery je umistén mezi ndustkem a sbérnym vakem. Timto
se snizuje mnozstvi l1éku, které unika do okoli. Piikladem tryskového nebulizatoru se sbérnym
vakem je Circulaire (Ari 2014).

Dals§imi upravami vznikl dechem posileny nebulizator, toto zafizeni uvoliiuje béhem
nadechu pfes jednocestné ventily vice aerosolu. Pfikladem takového nebulizatoru jsou PARI
LC Plus nebo Nebutech (Ari 2014). U dechem aktivovanych tryskovych nebulizatort je tok
nadechu sniman a diky tomu dokéaze nebulizator aplikovat aerosol pouze pii nddechu. Tak se
snizi plytvani léku béhem inhalace, ale kvili tomu se doba inhalace prodlouzi. Takovyto
nebulizator je napiiklad AeroEclipse, ten dokonce pacientovi ukazuje pomoci posuvného
tlacitka, kdy je nebulizator aktivovany (Ari 2014).

3.5.2 Ultrazvukové nebulizatory

Tento nebulizator vyuziva k nebulizaci rychle vibrujici piezoelektricky krystal (viz obrazek 9).
Ultrazvukové vibrace z krystalu se ptfendseji na povrch roztoku, kde vytvaii stojaté viny.
Z hiebent téchto vin se uvolnuji aerosoly (Ocallaghan and Barry 1997). Ultrazvukové
nebulizatory délime na velkoobjemové a maloobjemové, pri¢emz k inhalaci 1€kt jsou vhodné
pouze maloobjemové. Velkou nevyhodou ultrazvukovych nebulizatori je neschopnost
dispergovat viskdzni roztoky a také to, ze degraduji latky citlivé na teplo, protoze se roztok
béhem davkovani zahtiva. Piikladem tohoto nebulizatoru je Profile Therapeutics, ktery neustéle
monitoruje dech pacienta, a tak muze predpovidat nastup dalSich inhalaci (Ari 2014; Dalby and
Suman 2003).
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Obrdzek 9: Schéma ultrazvukového nebulizatoru. Obrazek je prevzaty a upraveny ze zdroje (Fink and
Stapleton 2022)
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3.5.3 Mrizkové nebulizatory

Jsou to malé prenosné nebulizatory. Miizkové nebulizatory vyuzivaji mikropumpy
k nebulizaci, 1éky v tekuté formé se protlaci otvory v sit'ce, a tak se vytvori aerosoly. Vyhodou
tohoto typu nebulizatoru je schopnost nebulizace malych objemt 1éku a maly zbytkovy objem.
Také jsou zde sniZzeny problémy se zahiivanim, a tak jsou vhodné pro dodavani suspenze,
lipozom1l nebo nukleonové kyseliny. Jsou U¢inngjsi nez tryskové nebulizatory. Jejich velkou
nevyhodou je, Ze viskozni 1éky a suspenze muzou ucpat miizku a jeji ¢isténi je obtizné (Ari
2014).

Existuji dva typy mifiZkovych nebulizatorh, aktivni a pasivni. Aktivni miizkové
nebulizatory vyuzivaji stahovdni a roztahovéani piezoelektrického prvku pii plsobeni
elektrického proudu. Timto se rozvibruje miizka, ktera je v kontaktu slékem a vytvoii se
aerosol. Pfikladem takového zatizeni je Aeroneb nebo eFlow. U pasivnich miizkovych
nebulizatort se vytvareji pasivni vibrace v perforované desce s 6000 otvory (Ari 2014).

3.5.4 Chytré nebulizatory

Chytré nebulizatory vyuzivaji technologii adaptivniho dodavani aerosolu AAD® (adaptive
aerosol delivery). Tato technologie analyzuje prubéh dechu pacienta, aby mohla urcit, kdy
vypustit aerosoly béhem inhalace. Funguje to tak, ze zafizeni sleduje zmény tlaku vzduchu
béhem prvnich tii dechd a diky tomu urci spravnou chvili, kdy v inhala¢nim cyklu podat 1ék.
Dech je monitorovan po celou dobu inhalace a nebulizator se pfipadnym zménam ptizplisobuje.
Timto se snizuji ztraty 1€ku béhem vydechu. Zatizeni je také schopné poskytnout zpétnou vazbu
o ucinnosti 1é¢by. Prikladem takového zatizeni je I-neb (Ari 2014).
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4 Bakteriofagy

4.1 Predstaveni bakteriofagu

Bakteriofagy (nebo téz fagy) jsou pfirozené viry napadajici hostitelské bakterie (Chang, Wallin,
Lin, Leung, Wang, Morales and Chan 2018). Jejich velikost se pohybuje od 20 do 200 nm, tedy
jsou mensi nez bakterie. Stavba bakteriofaga je slozena z mnohosténné kapsidy, ve které je
uloZena nukleova kyselina, DNA nebo RNA. Sudé fagy, oznacené T2, T4 A T6, maji na kapsidu
pfipojen duty bicik. Konkrétné u fagu T4 je vnéjsi ¢ast bic¢iku tvotfena stazitelnymi bilkovinami
a vnitini ¢ast nestazitelnymi, vlivem toho se bi¢ik mize stahovat a natahovat (Rosypal 1994).
Jak konkrétné vypada fag T4 lze vidét na obrazku 10. Pokud maji fagy plné vyvinuty bicik,
jedna se o fagy T4 a T6, maji na ném pripojena bi¢ikova vlakna a hexagonalni desti¢ku s hroty.
DNA T-sudych fagt je diky svému slozeni chranéno proti uc¢inku bakteridlnich restrikénich
enzymi (Silhankova 2008). Vétsina bakteriofagti ma podobny tvar, odliduji se délkou hlavicky,
bi¢ikem, ne¢které druhy ani bic¢ik nemaji. Existuji také bakteriofagy, které jsou vlaknité, maji
vzhled dlouhych ty¢ek a uvniti je nukleova kyselina (Rosypal 1994). Fag byl objeven ve 20.
letech 20. stoleti a nasledné zacal vyzkum jeho l1é¢ebnych ucinkd. Poprvé ho k 1é¢bé vyuzil
kanadsky mikrobiolog Félix d"Hérelle. Vysledky prvotnich fagoterapii nebyly viibec Spatné,
ale vétsi popularitu ziskala 1é¢ba antibiotiky. Vyzkumy nadale probihaly ve vychodni Evropé,
hlavné¢ kviili zdejSimu nedostatku antibiotik, avSak na zadpadé se ve vyzkumu nepokracovalo.
Na pocatku 80. let 20. stoleti zdjem o 1éCbu fagy znovu vzrostl, hlavné¢ z toho divodu, ze
bakterie si vyviji stale rychleji rezistenci na nova antibiotika. Bakterialni rezistence vznika
hlavné proto, ze pacienti antibiotika naduzivaji a zneuzivaji. V roce 2020 zatadila svétova
organizace WHO antimikrobidlni rezistenci mezi 10 nejvétsich globalnich hrozeb vetejného
zdravi. Fagoterapie by mohla byt vhodnou alternativou k 1é¢bé antibiotiky (Doss et al. 2017,
Farr et al. 2014; Kaur, Kumari, Negi, Galav, Thakur, Agrawal and Sharma 2021).

hlavicka

nukleova
kyselina

bilkovinny obal
(kapsid)

dutina (trubice)
biciku

bic¢ik
(stazitelny)

hroty bic¢iku

vlakna

Obrazek 10: Struktura a tvar bakteriofaga T4. Obrazek je prevzaty ze zdroje (Rosypal 1994)
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4.2 Zivotni cykly fagh

Fagy mohou mit dva rizné Zivotni cykly lyticky cyklus a lyzogenni cyklus. Podle zivotniho
cyklu faga rozliSujeme dva ruzné druhy napadeni bakterialnich hostiteld (Doss, Culbertson,

Hahn, Camacho and Barekzi 2017).

—
adsorpee fagu 4";3;9
/

1 peneu';ce ( >

sestavovani
fagovych Eastic

£ figova NC
bakteialni chromosom

protemovy obal fagu - kapsida

NN

Obrdzek 11: Lyticky cyklus fagii.
Obrdazek je prevzaty a upraveny ze
zdroje (Klaban 2011)

4.2.1 Lyticky cyklus

Lyticky cyklus konaji virulentni bakteriofagy
(Rosypal 1994). Fag je schopen rozpoznat specifické
receptory hostitelskych buné¢k, které jsou uloZzené na
jejich povrchu. Navaze se na receptor a injektuje svij
geneticky material do bakteridlni bunky. Injektace
probiha tak, ze DNA faga vnikne trubickou bic¢iku do
nitra bakterialni bunky. Kapsida faga zistane vn¢ bunky.
Nasledné zapocne fagova replikace, kterd je umoznéna
enzymy a molekuldrnimi stavebnimi bloky hostitelské
buiiky. Vytvoii se pfiblizné tolik fagh, kolik se
Vv hostitelské burice vytvorilo kopii genetické informace
puvodniho faga. V jedné buiice se mize vytvofit az
nékolik set novych fagi (Doss, Culbertson, Hahn,
Camacho and Barekzi 2017; Farr, Choi and Lee 2014,
Rosypal 1994). Fagové potomstvo je uvolnéno
Z hostitele bunéénou Iyzou®. Po uvolnéni fagu se spusti
sekundarni infekce, tedy napadeni bakterii fagovym
potomstvem (Chang, Wallin, Lin, Leung, Wang, Morales
and Chan 2018). Cely lyticky cyklus je pro lepsi
nazornost zobrazen na Obrdzku 11. Sebereplikace fagi
umozituje nahromadéni fagového titru’, coz je nezbytné
k zadrZeni bakterialni populace (Wang, Xie, Zhao, Zhu,
Yang and Liu 2021).

4.2.2 Lyzogenni cyklus

Lyzogenni cyklus konaji mirné bakteriofagy.
Rozdil mezi virulentnim a mirnym fagem je takovy, ze
mirny fag buniku nemusi zlyzovat. Pokud ji nezlyzuje je
to proto, Ze jeho DNA se nereplikuje, ale zacleni se do
chromozomu bunky. Profig, takto vytvoreny fag, se
stane soucasti chromozomu hostitelské buiikky a spolu
S chromozomem se replikuje. Hostitelské buiiky nesouci
profaga zlyzuji pouze, kdyZ se zchromozomu profag
uvolni. Uvolnéni probéhne bud’ spontann€¢ nebo po
aktivaci ruznymi faktory (Rosypal 1994). Lyzogenni
fagy jsou, na rozdil od virulentnich fagi, pro fagovou
terapii nevhodné (Klaban 2011).

® Jedna se o rozklad bunék v diisledku rozpadu jejich vnéjsi membrany.
" Titr predstavuje v klinické laboratofi mnoZstvi ur¢ité latky.
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4.2.3 Antibiofilmové fagy

Kromé konvencniho zplsobu zabijeni bakterii existuji fagy, které jsou schopny zabranit vzniku
biofilmu a umi narusit jiz vzniklé biofilmy. Tyto fagy jsou vybaveny latkami, konkrétné
depolymarazami a endolyziny, které jsou pro rozpusténi tuhé biofilmové matrice potiebné.
Faglim je diky tomu umoznéno proniknout do hlubsich oblasti za biofilmem a nasledn¢ zabijet
bakterii klasickym mechanismem. Difuze fagli mize byt v takovych vrstvach pomala (Wang,
Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021).

4.3 Fagoterapie

Fagoterapie ma ve srovnani s 1éCbou antibiotiky spoustu vyhod. Fagy se stejn¢ jako bakterie
vyvijeji a snazi se S nimi ve vyvoji udrzet krok. Izolovani novych fagi je ¢asové méné narocné
nez vyvoj nového typu antibiotik. Rezistence bakterii vii¢i fagim je asi desetkrat pomalejsi nez
vici antibiotikiim. Fag je infekéni i ve velmi drsném prostiedi a pokracuje ve své replikaci,
dokud vyrazné€ nesnizi hustotu populace bakterii. Lécba zptsobuje minimalni vedlejsi Géinky.
Vétsina druhti fAgi ma dost specificky urceno, jaky typ patogenni bakterie napadne. Tim se
snizuje riziko poskozeni ptirozené mikroflory lidského organismu. Déle jsou fagy schopné
proniknout do biofilm1, coz je problematicky stav naptiklad u cystické fibrozy. Specifita faga
ale mize byt i nevyhodou, ta se da vyfesit smési vice fagl, takzvanymi fagovymi koktejly.
Féagové koktejly snizuji pravdépodobnost, Ze si na n¢ bakterie vytvofi rezistenci a zaroven
zvySuji rozsah 1éc¢itelnosti. Nevyhodou fagoterapie mize byt, ze lidsky organismus muize fagy
identifikovat jako cizi antigeny i pies to, Ze nejsou pfimymi patogeny eukaryotickych bungk®.
Kdyz takova situace nastane, organismus produkuje protilatky, které fagy neutralizuji. Dale
neni zadouct prilisna produkce bakteriofagu, protoze na rozdil od antibiotik casem nedegraduji,
a tak vysoké mnozstvi fagii by mohlo mit nezadouci dopad na zivotni prostiedi (Chang, Wallin,
Lin, Leung, Wang, Morales and Chan 2018; Doss, Culbertson, Hahn, Camacho and Barekzi
2017).

4.3.1 Inhalace fagia

Nejcastéji byly dosud provadeény studie dodani fagii pomoci nebulizatorti. Jsou uvazovany i
dal8i moznosti jako inhalace pomoci DPI a pMDI, avSak tyto moZnosti nejsou zatim dostate¢né
prozkoumany (Wang, Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021).

4.3.1.1 Inhalace nebulizatory
Vétsina vyzkumi v ramci fagoterapie byla pfedev§im zamétfena na nebulizaci kapalnych forem
Iéku. Je to z toho divodu, ze ptiprava kapalnych forem bakteriofagt je relativné jednoducha a
tyto formy jsou snadno atomizovany (Chang, Wallin, Lin, Leung, Wang, Morales and Chan
2018). Také mohou byt skladovany v chladni¢ce az nekolik let bez vyznamnych ztrat (Loh,
Gondil, Manohar, Khan, Yang and Leptihn 2021). Nevyhodou pfi nebulizaci je mechanické
namahani zplisobené vysokofrekvencnimi vibracemi nebo tla¢enim vzduchu, tepelné namahani
pti renebulizaci a smykové napéti pii impakci. To mize poskodit strukturu faga a tim snizit
jeho Zivotaschopnost a infekénost. Pfi nebulizaci tryskovym nebo miizkovym nebulizatorem
muze dojit k oddéleni ocasu od t¢la faga, a tudiz neni fag schopen infekce (Wang, Xie, Zhao,
Zhu, Yang and Liu 2021).

Studie (Turgeon et al. 2014) uvedla, ze dispergace fagt nebulizatory vedla k poSkozeni
integrity fagti nutné k infekci. Dle jiné studie (Astudillo et al. 2018), kde probihala nebulizace

8 Eukaryotické buiiky jsou butikami lidského t&la, maji pravé jadro a jsou vyvojové vyspélejsim typem
bunky. Bakterie jsou tvofeny prokaryotickou bunkou, ktera je jednodussi a jeji geneticka informace je ulozena
v nukleoidu.
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miizkovym nebulizatorem, mély fagy po nebulizaci prazdnou kapsidu. V této studii
srovnavajici tfi typy nebulizatord, tryskovy, s vibrujici mtizkou a se statickou miizkou, byla
sledovana morfologicka stabilita faga myoviridae® proti bakterii Pseudomonas aeruginosa.
Vysledky ukézaly, ze vhodnéjSim pfistrojem pro tento konkrétni piipad je nebulizétor
s mfizkou, kde zdegradované fagy tvofily 50-60 %. Zatimco pii dispergaci tryskovym
nebulizatorem bylo zniceno 83 % fagu. (Carrigy et al. 2017) ve svém vyzkumu pouzili
k nebulizaci antiturbekolozniho faga D29 tryskovy nebulizator, miizkovy nebulizator a SMI. 1
zde se ukazalo, ze nejvetsi snizeni fagového titru zpusobuje tryskovy nebulizator. Dalsi studie
(Leung et al. 2019), zkoumala odolnost fagu z riznych morfologickych tiid proti tryskovému
nebulizatoru. Ukazalo se, ze zivotaschopnost faga po nebulizaci zavisi na délce ocasu. U fagh
s kratkym ocasem byla po nebulizaci ztrata Zivotaschopnych fagi zanedbatelna, naopak
dlouhoocasi fagové méli vyznamnou ztratu. Z toho plyne, ze dlouhoocasi fagové jsou velmi
citlivi na naméhani, které zptisobuje tryskovy nebulizator. Tento Skodlivy ucinek lze
minimalizovat pfitomnosti organické kapaliny (ve zdroji nebylo blize specifikovano)
v nebulizaénim pufru®® (Chang, Wallin, Lin, Leung, Wang, Morales and Chan 2018; Wang,
Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021).

Z toho lze vidét, Ze vybér idealniho nebulizatoru se lisi dle konkrétniho typu faga. Studie
ale ukazuji, ze pro morfologicky stabilni fagy jsou jak tryskové, tak miizkové nebulizatory
idealni volbou k nebulizaci, a dokonce dosahnou ulozeni hluboko v plicich (Wang, Xie, Zhao,
Zhu, Yang and Liu 2021).

4.3.1.2 Inhalace v praskové formé
Pti vyvoji 1éCiv na bazi proteinid se fagy zpracovavaji na suché prasky. Léky v praskové formée
jsou vhodné pro snadnou piepravu a dlouhodobéjsi skladovani, protoze proteiny jsou vice
stabilni v suchém nez kapalném stavu. Vyhodou praskové formy je, ze ptfi vyrobé aerosolil
nedochdzi k mechanickému namahéni jako u nebulizace. Zaroven jsou proteiny ve vodnim
prostiedi vystaveny napétim zptisobenym michanim, zménou pH nebo povrchovym napétim.
Tomu se pii pevné formée vyhneme (Chang, Wallin, Lin, Leung, Wang, Morales and Chan 2018;
Wang, Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021; Zhang et al. 2021).

Jak jiz bylo popsano v kapitole 2, k pfipravé praskové formé 1éku se vyuziva vice metod.
Pti SD jsou fagy vystavovany vysoké teploté, coz muize ovlivnit zivotaschopnost
termosenzitivnich fagi. I presto je SD Siroce vyuZivana technika, kterd produkuje dostate¢né
jemné castice pro depozici v plicich a je levnéjsi nez SFD. Pro zlepSeni odolnosti fagl proti
smykovému a tepelnému napéti se do formulace Iéku ptidava laktdza, kterd také zvySuje
dlouhodobou stabilizaci fagli v pevném stavu. SFD je vhodnou metodou pro fagy citlivé na
teplo, protoZe neprobiha za vysokych teplot jako SD. Proces lyofilizace je ale delsi, coZ mlize
vést ke ztraté titrt. DalSim uskalim této metody je nutnost mleti, které mize faga mechanicky
namahat. Nicméné SFD bylo prokdzano jako skvéld metoda pro stabilizaci fagh v pevném
skupenstvi pro dlouhodobé skladovani. TFFD (Thin film freeze-drying) je pokrocila
technologie, ktera vyuziva velmi rychlé zmrazeni k ziskdni kiehkych matricovych praska
obsahujicich aktivni 1éky. Formulace Iéku se zmrazi vytvofenim tenkého filmu pfi teplotach od
-70 az -180 °C. Zaroveit TFFD eliminuje smykova napéti, kterd vznikaji u jinych technologii
pro vyrobu suchého prasku. Proto je Zadouci metodou pro uchovani tepeln¢ a mechanicky
citlivych fagia (Chang et al. 2019; Chang, Wallin, Lin, Leung, Wang, Morales and Chan 2018;
Wang, Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021; Zhang, Soto, Ghosh and Williams 2021).

® Tato bakterie zptisobuje napiiklad zan&t mo&ovych cest nebo zanét sttedniho ucha.
10 Pufry jsou tlumivé roztoky, které se podileji na udrzeni pH prostiedi.
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4.3.1.3 pMDI aSMI
Ve studii (Hoe et al. 2014) byla pomoci pMDI dodavana do plic suspenze dvou fagu
myoviridae. Ztrata titru byla zanedbatelna, ale do plic se dostane pouze 10 —20 % davky (Wang
et al. 2021).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.3.1.1 Carrigy et al. porovnavali u¢innost dodani faga
D29 pomoci miizkového nebulizatoru, tryskového nebulizatoru a SMI. Bylo zjisténo, ze SMI
doda fagy s minimalni ztratou titru a rychleji nez nebulizatory (Wang et al. 2021).

Toto jsou jedny z mala nalezenych zminek o fagoterapii s pMDI a SMI, tedy Ize vidét, ze
inhalace fagti pomoci MDI a SMI inhalatorti zatim nebyla dostatecné prozkoumaéna.
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5 Lipozomy

5.1 Lipozomy obecné

Lipozomy jsou sférické vezikuly, tvofené fosfolipidovymi dvojvrstvami a vodni bazi uvnitf.
Existuji tfi typy lipozomii: malé jednolamelarni lipozomalni vezikuly o praméru kolem 100 nm,
velké jednolamelarni lipozomalni vezikuly ve velikosti priméru od 200 do 800 nm a
mnoholamelarni vezikuly, které se skladaji z vice soustiednych dvouvrstev o priiméru od 500
do 5000 nm. Lipozomy se pfipravuji za pouziti lipidd, at’ uz prirozené se vyskytujicich nebo
syntetickych. Pro zvySeni tuhosti lipidovych dvojvrstev ¢asto obsahuji cholesterol. Lipozomy
jsou diky svym fyzikalné chemickym a biologickym vlastnostem univerzalni pro dodavani
1é¢iv. Jsou vhodnymi vezikulami pro hydrofilni Iéky, které se umisti do vodni baze uvnitf
lipozomu a pro lipofilni Iéky, ty se ulozi do lipidovych dvojvrstev. Jsou biokompatibilni a jejich
velikost, povrchové vlastnosti a stabilita Ize upravit dle potieby (Ponkshe et al. 2021).

Na zéklad¢ strukturnich modifikaci 1ze lipozomy rozdélit do tii generaci. Lipozomy prvni
generace jsou slozeny hlavné z fosfolipidi a cholesterolti. Tyto lipozomy jsou biologicky
odbouratelné¢ a snizkou toxicitou. Vykazuji znatna omezeni, naptiklad unik [éCiv
zZ lipozomovych vezikul. Lipozomy druhé generace se vyznacuji modifikovanym povrchem.
Spoleénym znakem lipozoma prvni a druhé generace je, Ze jsou pasivni. Lipozomy tieti
generace jsou naopak aktivni a cilici (Mehta et al. 2020).

5.2 Lipozomy a bakteriofagy
Zapouzdieni  bakteriofagi do lipozomi  (Viz
obrazek 12) je jedna z moznosti, jak ochranit fagy pii
celém procesu inhalace. Cilem zapouzdieni je
produkce monodisperznich castic, které se b&hem
aplikace neshlukuji. Zapouzdieni faga ho ochraiiuje
proti vnéjSimu prostfedi, jako je pisobeni télnich
tekutin, enzymi, nizk¢é pH a funguje jako aktivni
platfoma pro uvoliovani fagi po delsi dobu.
Bakteriofagy jsou hydrofilni a lipozomy s nimi
prokazaly vysokou biokompatibilitu, aniz by to
ovlivnilo jejich efektivitu a pocet béhem zapouzdieni.
Lipozomy napodobuji biologické membrany, a to jim
napiiklad umoZiluje pronikat rGznymi bariérami
hostitelské tkané. Studie ukazaly, Ze zapouzdieni fagi
Obrdzek 12: Lipozomy slouzici jako do lipozomi jim umoznilo ziskat pfistup do
vezikuly pro bakteriofagy: Obrazek je eukaryotické buiiky k intracelularnim patogentim!?,
ggezvf)“’y a upraveny ze zdroje (Loh etal. 5 o' volnych fagi komplikované (Kaur, Kumari,
Negi, Galav, Thakur, Agrawal and Sharma 2021; Loh,
Gondil, Manohar, Khan, Yang and Leptihn 2021,
Wang, Xie, Zhao, Zhu, Yang and Liu 2021).

5.3 Inhalace lipozomu

Nejcastéji pouzivanym inhalacnim zafizenim pro lipozomy jsou nebulizatory, protoze DPI,
pMDI a SMI pojmou mensi mnoZstvi aerosolll nez nebulizatory. I pfesto by se 1 tato zafizeni
dala vyuzit pti 1é€be, kterd nevyzaduje velké mnozstvi Iéku. Naptiklad DPI, které dispergovali

1 Intracelularni patogeny jsou paraziti bunék, ktefi se rozmnoZzuji a Ziji uvnitf téchto bunék.
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lipozomy pfipravené pomoci SD, produkovali ¢astice s vysokym FPF. Predpokladem byla
rehydratace castic ve vodném prostiedi plic. Z dosavadnich vyzkumi vychdzi pro lipozomy
nejlépe tryskovy nebulizator a nejméne vhodnym se ukazal ultrazvukovy. Diilezitym kritériem
K uspésné 1écbé je stabilita lipozomi, problémem je, ze smykové sily pfi nebulizaci mizou
zpusobovat fragmentaci lipozomu se ztratou hydrofilniho materialu. Miizkové nebulizatory
s velkymi otvory méné narusuji stabilitu lipozomi nez tryskové nebulizatory. Ke stabilité také
piispiva zahrnuti cholesterolu a fosfolipidi do lipozomt (Rudokas et al. 2016).
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6 EXxperimentalni ¢ast

Byly provedeny tfi rizné experimenty. U prvnich dvou byly modelem 1é¢iva lipozomy, protoze
jak jiz bylo zminéno vyse, jsou vhodnymi vezikulami pro bakteriofagy. V prvnim experimentu
byly naméfeny velikostni distribuce nosi¢ového lipozomového systému a lipozomového
systému obarveného fluoresceinem. Tento experiment byl proveden jako pfipravny k druhému
experimentu z divodu, zda by vysledky rozlozeni v modelu plic byly u roztokt ekvivalentni.
Zaroven byl proveden pro srovnani, jaké jsou rozdily mezi velikostmi ¢astic vyprodukovanych
tryskovym a miizkovym nebulizatorem.

V druhém experimentu byl model 1é¢iva ve formé lipozomového systému obarveného
fluoresceinem nebulizovan do modelu plic a cilem bylo zjistit, jak bude vypadat rozloZeni 1éku
po usazeni Vtomto modelu. Roztok byl obarven pro snadnéj$i vyhodnoceni sedimentace.
Fluorescein je pro tento experiment vhodnym barvivem, ze zdravotniho hlediska se jedna o
Cistou latku a jde snadno vy¢istit.

U posledniho experimentu byl modelem 1éku fagovy lyzat'? proti bakterii P. aeruginosa.
Cilem tohoto experimentu bylo porovnat u¢inky nebulizace pomoci téi riznych nebulizator na
zivotaschopnost fag.

6.1 Metodika

6.1.1 Meéreni velikostni distribuce

Velikostni distribuce aerosolu byly zjistovany pomoci piistroje The Aerodynamic Particle
Sizer® (APS™) 3321, TSI. U kazdého roztoku bylo naméfeno ze statistického diivodu 10
vzorki, pficemz méfeni jednoho trvalo 30 sekund. Nebulizator byl drzen v takové vzdalenosti
od vstupu APS, aby nebyl vstup zatizeni pfili§ zahlcen ¢asticemi a nebyly timto ovlivnény
vysledky. Nejprve byly naméteny 3 vzorky vzduchu okolniho prostiedi a poté 7 vzorka
nebulizovaného roztoku. Pro srovnani, jak veliké ¢astice produkuji riizné druhy nebulizatori
(viz obrazek 13), byla méfena velikostni distribuce aerosolu vytvoifeného nebulizatorem
Aerogen® Solo (aktivni miizkovy nebulizator) a Pari® LC Sprint Star (tryskovy nebulizator).
Aerogen® Solo stacilo pouze pfipojit ke zdroji elektrické energie, ale do Pari® LC Sprint Star
musel byt vhanén stlaceny vzduch z kompresoru. Tlak kompresoru byl nastaven tak, aby mél
nebulizator priitok 4,5 1/min (vyrobce nebulizatoru udava pratok 3 — 6 1/min). Pii nastavovani
prutoku byl pouzit prutokomeér. Protoze byl tryskovy nebulizator pouzit i pii dodavani
lipozomového systému do plic, byla u néj naméfena velikostni distribuce nejen cisteho
lipozomového systému, ale také obarveného fluoresceinem.

12 Fagovy lyzat vznika pii lytické infekci bakteriofagh v tekutém médiu. Jde o roztok obsahujici virové
Castice, zbytky membran bakterie a vylity bunécny obsah.
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Obrazek 13: Zleva Pari LC Sprint Star a Aerogen Solo. Obrdzky jsou prevzaté ze zdroju (PARI 2022;
POLYMED® 2022)

6.1.2 Dodani lipozomu do modelu dychaciho systému

Pfi této Casti experimentu byl znovu pouzit nebulizator Pari® LC Sprint Star, v jehoz kanystru
bylo 2,5 g roztoku lipozomového systému obarveného fluoresceinem. Nebulizator byl pfimo
spojen s naustkem a ten byl napojen na model. Zjednoduseny model dychaciho systému byl
sloZen ze tfi Casti, trachey, hornich cest dychacich a filtru, ktery piedstavoval plice. Tento model
byl ulozen v lednici, protoze pii obvyklé teploté laboratoie (viz tabulka 1) by se aerosoly
odparovaly a tim by byl ovlivnén vysledek méteni.

Dychaci systém byl zapojen na simulator dychani, pti¢emz ptes model plic vedl pouze
smér nadechu a vydech Sel mimo systém (bylo provedeno 100 nadechil). Divodem takového
zpisobu zapojeni bylo, ze nddech a vydech jinak ovliviluji usazovéni Castic, pfi vydechu
napiiklad dochézi ke clearanci®®. Je vhodné&jsi méfit nadech a vydech oddéleng, zv1ast kdyz se
pouzivé zjednoduseny model plic, kde jsou plice nahrazeny filtrem. Anatomie plic m4 totiz také
vliv na to, jaké mnoZstvi aerosolu se vydechne. Vydech byl ale veden ptes nebulizator
k simulaci vlivu vydechu pacienta na roztok, protoze i vydech do nebulizatoru ovliviiuje roztok
(konzultace O. Misik, duben 2022). Schéma zapojeni pii méfeni je znazornéno na obrdzku 14.
V tabulce 1 jsou uvedeny laboratorni podminky.

Tabulka 1: Okolni podminky v laboratori
Veli¢ina hodnota

Teplota v laboratoti 24,2 °C

Teplota modelu 4,1°C
Relativni vlhkost 21,5%
Tlak 99,53 kPa

13 Clearance je odstranéni usazenych inhalovanych ¢astic, nastva napiiklad pti vydechu, kdy se Gastice
vraci zpét.
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Obrazek 14: Schéma zapojeni pri méreni, autor: Ing. Ondrej Misik

Po provedeni simulace dychdni byl model plic vyjmut z chladnicky a rozebrdn na
jednotlivé segmenty. Kazdy segment byl proplachnut destilovanou vodou, aby se z n¢j dostaly
usazené aerosoly. Koncentrace ¢astic aerosolii v roztoku byly nésledné¢ vyhodnoceny
V chemické laboratofi.

6.1.3 Nebulizace fagovych lyzati
Nebulizace fagovych lyzati byla provedena tiikrat a pokazdé jinym nebulizatorem. Byly
pouzity jiz zminéné Pari® LC Sprint Star, Aerogen® Solo a Innospire® Elegance, coz je
tryskovy nebulizator. Cilem experimentu bylo znebulizovat fagové lyzaty a zachytit je do
sterilni zkumavky, aby mohla byt nasledné vyhodnocena stabilita fagti po nebulizaci.

Experiment probihal jinak pro tryskové nebulizatory a jinak pro miizkovy nebulizator.
ProtoZe je do tryskovych nebulizatorii vhanén vzduch z kompresoru, musi byt zajistén také jeho
odchod, proto neni mozné nebulizator piimo spojit se zkumavkou. Tryskové nebulizatory byly
napojeny na trat’ vytvoienou z hadic, kterd byla ukoncena sklenénou trubici vedouci do sterilni
zkumavky. Tato zkumavka byla ulozena v kadince pIné ledu a studené vody (viz 0brdzek 15)
dle metody Cipolla a Gondy. Do Pari® LC Sprint Star byl (stejné jako u ptedchozich ¢asti
experimentu) vhanén vzduch z kompresoru a jeho tlak byl nastaven tak, aby byl pratok
4,5 1/min. Pro Innospire® Elegance byl vyuzit originalni kompresor znacky Phillips®
Respironics a jeho prutok byl pfiblizné 6,2 1/min. Takto bylo kazdym nebulizatorem
znebulizovano 10 ml roztoku, protoZe bylo potieba zachytit alespoii 3 ml roztoku ve zkumavce
a velka cast aerosolu unikala do okoli. Traté byly vytvoteny podle vzoru trati provedenych ve
studii (Astudillo, Leung, Kutter, Morales and Chan 2018).

Aerogen® Solo byl pouze spojen se zkumavkou, jak lze vidét na obrdzku 16. Bylo
znebulizovano 5 ml roztoku, protoze aerosol neunikal do okolniho prostfedi, a tudiz ho bylo
vice zachyceno ve zkumavce (byly zachyceny 4 ml roztoku).
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Obrdazek 15: Fotografie trati pri pouziti tryskovych nebulizatori (zde konkrétné Pari LC Sprint
Star)

Obrdazek 16: Fotografie zachycovani znebulizovaného roztoku mrizkovym nebulizatorem

V tabulce 2 jsou uvedeny okolni podminky v laboratofi pii nebulizaci fagovych lyzatu.
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Tabulka 2: Okolni podminky v laboratori

Veli¢ina Hodnota
Relativni vlhkost 25,10 %
Teplota 22,2°C
Tlak 98,06 kPa

Zachycené znebulizované fagové lyzaty byly ithned po zachyceni uloZzeny do chladiciho
boxu a po dokonceni experimentu zavezeny do laboratofe, kde byl kazdy vzorek titrovan.
Poprvé byly vzorky titrovany ihned po ptivezeni do laboratofe a podruhé za 24 hodin.

6.2 Vysledky

6.2.1 Vysledky méreni velikostni distribuce

Z APS byla pouzita data, kde bylo pro kazdy aerodynamicky primér uvedeno jeho hmotnostni
zastoupeni. Pfi vyhodnocovani vysledkt byly nejprve od kazdého vzorku odeéteny namérené
hodnoty z okolniho prostiedi (respektive pramér ze 3 vzorkti vzduchu okolniho prostiedi).
Nasledné byl kazdy vzorek vyhodnocen v procentech velikostnich tiid, tedy kolik procent
Z celkové hmotnostni distribuce je zastoupeno kazdou velikostni frakei. Vysledky byly
pfevedeny na kumulativni distribuci (viz obrdazek 17), protoze se zni 1épe urcuji potiebné
parametry. Témito parametry byly MMAD, GSD a FPF, vzorce pro jejich vypocet jsou uvedeny
Vv kapitole 2.2 a vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3. Jde zde krasné vidét porovnani, ze
Pari® LC Sprint Star produkoval vétsi mnozstvi FPF nez Aerogen® Solo.

Tabulka 3: Vysledky méreni na APS

Aerogen Solo roztok bez fluoresceinu

MMAD [pm] 9,84+0,41

GSD [um] 1,60+0,03

FPF [%] 5,45+1,01

Pari LC Sprint Star | roztok bez fluoresceinu roztok s fluoresceinem
MMAD [um] 6,44+0,35 5,33+0,51

GSD [um] 1,48+0,01 1,55+0,03

FPF [%] 21,2143,52 38,58+9,19
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Obrazek 17: Kumulativni distribuce aerosolil

6.2.2 Vysledky méreni dodani lipozomu do modelu plic

Jak 1ze vidét v tabulce 4, pokud srovname hmotnostni rozlozeni vdechnutych ¢astic aerosolu
Vv jednotlivych segmentech, pfiblizné stejnd ¢ast se ulozi v plicich a zlstane v naustku. Pro
1é¢bu je zadouci, aby se co mozna nejvetsi mnozstvi aerosolu ulozilo v plicich. Je ale nezadouct,
aby se tak velké mnoZstvi aerosolu zachytilo v naustku.

V tomto vyhodnoceni neni zahrnuta ¢ast lipozomového systému, ktera ziistala v nebulizatoru.
Z vazeni prazdného nebulizatoru, naplnéného nebulizatoru a nebulizdtoru po prob&hlém
experimentu bylo zjisténo, Ze v zafizeni zustalo 70 % hmotnosti roztoku.

Tabulka 4. Vysledky méreni na modelu plic

jednotlivé segmenty | hmotnostni procenta [%]
naustek 44,49

trachea 4,28

HDC 5,34

filtr 45,78

6.2.3 Vysledky nebulizace fagovych lyzata
Nejlepsi vysledky byly dosaZeny nebulizatorem Innospire® Elegance, zde byl titr nebulizaci

sniZzen o polovinu. Nejmensi titr byl zjistén u PARI® LC Sprint, kde doslo ke zmens$eni o téméf
jeden fad (viz tabulka 5).

39



Energeticky ustav Jana Kanska
FSIVUT v Brné Inhalatory a aerosoly pro lécbu bakterialnich onemocnéni

Tabulka 5: Vysledky titrace fagovych lyzatit

Vzorek Titr (PFU/mI)*  Titr po 24 h (PFU/ml)
Pavodni lyzat 4,97E+10 2,4TE+10
Aerogen Solo 1,23E+10 1,69E+10
PARI LC Sprint 8,67E+09 6,23E+09
Innospire Elegance 2,53E+10 1,80E+10

14 PFU (plaque forming units) je méfitkem mnoZstvi vird, které mohou lyzovat bufiky bakterii
(ScienceDirect 2022)
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7 Diskuse

V prvni ¢asti experimentu byly porovnany velikostni distribuce lipozomového systému pfi
pouziti nebulizatorti Pari LC Sprint Star a Aerogen Solo. Jak lze vidét v Tabulce 2, Pari LC
Sprint Star vyprodukoval vétsi mnozstvi FPF. Pravdépodobné to je zptisobeno tim, Ze miizkovy
nebulizator ma presné dané velikosti otvort, které tvoii sit’. A velikost ¢astic vytvotrenych timto
nebulizatorem hodné zavisi na tom, jaké vlastnosti ma nebulizovany roztok (Fink and Stapleton
2022). Zatimco u tryskového nebulizatoru se pfili$ velké ¢astice znovu nebulizuji diky narazeni
do ptepazek v nebulizatoru. Tudiz 1ze predpokladat, Ze pokud by bylo zadouci dodat co nejvétsi
mnozstvi Iéku pifimo do plic, byl by tryskovy nebulizator vhodnéj$im zatizenim.

Dale byly porovnany velikostni distribuce Cistého nosi¢ového lipozomového systému a
nosi¢ového lipozomového systému oznac¢eného fluoresceinem. Jejich MMAD se pfili§ nelisi,
tudiz by nemél byt vyznamny rozdil mezi jejich ukladanim v dychacich systému.

V druhé ¢asti experimentu byla pozorovana depozice lipozomového systému obarveného
fluoresceinem v modelu dychaciho systému. Pti porovnani hmotnostnich frakci v jednotlivych
segmentech se ukazalo, Ze 45,8 % hmotnosti znebulizovanych lipozomu se usadilo ve filtru.
Vzhledem Kk vysledkiim z méteni velikostni distribuce se takovéto usazeni dalo predpokladat.
Na druhou stranu se velké procento aerosoll (44,5 %) usadilo v naustku. To je pravdépodobné
zpusobeno typem dechového cyklu v tomto experimentu, protoze pies naustek byl veden i
vydech. Neni zde stabilni prutok vzduchu, ale vzduch se zde toc¢i. V literatuie se 0 tomto jevu
nepiSe. Z pribézného véazeni nebulizitoru bylo zjisténo, Ze v nebulizatoru zlstalo 70 %
hmotnosti roztoku. Jak jiz bylo napsano vyse, jedna se o tryskovy nebulizator a u tohoto typu
nebulizitoru miize zbytkovy objem tvotit velké procento pivodni davky (z ptivodni davky 3
ml mohou zbytkovy objem tvofit az 2/3 davky). Na obrdazku 18 lze vidét, Zze pii pouziti

Nominalni § Emitovana QInhalovateln .
davka davka divka Vflechnutelna
davka

. Nomin. davka 5 Vdechnuta
Objem ] Emit. davka| 1 otnost
zasobniku zbytk. davka | X Ti/Ttot x FPF

ssemi | o

GOml-1,0ml) 20mlx033) (1,1x50 %)

Obrazek 18: Maloobjemovy tryskovy nebulizator — kolik procent roztoku pacient inhaluje.
Nomindalni davka udava objem roztoku v nebulizatoru pred nebulizaci. Emitovana davka udava
rozdil nominalni davky a zbytkového objemu. Inhalovatelna davka uddava emitovanou davku
vynasobenou podilem casu nadechu ku casu dychaciho cyklu. Vdechnutelna davka udava
vdechnutou hmotnost vynasobenou procenty, které tvori FPF. Obrazek je prevzaty a upraveny
ze zdroje (Fink and Stapleton 2022)

15 Zbytkovy objem je mnoZstvi piivodni davky v roztoku, ktera ziistala v inhalatoru. Nékdy se mu také
fika mrtvy objem (Fink 2022).
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maloobjemovych tryskovych nebulizatora se do dychacich cest z ptivodni davky dostane pouze
11 % (vdechnutelné davka). To by mohlo vysvétlovat mnozstvi aerosolu, které pii experimentu
zustalo v naustku. (viz obrdzek 16) (Fink and Stapleton 2022).

Ultrazvukové nebulizatory maji podobné jako tryskové velky zbytkovy objem, ale jak jiz
bylo napsano v reserSni Casti, nejsou vhodnym typem inhalatoru pro fagoterapii. Mrizkové
nebulizatory na rozdil od tryskovych znebulizuji téméf cely roztok, ktery do nich naplnime.
Zustane V nich méné nez 10 % roztoku a tim se stavaji n¢kdy 1 tfikrat 0¢innéjsi nez tryskové a
ultrazvukové nebulizatory (Fink and Stapleton 2022).

Stabilita tohoto lipozomového systému byla jiz dfive zkoumana a bylo zjiSténo, Ze
nebulizace stabilitu zdsadné neovlivnila a nezménila ani velikostni distribuci lipozomovych
vezikul. O stabilité tohoto lipozomového systému nebulizovaného inhalatorem Aerogen Solo
je napsan ¢lanek (Szabova et al. 2021). Lze tedy piedpokladat, Ze by nebulizaci piezili i fagové
uvnitt vezikul.

V tfeti Casti experimentu byla zjiStovana stabilita fagovych lyzati po nebulizaci
jednotlivymi typy nebulizator. Nebulizatory maji tu vyhodu, Ze mohou dodavat fagovy lyzat
bez dalsiho zpracovani. Coz by bylo nutné u pMDI a DPI (Carrigy, Chang, Leung, Harrison,
Petrova, Pope, Hatfull, Britton, Chan, Sauvageau, Finlay and Vehring 2017). Nejmén¢ lyzaty
degradoval InnoSpire® Elegance, nebulizace zpusobila zmenSeni titru z pivodnich
4,97E+10 PFU/ml na 2,53E+10 PFU/ml. Naopak nejvice fagové lyzaty zdegradovaly pii
pouziti Pari® LC Sprint (na 8,67E+9 PFU/mI), vysledek je tedy o fad nizsi nez pivodni fagovy
lyzat. Pti porovnani se studii (Astudillo, Leung, Kutter, Morales and Chan 2018), kde byl
nebulizovan jiny druh faga lze fici, ze pokud je inhalaci dod4na davka v fadech 10%-
10° PFU/ml, tak je fagoterapie G¢inna. Tedy lze fici, Ze inhalace fagovych lyzati (pouZitych
V experimentu) vybranymi nebulizatory by byla pro 1é¢bu vhodna. Tento poznatek se shoduje
s reSerSi, kde bylo v kapitole 4.3.1.1 feceno, ze pro morfologicky stabilni fagy jsou jak
miizkové, tak tryskové nebulizatory vhodnou volbou k 1é€bé.
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8 Zavér

ReserSe ukazala, Ze pro fagoterapii je zatim nejvice prozkoumana inhalace pomoci
nebulizatorti. Pfi¢emz nejvhodnéj$imi zafizenimi jsou tryskové a mftizkové nebulizatory.
Ultrazvukové nebulizatory degraduji 1€ky citlivé na teplo. Lipozomy jsou termosenzitivni a
nékteti fagové také, z tohoto ditvodu ultrazvukové nebulizatory nejsou vhodnou volbou.

Po provedeni reserse byla experimentalné prozkoumana nebulizace lipozomu a fagovych
lyzati. Obé¢ tyto lékové formy by mohly byt pouzity pro fagoterapii, pticemz lipozomy jsou
vnimany jako vezikuly pro bakteriofagy.

ProtoZze jiz bylo ovéfeno, Ze stabilita lipozomalniho systému (ktery byl v experimentalni
¢asti pouzit) neni vyrazné ovlivnéna nebulizaci, v experimentalni ¢asti se pouze zjiStovaly
velikostni distribuce aerosolu a usazeni aerosolu v zjednoduseném modelu plic. Méteni
velikostni distribuce ukazala, ze PARI® LC Sprint Star vyprodukuje vétsi mnozstvi FPF nez
Aerogen® Solo, z toho vyplyva, ze by se do plic dostalo vétsi mnozstvi 1éku. Na druhou stranu
Aerogen je miizkovym nebulizatorem a tyto nebulizatory maji mnohem mensi zbytkovy objem
nez tryskové nebulizatory. Tedy neni vylouceno, Ze by se do plic dostalo stejné mnozstvi 1éku
pfi porovnani obou pfistrojii. Nebulizace lipozomalniho systému do modelu plic ukazala, ze
nejvetsi ast znebulizovaného 1éku se dostane do plic. Nicméné by bylo vhodné vyrazné snizit
mnozstvi aerosolu v ndustku.

Pti experimentu s fagovymi lyzaty bylo ovéteno, ze tryskové a miizkové nebulizatory
pouzity fagovy lyzat nedegradovaly tak, Ze by po nebulizaci nebyl schopen infekce. Ze tfi
pouzitych nebulizatorti se nejvhodnéjsim nebulizatorem ukazal InnoSpire® Elegance. Které
Z téchto tii zafizeni je pro fagovy lyzat nejvhodnéjsi vice ukdze méteni velikostni distribuce
aerosolu.

Bylo by vhodné vice se zaméfit na fagoterapii s pouzitim inhalatord MDI, SMI a DPI.
Tato zatfizeni jsou pro bézné uzivatele sympatictéjsi svoji skladnosti. OvSem v ptipadé DPI je
ptiprava suché formy léku naro¢néjsi, je tedy pochopitelné, Ze se studie vice ubiraji smérem
kapalné formy léku.
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Seznam pouzitych symboli

Symbol Rozmér Veli¢ina

d [m] prumér dychacich cest

dp [m] prumér ¢astice

D16 [m] aerodynamicky prameér

FPF [%0] fine particle fraction

g [ms?] gravitaéni zrychleni

GSD [um] geometricka standartni odchylka
MMAD [wm] medidn hmotnostniho rozlozeni ¢éstic aerosolu
Stk [-] stokesovo ¢islo

u [m-s?] stiedni rychlost Castice

Vs [m-s?] sedimentacni rychlost

Pp [kg:m?] hustota &stice

7 [-] dynamicka viskozita
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Seznam pouzitych zkratek

ZKratka Vyznam

AAD technologie adaptivniho dodévani aerosolu
CHOPN chronicka obstruk¢ni plicni nemoc
DPI inhalator pro praskovou formu 1éku
IPA inhala¢ni farmaceutické aerosoly
pMDI aerosolové davkovace

SFD spray freeze drying

SD suseni rozpraSovanim

SMI soft mist inhalator

TFFD thin film freeze drying

VHC komora s jednocestnym ventilem
WHO svétova zdravotnicka organizace
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