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Staphylococcus
aureus jako pivodce infekcnich
komplikaci kiiZe a mékkych tkani:
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Multimedialni sal Mendelania
Muzejni 2, Brno - Zelny trh
Workshop se v kona ramci FeSeni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214.

Workshop zac¢ina ve 13:00
Bietislav Lipouy :
Soucasny a hudouci management infekénich komplikaci u popalenych pacientu

Lubomir Janda
Historie enzymové terapie

LukaSVacek -
Teplotné stahilizované mutanty enzyhiotik a jejich antimikrobialni aktivita

Wyvoj animainiho modelu: iskali a jejich FeSeni
3
s{"ka Kohzova

Terapeuticky iéinek antimikrobialnich enzymovych krytii pfi IéEhé stafylokokové infekce v ranach

lucyVojtova = o o o
Vyuziti hiomaterialii na bazi hydrogelii jako nosici pro antimikrobialni enzymy

Enantis, Jan Herudek
Rustovy faktor FGF2-STAB - kandidatni Ié¢ivo pro hojeni chronickych ran

Czechrin, Regina Demlova, Farmakologicky ustav LF MU
Expertiza a portfolio ¢innosti vyzkumne infrastruktury GZECRIN

Jihomoravské inovaéni centrum UIC), Veronika Stépankova,
Pomoc s pienosem inovativnich technologii do praxe

Piedpokladany konec prezentaci 17:00
Registrace:



Staphylococcus aureus jako puvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Soucasny a budouci management infekénich
komplikaci u popalenych pacientu

Bretislav Lipovy
Klinika popalenin a plastické chirurgie LF MU a FN Brno
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Strucny prlvodce identifikaci ¢lenl tymu

Tohle mize

/ byt kdokoliv

/ (mimo Editu

Dr. Janda / —Dr. Jeklova)
Nevim

Ja
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Uvod

* LokdIni péce u pacientl s akutni a chronickou ranou zaznamenava
dramaticky pokrok. Prevalence infekénich komplikaci je stale
neuspokojivé vysoka.

* Léc¢ime pacienty, ktefi by v minulosti neméli Sanci na preziti
* Selhani pacientt pfi konfrontaci s PPMs
* NarUst rezistence patogenl

* Infekce kize a meékkych tkani reprezentuje nejcasteéjsi infekéni komplikaci viibec

vvvvvv

* Nardst prevalence rezistentnich kmenl (MRSA, VRSA, LR-VRSA apod.) a dile kmenQ
produkujich superantigeny (TSST-1, SSSS, PVL)
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Staphylococcus aureus jako puvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Kobzova $. et al. Epidemiol Mikrobiol Imunol. 2021
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Staphylococcus aureus jako puvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti
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Epidemiologie
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Struc¢ny popis komeréniho uplatnéni vysledkud projektu a jednotlivych milnika, véetné ¢asového planu feseni projektu:

Rizikové faktory pro rozvoj
infekcénich komplikaci

Ztrata integrity kozniho krytu a pfitomnost
nekrozy
Imunosuprese/Imunoparalyza
PFilis vysoky nebo nizky vék
Rozsah poskozeni nad 20 % TBSA

Invazivni vstupy/mechanicka
ventilace/“tracheostomy site infection”

latrogenni mutilace (donorska mista)

Dalsi nespecifické rizikové faktory kriticky
nemocnych pacientd

' Komorbidity
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Infekéni komplikace

* Tézce a kriticky popaleni pacienti jsou kazdodenné
konfrontovani s radou PPM

* Stejné jako u jinych skupin kriticky nemocnych je i u
popalenych pacientl zaznamendvan narUst rezistence PPM

* Délka hospitalizace koresponduje s rizikem rozvoje infekénich
komplikaci a narGstem rezistence jednotlivych PPM

Ze vsech kriticky nemocnych je délka
hospitalizace u téZce popalenych

' pacienttli nejvyssi!
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,Burn-wound sepsis continuum®

. Lokalni Systémova
Kolonizace x .
infekce infekce

'estup PPMs z prostoru supraeschariotického pres intraescharioticky prostor do prostoru subeschariotického a déle do hlubsich vrstev
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Modely infekéniho kontinua u popalenych pacient(

Kontaminace

Kolonizace Kolonizace Nizky pocet bakterii (<103 bakterii na gram

Kriticka kolonizace tkané) na povrchu, bez zndmek invaze a
systémovych pfiznaku

Infekce :  lokalni
systémova

Lokalni infekce | Pocet bakterii pres 10° bakterii na gram
tkané, lokdlni zndmky infektu, systémové
pfiznaky nejsou pritomny

Systémova Pocet bakterii pres 10° bakterii na gram

infekce tkané, infekéni agens zastizeny také v hlubsich
strukturach, systémové priznaky jsou
pfitomny

Celulitida Erytém a indurace v okoli popalené plochy

Nekrotizujici Agresivni invazivni infekce s poctem bakterii

infekce pfes 108 bakterii na gram tkané, vysoka

' (fasciitida) mortalita
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Staphylococcus aureus jako puvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Infekce popalené plochy

1) Kolonizace koZniho defektu — bakterie jsou pfitomny na povrchu defektu v malém mnoiZstvi, nejsou
znamky invazivity. <10° bakterii/gram tkané

2) Infekce kozniho defektu — bakterie jsou pfitomny ve vysoké koncentraci, nejsou znamky invazivity.
>10° bakterii/gram tkédné

3) Invazivni infekce — bakterie jsou pritomny v takovém mnoZstvi, aby se nesifily pouze horizontélné, ale
také vertikdlné do hloubky, postihuji také primarné nepopdlenou tkan.

4) Celulitida — bakterie jsou pfitomny ve vysoké koncentraci, prostupuji do hlubsich tkanovych struktur.
Vidy jsou pfitomny znamky sepse.

5) Nekrotizujici infekce/fascitiida — agresivni invazivni infekce, rychle se $ifici v podkozi zplsobujici

nekrézy.
6) Diagndza
- Objektivni (kvantitativni biopsie, kvantitativni otiskova metoda, kvalitativni stérova metoda, tkanova histologie)
- Subjektivni (bolest, zarudnuti, pred¢asné odlouéeni nekrotické tkané, prohloubeni popalené plochy)
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Nekroticka tkan

VCasné odstranéni nekrotické tkané je zakladnim stavebnim kamenem v lokalnim pristupu k
hlubokym popéleninam (SOC — Standard of care)
' Pouze timto pristupem muazZeme eliminovat v€asné a pozdni komplikace vychazejici s dlouhodobé
pritomnosti nekrdz v oblasti popalené plochy
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Soucasné moznosti odstranéni devitalizované tkane
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,Tracheostomy site infection”
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Infekce popalené plochy (klinické scénare)
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Etiologie infekce popalené plochy
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Staphylococcus aureus jako puvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti
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Antiseptika a jejich vyznam

* Narust rezistence PPM k nejrliznéjSim antimikrobidlnim preparatim

* Redukce rizika rozvoje infekénich komplikaci v oblasti poruseni
kozniho kontinua

* SSTI (cSSTI)
* Redukce potreby celkové podavanych antimikrobidlnich preparat(
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Spektrum antiseptickych a dezinfekénich prostredk

McDonnell G., Denver A. Clin Mlcrobiol Rev. 1999
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Antibiotika a jejich vyvoj

2005 — Doripenem

2005 — Tigecyklin

2010 - Ceftarolin fosamil

2011 - Fidaxomycin

2014 — Dalbavancin

2014 — Ceftolozan + tazobaktam
2014 — Ceftazidim + avibaktam

Supernova atb

»Neoglykosid“ Plazomicin (AG)
Delafloxacin (FQ)

Tedizolid (Oxazolidinon)

Eravacyklin, Omadacyklin (TTC)
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Topical antibiotics
Active substance Trade name

chloramphenicol Spersadex comp.

gentamicin Belogent, Dexa-gentamicin, Garamycin Schwamm, Gentadex, Gentamicin WZF
Polfa

tobramycin Bramitob, Tobi Podhaler, Tobradex, Tobrex

neomycin Framykoin, Pamycon, Maxitrol, Pimafucort

polymyxin Polygynax, Maxitrol

fusidic acid Fucidin, Fucicort

mupirocin Bactroban

ciprofloxacin Infalin duo

ofloxacin Floxal, Ofloxacin unimed

levofloxacin Ducressa, Oftaquick

moxifloxacin Vigamox

erythromycin Aknemycin, Zineryt

clindamycin Acnatac, Dalacin
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Antimicrobial resistence dynamics

https://healthcare-in-europe.com/en/news/global-opportunity-to-tackle-antibiotic-production-waste.html

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Five objectives of Global action plan on resistance

* to improve awareness and understanding of antimicrobial resistance
through effective communication, education and training

* to strengthen the knowledge and evidence base through
surveillance and research

* to reduce the incidence of infection through effective sanitation,
hygiene and infection prevention measures

* to optimize the use of antimicrobial medicines in human and
animal health

* to develop the economic case for sustainable investment that takes
account of the needs of all countries and to increase investment in
new medicines, diagnostic tools, vaccines and other interventions

https://www.who.int/publications/i/item/9789241509763
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Topické alternativy k etablovanym konceptiim

AZV NV19-05-00214 Study of therapeutic application of
antibacterial wound dressing for skin and soft tissue
infections in epidemiologically relevant strains of
Staphylococcus aureus - methicillin resistant

AZV NU20-05-00166 New approaches to infected wound
healing using hydrogels from Gum Karaya natural resin
modified with innovative components targeted at multidrug
resistant bacterial strains

AZV NU22-05-00475 Treatment of Infections Caused by
Multidrug-Resistant Bacterial Strains by Novel Antibacterial
Preparations Based on Cathelicidin Antimicrobial Peptides
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Diagnostika

* Kvalitativni hodnoceni (stérova metoda)
* Semikvantitativni hodnoceni (otiskovda metoda)
* QWB (pocet CFU/g tkané)
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Semikvantitativni metoda hodnoceni infekce
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Manuka med a jeho aplikace
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Larvalni terapie vs. akcidentalni myiasa
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Dékuji za pozornost
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Historie a sou¢asnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Sir Alexander Fleming
* Vroce 1928 objevil penicilin, ktery
zpUsobil revoluci v 1éceni

infekénich nemodci.

* UZalevroce 1922 objevil
antibakteridlni ucinky lysozymu.
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Dlouhd cesta k pramyslové vyrobé antibiotik?

Moderni priimyslové fermentace e 1948

Zacatky pramyslové
fermetace (kyselina
citronova, penicilin).

e V 50 letech 20. stoleti.

Zacind primyslova
produkce protein,
respektive enzym
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
Proc¢ se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Nebyly enzymy dlouho znamy?

LYSIS FROM WITHOUT OF S. AUREUS X, BY THE
COMBINED ACTION OF PHAGE AND VIROLYSIN*

Endolysm By DORIS J. RALSTON, BEATRICE S. BAER, MIRIAM LIEBERMAN,
anD ALBERT P. KRUEGER

(From the Department of Bacieriology, University of California, Berkeley)
(Received for publication, May 23; 1957)

Lysostafin
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc€ se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Nebyla dostatecna produkce lysostafinu? & =
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Nebyl zajem firem vyrabét antibakterialni enzymy?

Podporovatelem snahy produkovat
enzymy k |écbé stafylokokovych
infekci byla spolecnost:

Mead Johnson & Co., Evansville, Ind.

Na dobrovolnicich, ktefi méli
persistentni infekci S. aureus v nose
byly Uspésné zkouseny nosni kapky
(Quickel et al., 1971)
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Ve

Byla perspektiva antibakterialnich enzymi nedostatecna?

V Letterman Army Medical Center, v Kalifornii zkouseli |é¢it
stafylokokovou sepsi podanim infaze lysostaphinu.
» Vojak v pokrocilém stadiu akutni myeloidni leukémie mél
Stafylokokovou pneumonii, s mnohacetnymi abcesy a celulitidou.

» Pacient byl 1é¢en methicilinem, cephalotinem a vankomycinem
sériové i v kombinaci po dobu tfech tydnd.

> S. aureus detekovany ve sputu a z abscesU byl rezistentni na
methicillin a cephalotin. Byl viak citlivy na gentamycin a
vankomycin.

» Antibiotickd lé¢ba byla ukonéena 48 h pred zkouskou.

» Pacient dostal intravenosné 500 mg lysostafinu
> Jesté po 4 h byla v krvi detekovéna koncentrace lysostaphinu 10 pg/ml.

> Klinické vzorky jako krev, sput a abscesy byly kultivacné negativni.
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc€ se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Bylo slozité schvalit produkt?

Spolecnost Biosynexus Corp. vyvinula lysostafinovy krém pro nazalni dekolonizaci S. aureus. V soucasné dobé
je tento krém v 1-2 fazi klinickych studii. Doposud se prokazala bezpecénost i ucinnost tohoto krému.

Patent na topickou kompozici lysostafinu
ve farmaceuticky pfijatelném nosici byl
podan v roce 2004.

Na stafylokokové infekce véetné mAb nebo lysostaphinu eviduje tato firma 24 patent.

Staphefekt™, vyvinuty spole¢nosti Micreos, je prvnim
endolyzinem na svété dostupnym pro lidské poufziti na
neporusenou kazi.
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Proc se ani po sto letech nedafi uvést na trh enzymovy antibakterialni
preparat proti S. aureus?

Antibakterialni enzymy (enzybiotika) lehce podléhaji denaturaci a degradaci. Je
potreba zvysit jejich stabilitu (termostabilitu) a vylepsit jejich ptisobeni - biobetter.

Vyuzit ke stabilizaci enzybiotik kryt — zapojit do fungovani enzym( nosicovy
biomaterial.

VétsSina enzymu funguje in vitro bezvadné. Je proto nutné testovat enzymy primo v
rané a k tomu je potfeba dobry animalni model.

Malo se pfri aplikacich vyuziva synergii enzymt a antibakteridlnich peptidl —
pouzivat koktejly enzybiotik.
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
pro¢ se nedafi dostat enzybiotika k pacienttiim.

Chceme pouzit koktail enzymi a peptidi
Endolysin Lysostaphin Catelicidin

Bakteriofag ®812 S. simulans Homo sapiens, Ovis aries, Sus scrofa
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc€ se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Vlastni expresni systém: bez licen¢nich poplatkt

Vytézek:
Endolysin F1: 200 mg/L
' Lysostaphin: 200 mg/L
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Je nutna optimalizace genu pro hostitele: frekvence kodonud (optimalizovano pro E. coli)

Gen pro lidsky catelicidin LL-37 pfed a po Upravé frekvence kodonl
0,35 0,93

Distribuce frekvence vyuziti kodonu po délce genové sekvence. CAl 1,0 je povazovan za dokonaly v poZzadovaném
' expresnim organismu a CAI> 0,8 je povaZovan za dobry z hlediska vysoké Grovné genové exprese.
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
pro¢ se nedafi dostat enzybiotika k pacienttiim.

Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Optimalizace funkénich domén: sniZzeni po¢tu domén, nahrazeni novymi.

signalni
peptid  propeptid endopeptidaza a M23 SH3b
Lysostaphin
endopeptidaza a M23 SH3b
Stophylococcussimulos T
CHAP endopeptidaza amidaza SH3b
Endolysin F1

CHAP endopeptidaza SH3b

' Bakteriofdag ®812 (F1) .:|:|:-:.
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc€ se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Optimalizace funkénich domén: nahrazeni domén novymi.

» Ubikvitin zvySuje 20x expresi lysostaphinu i endolysinu
» His6 nahrazen His14 zlepsSuje cisténi proteinl

Lysostaphin pikyitin endopeptidéza a M23 SH3b

HHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSG

ubikvitin CHAP endopeptidaza SH3b
Endolysin F1

' HHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSG
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Optimalizace funkénich domén: zlepSeni teplotni stability.

Vliv i na trvanlivost enzymu
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Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb Zména stavu/rozpustnosti — vliv na sklad
pro¢ se nedafi dostat enzybiotika k pacienttiim.
Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Optimalizace funkénich domén: zlepSeni stability vii¢i proteazam a délce skladovani.

endopeptidaza a M23 SH3b elastin (100 x V-P-G-V-G)

_:-l“‘x'i'x“ s

ELP-elastinovy protein

Protein flzovany s ELP pfi teploté niZsi nez T, monomerni a rozpustny
' Protein flzovany s ELP pfi teploté vyssineZ T, zacne agregovat -nerozpustny

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc€ se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

Maximalné chceme vyuzit rekombinantni technologie

Optimalizace funkénich domén: produkce elastinového proteinu v rostlinach.

endopeptidaza a M23 elastin (100 x V-P-G-V-G)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
proc se nedafi dostat enzybiotika k pacientim.

,Kick off“ meeting 30. 4. 2019

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Historie a soucasnost enzymové terapie
aneb
pro¢ se nedafi dostat enzybiotika k pacienttiim.

Hlavnim navrhovatelem AZV projektu v roce 2014 — byl MUDr. Bretislav Lipovy. Pan doktor pti podani navrhu
nemél ani titul PhD, coZ bylo jednim z dGvod( nepfijeti projektu.

doc. MUDr. Bretislav Lipovy, Ph.D., MBA, LL.M.

Prof. MUDr. Bretislav Lipovy, Ph.D. et Ph.D., MBA, LL.M.

Dékuji Vam za pozornost

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214







Staphylococcus aureus jako ptivodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Teplotné stabilizované mutanty
enzybiotik a jejich antimikrobialni
aktivita

Wi ”

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Endolysin T1

* rekombinantni varianta endolysinu
LysF1 (resp. Lys K)

* Stépeni vazby p-Ala—Gly (2)
* lysostaphin (1)

* lysozym (3)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Metodika pfFipravy a testovani enzymtu

* expresni vektor pUbEx15 (E. coli)

* enzymy obsahuiji tzv. histidinovou kotvu (His-tag) a ubikvitinovou doménu
pro zlepSeni exprese

* separace afinitni chromatografii (FPLC, HisTrap)

 Stépeni TEV protedzou pro odstranéni ubikvitinu

* dialyza do octanu amonného

* testovani antimikrobialni aktivity na kmenech MRSA:

* 90 ul bakterialni suspenze (OD600 = 0,2) + 10 uL endolysinu
(findIni koncentrace 1,56 aZ 50 pug/mL)

* kultivace po dobu 24 hodin, méreni OD kazdych 5 minut

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214
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Dalsi modifikace ve strukture endolysinu

* dalsi mutace (endolysin T1 zaklad):
* dvojnasobné: RL, SI, AP, GP
* trojnasobné: RL+GP, RL+SI, GP+SI, GP+AP, SI+AP

* fada z nich vykazuje zlepSeni stabilitnich a antimikrobialnich vlastnosti

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Teplotné stabilizované mutanty endolysinu: zavér

* zavedeni mutaci ovliviiuje aktivitu endolysin(

* zlepSeni teplotni stability vede k moZnosti delSiho skladovani
a prodlouzeni pouzitelnosti enzymu

* nékteré mutace pozitivné ovliviujici teplotni stabilitu prodluzuji
i dobu ucinku endolysinti

* modifikace stdvajicich antimikrobidlnich enzym( mohou pfispét
k 1écbé rezistentnich kmen( patogen(

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Staphylococcus aureus jako ptvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Terapeuticky ucinek
antimikrobialnich enzymovych
krytl pri léCbé stafylokokové
infekce v ranach prasat

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Enzybiotika v antimikrobialnim kryti ran

* polymer = smés kolagenu (0,5%) a karboxymethylcelulézy (0,7%)
* lyofilizované kryty — polymer + enzymy v roztoku — lyofilizace
* hydrogel — polymer + enzymy, aplikace injekéni stfikackou

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Antimikrobialni aktivita hydrogelu s enzybiotiky

CMC, kol. bez proteinQ CMC, kol. + lysostafin (40 ug/mL)  CMC, kol. + lysostafin (40 pug/mL)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Antimikrobialni aktivita lyofilizovanych krytt

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Casové schéma experimentu

* 1.den provedeny defekty, infekce
S. aureus (1x10°-5x101°CFU/mL)

* 4. den kontrola, odbér vzorku
aplikace enzymatickych kryta

* 8.den kontrola, odbér vzorku
aplikace enzymatickych krytt

* 11.den kontrola, odbér vzorku
aplikace enzymatickych kryta

15. den kontrola, odbérem vzorkd

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Odbér vzorku

* mikrobiologie — otisky, biopsie

* sledovani exprese
prozanétlivych cytokint (RT-PCR)

* histologie
* vyhodnoceni fotografii ran

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

DalSi postup

* aplikace 1 x za 3 dny (1 mg/rana) — bez antimikrobialniho efektu

nové: aplikace 5 mg proteinu na ranu v 2,5 mL hydrogelu

kazdodenni lécba po dobu 7 dnli (poté po 2 resp. 3 dnech)

* na polovinu ran aplikovan zaroven endolysin i lysostaphin (5+5 mg)
* potreba velkého mnoiZstvi proteinu: kultivace ve fermentoru

* vytéZek: az 800 mg z jedné kultivace (4 L)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Vyhodnoceni fotografii ran

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Vysledky antimikrobialniho hodnoceni

N — nelécené
L —lécené lysostafinem
LE —|éCené lysostafin i endolysinem

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Sledovani reakce imunitniho systému

* IL-1B, IL-8, TIMP1, MMP1, TGFB1
* vyznamny rozdil u vSech markeru

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Histologie

* dr. Makovicky
* srovnani neléCenych a léCenych prasat
* nejvétsi rozdil u nekrézy a edému

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Lécba enzybiotiky: zavér

* potencial v Iécbé infekci zplisobenych rezistentnimi kmeny bakterii
* synergicka aktivita v pfitomnosti antibiotik

* komercéné dostupny rekombinantni endolysin je Staphefekt SA.100
* |éCivo vhodné pro topickou aplikaci na klzi, které se specificky zaméruje
na bakterie S. aureus, véetné MRSA kmen(
* Staphefekt SA.100 byl v Evropé registrovan jako zdravotnicky prostredek
1. tfidy.
* Staphefekt — aplikovan 2 x denné, lokalné na neporusenou kuzi
* krém pro lé¢bu akné, ekzém, impetigo... (MRSA)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214










S. aureus NRL/St 08/192 (MRSA)

izolovan z kozniho abscesu ve
Fakultni nemocnici Motol (2008)

ST30/SCCimnec IV/t019

produkujici Panton-Valentine
leukocidin

S. aureus PS187 (MSSA)

slouzi jako propaga¢ni kmen pro
bakteriofaga 187 (1955)

ST395

S. aureus NRL/Atb 5921 (MRSA)

0 izolovan z krevniho obéhu pacienta
s chronickym onemocnénim ledvin
ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové (2005)

ST22/SCCinec IV/t020

S. aureus PS187 (MSSA)

0 slouzi jako propaga¢ni kmen pro
bakteriofaga 187 (1955)

o ST395




S. aureus NRL/Atb 5921 (MRSA)

0 izolovan z krevniho obéhu pacienta
s chronickym onemocnénim ledvin
ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové (2005)

ST22/SCCinec IV/t020

S. aureus NRL/St 08/192 (MRSA)

izolovan z kozniho abscesu ve
Fakultni nemocnici Motol (2008)

ST30/SCCmec IV/t019

produkujici Panton-Valentine
leukocidin







Rozvoj signifikantni ranné infekce béhem nékolika dni po inokulaci.

Tato infekce ktize a mékkych tkani byla potvrzena na ziakladé mikrobiologiclkého, histologického, molekularné
biologického i klinického hodnoceni jiz pfi prvnim pifevazu 4. postinokula¢ni den.

Chirurgicky provedeny defekty pouze kozniho krytu, bez podkozni tkané.

Aplikace inokula v koncentracich 1,8 x 10° - 6,6 x 10'° CFU/mL ihned po vytvoieni defektii a pfi pfevazu
nasledujici den.

Zadna systémova antimikrobialni terapie.




Po implementaci téchto zmén se jiz infekce ki1ize a mékkych tkani s dostatecnou bakterialni nalozi dafi udrzet po
potiebnou dobu 14 dni.

Tato infekce ktize a mékkych tkani byla potvrzena na ziakladé mikrobiologického, histologického, molekularné
biologického i klinického hodnoceni pii pievazech 4., 7., 10. i 14. postinokulaé¢ni den.

Asepse a antisepse béhem chirurgickych vykont i pfevazi (alkoholovy roztok PVP-j6du).

Systémova antimikrobialni terapie Shotapenem.







Staphylococcus aureus v mnozstvi 10% - 103 CFU / 25 cm? byl prokazan u vSech vzorku odebranych otiskovou
metodou. Kontaminace Escherichia coli a Staphylococcus chromogenes byla pozorovana pouze u jednoho prasete
4. den po inokulaci. Jejich mnozstvi se pohybovalo v mnozstvi <10 CFU / 25 cm?

Vysledky kvantitativniho hodnoceni mikroorganismii ve vzorcich tkané odebranych z defekti koreluji s vysledky
semikvantitativni metody. Priomérné mnozstvi bakterii > 10¢ CFU / g tkané bylo naméfeno 4. den po inokulaci.
Opakovany odbér tkané v nasledujicich dnech experimentu ukazal mirny narast bakterialni naloze v ranach. Po
celou dobu experimentu (15 dni) se pramérné mnozstvi patogenu udrzovalo > 10° CFU / g tkané.




Na histopatologickych preparatech mtizeme v pocate¢nich fazich pozorovat hluboké defekty s nekrotickou
spodinou, povrchové soustiedéné shluky bakterii s vyraznym kulatobunéénym infiltratem. Postupné se rozviji
intenzivni proliferace mékkych tkani s tvorbou primitivni vazivové tkaneé a strupy v rizném stadiu zrani.

V kone¢né fazi vidime masivni granulom s pozvolnou progresivni reepitelizaci z okrajti defekti.
















Staphylococcus aureus jako ptivodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Terapeuticky ucinek
antimikrobialnich enzymovych
krytu pfri lécbé stafylokokové
infekce v ranach prasat

Wi ”
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Enzybiotika v antimikrobialnim kryti ran

* polymer = smés kolagenu (0,5%) a karboxymethylceluldzy (0,7%)
* lyofilizované kryty — polymer + enzymy v roztoku — lyofilizace
* hydrogel — polymer + enzymy, aplikace injekcni stfikackou

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Antimikrobialni aktivita hydrogelu s enzybiotiky

CMC, kol. bez proteinl CMC, kol. + lysostafin (40 ug/mL)  CMC, kol. + lysostafin (40 ug/mL)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Antimikrobialni aktivita lyofilizovanych kryta

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Casové schéma experimentu

* 1.den provedeny defekty, infekce
S. aureus (1x10°-5x10° CFU/mL)

* 4.den kontrola, odbér vzorku
aplikace enzymatickych kryti

* 8.den kontrola, odbér vzorku
aplikace enzymatickych kryti

* 11.den kontrola, odbér vzorku
aplikace enzymatickych kryti

' 15. den kontrola, odbérem vzork

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Odbér vzorku

* mikrobiologie — otisky, biopsie

* sledovani exprese
prozanétlivych cytokind (RT-PCR)

* histologie
* vyhodnoceni fotografii ran

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Dalsi postup

* aplikace 1 x za 3 dny (1 mg/rana) — bez antimikrobialniho efektu

* nové: aplikace 5 mg proteinu na ranu v 2,5 mL hydrogelu

* kazdodenni lécba po dobu 7 dnl (poté po 2 resp. 3 dnech)

* na polovinu ran aplikovan zaroven endolysin i lysostaphin (5+5 mg)

* potreba velkého mnozZstvi proteinu: kultivace ve fermentoru
* vytéZek: az 800 mg z jedné kultivace (4 L)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Vyhodnoceni fotografii ran

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Vysledky antimikrobialniho hodnoceni

N — nelécené
L —lécené lysostafinem
' LE —|éCené lysostafin i endolysinem

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214




Sledovani reakce imunitniho systému

« IL-1B, IL-8, TIMP1, MMP1, TGFB1
* vyznamny rozdil u vSech markeru

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Histologie

* dr. Makovicky
* srovnani nelécenych a lé¢enych prasat
* nejvétsi rozdil u nekrézy a edému

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Lécba enzybiotiky: zavér

* potencial v Iécbé infekci zplisobenych rezistentnimi kmeny bakterii
* synergicka aktivita v pritomnosti antibiotik

* komercné dostupny rekombinantni endolysin je Staphefekt SA.100
* |écivo vhodné pro topickou aplikaci na k(zi, které se specificky zaméruje
na bakterie S. aureus, véetné MRSA kmenU
* Staphefekt SA.100 byl v Evropé registrovan jako zdravotnicky prostredek
1. tridy.
* Staphefekt — aplikovan 2 x denné, lokalné na neporusenou kuzZi
* krém pro lé¢bu akné, ekzém, impetigo... (MRSA)

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214







Staphylococcus aureus jako puvodce infekénich komplikaci kiize a mékkych tkani:
soucasné a budouci terapeutické moznosti

Vyuziti biomaterialli na bazi hydrogeld jako nosict pro
antimikrobialni enzymy

Doc. Ing. Lucy Vojtova, Ph.D.
Ing. Katarina Kacvinska

http://biomaterials.ceitec.cz/

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214
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Hydrogely = polymerni sité

—) =) | O

orNe

Polymerni fetézce Polymerni sit’ Hydrogel
* 3D struktura
* Ve vodé botna
* Rizeno vlivy
* Fyzikalni: pH, T, porozita, morfologie, pfiprava - technologie
* Chemické: M, derivaty, funkéni skupiny (OH, COOH, NH2)

https://pubs.rsc.org/image/article/2019/tb/c8tb02331j/c8tb02331j-f3 hi-res

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Ptiprava hydrogell —
techniky sitovani s

Weikang Hu a spol.:Advances in
crosslinking strategies of biomedical
hydrogels. Biomater Sci. 2019
26;7(3):843-855

https://pubs.rsc.org/en/content/articl
ehtml/2019/bm/c8bm01246f

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214
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Biomimetické nosice enzybiotik Bios = Life

Mimesis = Imitate

Infekéni rana

Struktura kGze

Lyofilizovand péna

Design: Antibakterialni
péna na bazi kolagenu

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 4
v ’ v rd (4
Slozeni pénového nosice (kryogel)
. Polysacharid:
Protein: y
Derivat celulézy
kolagen typu |
Fyzikalni analyzy:
Botnani, degradace
o LYSSTAPH-S uvoliiovani (UV-VIS)
Bioaditivum:
Testovani in-vitro:
| Enzybiotikum LYssTAPH-S |
Antibakterialni testy
Testovani in-vivo:
LYSSTAPH-S: rekombinantné upraveny stabilizovany lysostaphin Infekéni model prasete
5
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Morfologie pén (SEM)

Cista péna Péna + Lysstaph-S

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 6




Morfologie pén se soli PBS/NaCl (SEM)

Cista péna: + stil PBS/NaCl Péna + sul PBS/NaCl + Lysstaph-S

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

2

Hydrolyticka stabilita

* nosic + fyziologicky roztok = inkubator (37°C)

Zaveér: soli snizuji stabilitu nesitovanych vzorku

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214

Antibakteridlni d¢innost pén s LYSSTAPH-S na SA

= Krevni agar + S. aureus kmen 244(ST 8) + pény s LYSSTAPH-S (1 — 6 konc.)

Pény bez soli PBS/NaCl (reference) Foams se soli PBS/NaCl (ImM/5mM)

Inkubace pfi 37°C /18 h

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214
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In vitro biokompatibilitni testy pen

(IF=5,044, Q1, TOP1)
Live/Dead assay hADSCs bunék kultiovovanych ve

vyluzich pén po dobu 1 a7 dni
(Zivé — zelené, mrtvé — Cervené, zbytky pén — Zluté)

Workshop se kond v ramci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 10

In vivo infekéni model — pouziti pén s LYSSTAPH-S

Vytvoreni defektu + infekce Pouziti pén s LYSSTAPH-S Hojeni infekénich defektl

Workshop se kond v ramci feseni vyzkumnéhd brojektu AZV N19-05-00214 1

Hydrogely + LYSSTAPH-S: Platelet lysis assay
Staphylococcus aureus ST 395

Workshop se kond v ramci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 12




Hydrogely + LYSSTAPH-S: Platelet lysis assay

Staphylococcus aureus ST 30

Workshop se kond v ramci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 13

Hojeni in vivo — kombinace LYSSTAPH-S a Endolysinu

t=0dni - aplikace t=4dny t=7dni t=11dni

Workshop se kond v ramci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 14

* Lucy Vojtova

Lucy.Vojtova@ceitec.vutbr.cz

* Katarina Kacvinska

* Jana Dorazilova
* Jana Brtnikova

http://biomaterials.ceitec.cz/

| L
<4
-
MINISTERSTVO ZDRAVOTNICTVI
CESKE REPUBLIKY

Podékovani celému tymu projektu AZV — enzybiotika!!!

Workshop se kona v rdmci feseni vyzkumného projektu AZV N19-05-00214 15







Ruistovy faktor FGF2-STAB -
kandidatni lé€ivo pro hojeni
chronickych ran
Jan Herudek

= Biotechnologicka firma zaloZena v roce 2006

= Spin-off Masarykovy univerzity

= Proteinové inZenyrstvi

»  ZvySovani stability protein(

> ZvysSovani biologické aktivity proteind

= Hlavnim zaméfenim jsou rdstové faktory

Stabilizace rustovych faktoru proteinovym

inzenyrstvim

BéZny protein Stabilizovany protein

:> Teplota tani ::;
zvysend o 19°C

T, = 54°C T,=13C
Molekula Indikace Stav
FGF2-STAB Chronické rany Preklinickd studie efektivity

FGF10-STAB Regenerace plic (ARDS) Vyvoj formulace




Rustovy faktor FGF2

Fibroblastovy rastovy faktor (Fibroblast Growth Factor 2)
= Klicova role v proliferaci a diferenciaci bunék
= Stimuluje migraci fibroblastd a angiogenezi

= Ucastni se hojeni ran a re-epitelizace tkani

= FGF2 wild-type je malo stabilni

FGF2-STAB

= Stabilizovana forma FGF2 proteinovym inZenyrstvim
= 50x del3i polocas Zivota proteinu oproti FGF2 divokého typu
= Rekombinantni protein vyrabény expresi v £. colf

=  Patentovany

FGF2-STAB
t, > 20 dni

densiy]

Aktivita

g
s
£

FGF2 wild-type
t,, = 10 hodin

[dny]

Vyuziti FGF2-STAB

Vyzkum a vyvoj
Kultivace kmenovych bunék

Kultivované maso
Nahrada Zivocisné produkce masa

OO

Kosmetika
Regenerace kiize

Farmacie
Lécha Spatné se hojicich ran

OO




Lécba Spatné se hojicich ran

Chronické rany, které se Spatné hoji

= Diabetickd noha, popaleniny

= Pooperacni rany, amputace

Komplexni lé¢ba
= Chirurgické odstranéni nezivé tkané

= Hydratujici a tlakova kryti

= Antibiotika k potlaceni infekce

= Rastové faktory

Pro¢ stabilizované rustové faktory?

Snizena proliferace bunék a angiogeneze v chronickych ranach

» Podani exogennich rastovych faktord

Zvysena proteolyticka aktivita v chronickych hranach

> Rustové faktory divokého typu jsou malo stabilni

> FGF2-STAB jako nové, kandidatni lécivo

> Stabilngjsi nez soucasné dostupné rastové faktory

FGF2-STAB Sprej pro hojeni chronickych ran

= Stimuluje pfirozeny proces hojeni

= Vy33i stabilita proteinu v rané

= Méné Casta administrace a pfevazy

= Bezholestna, topickd aplikace pomoci spreje

= Neobsahuje toxické aditiva

= FGF2-STAB musi projit schvalovacim procesem pro nova léciva




Legislativni specifika FGF2-STAB

= Rekombinantni protein produkovany v £. coli
=  Modifikovany protein mutagenezi

= Rustovy faktor (riziko karcinogenicity)

Vyvoj FGF2-STAB

Preklinicka faze Klinicka faze
Studie GMP Hodnoceni EMA :
efektivit rodukce bezpecnosti SEE
Y P P Advice
2022 2023 2024
Fund raising

l. Preklinické hodnoceni uc¢innosti

= Diabeticky potkan, chirurgicky vytvofena rana (5 cm?)
= Aplikace FGF2-STAB sprejem na ranu
= Nalezeni efektivni davky (0.25 a 2.5 ug/cm? + kontrola)

= Délka studie 29 dnu (polovina zvifat usmrcena po 15 dnech)




l. Preklinické hodnoceni uUci

Sledované parametry
1. Rychlost uzavirani rany v case
2. Histologie

3. Exprese pro-hojivych gent (RT-qPCR)

Viyhodnoceni studie Q1/Q2 2023

Il. Preklinické hodnoceni

bezpecnosti

= 2 zvifeci modely (potkan + prase/pes) v GLP kvalité

= FGF2-STAB v GMP kvalité

= Studie bezpecné davky
= Testy chronické toxicity (opakované podani)
= Toxikokinetika

= Farmakokinetika

Vyvoj FGF2-STAB

Preklinicka faze Klinicka faze
Studie GMP Hodnoceni EMA :
efektivit rodukce bezpecnosti SETie
Y p p Advice
2022 2023 2024
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Fund raising
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Expertiza a portfolio Cinnosti

vyzkumneé infrastruktury
CZECRIN

Regina Demlova, Farmakologicky ustav LF MU

www.czecrin.cz

... towards patient-oriented medicine!

KDO/ KDE JSME

+ CZECRIN je akademickou infrastrukturou podporujici realizaci
primarné nekomeréniho klinického vyzkumu v Ceské republice

+ Jako Cesky uzel Evropskeé sité infrastruktur klinického vyzkumu
ECRIN-ERIC zasadnim zpusobem pfispiva k zapojeni akademickych
instituci do mezinarodnich projektt klinického vyzkumu

+ CZECRIN disponuje unikatni siti zahrnujici vétSinu vyznamnych
klinickych pracovist s orientaci na klinicky vyzkum a poskytuje
znalostni, vyvojové, vyrobni a implementacni kapacity v oblasti
vyzkumu a vyvoje léCiv a zdravotnickych prostredku; nastavuje
kvalitu procest dat s ohledem na aplikaci FAIR principu a je rovnéz
centrem pro kultivaci a edukaci v oblasti KS

WWww.czecrin.cz

... towards patient-oriented medicine!

CZECRIN IDENTITA

www.czecrin.cz




... towards patient-oriented medicine!

VZNIK

+ CZECRIN byl zaloZen rozhodnutim Ministerstva $kolstvi, mladeze a t&lovychovy (MSMT) v bieznu
2014 na zakladé spoluprace mezi Masarykovou univerzitou (MU, hostitelska instituce) a Fakultni
nemocnici u Sv. Anny v Brné (FNUSA, partnerska instituce) tvofici celonarodni védeckou sit

- Od ledna 2018 je CR pInym &lenem evropské sit& ECRIN-ERIC

www.czecrin.cz

o ¢




... towards patient-oriented medicine!

NARODNI{ NETWORK

- Sit center klinického vyzkumu (Clinical Trial Units
= CTU) pokryva celé uzemi CR

+ Zahrnuje vétSinu univerzitnich nemocnic a
predstavuje sit kontaktnich a podplrnych
jednotek propojujicich klinicka pracovisté s
dal§imi sitémi a kapacitami CZECRIN

www.czecrin.cz

... towards patient-oriented medicine!

Pristupovani nemocnic do CZECRIN National Network CTU do
roku 2022

« FNUSA
« FN Brno
*FN Qstrava

« FN Hradec
Kralové

» FN Kralovské
Vinohrady

» Thomayerova
nemocnice

* FN Plzen

FNUSA — Spolupfijemcem projektu, od roku 2013 koordinuje CZECRIN National Network CTU.
Od roku 2023 pldnujeme zapojeni dalSich 2 nemocnic.

WWww.czecrin.cz

... towards patient-oriented medicine!

DISEASE ORIENTED NETWORKS

+ Napfi¢ jednotlivymi diagn6zami a medicinskymi obory jsou v souladu se strategii CZECRIN,
nejnovéjSimi trendy a védeckymi poznatky definovany prioritni oblasti klinického vyzkumu

+ V téchto oblastech/vyzkumnych smérech jsou pod vedenim renomovanych klinickych expertt
budovany oboroveé orientované sité (DONet) spolupracujicich zdravotnickych pracovist a zapojenych
Iékart spolupracujicich s koordinatory klinickych studii CZECRIN

+ Sité sdruzené v DONet sdileji podplrné a odborné kapacity CZECRIN a Uzce spolupracuji s
ostatnimi sitémi

www.czecrin.cz
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DONet CZECRIN

STROKE

ONCOLOGY
RARE/ PEDIATRICS
INFECTOLOGY

ATMP

CZECRIN clinical trials

... towards patient-oriented medicine!

RCC_DC POEM GabaNeuBol DISCHARGE pjscl Protarget ROTCLOT
CZECH-CIT TIGER Fluoroc Disulfiram  SECURE ProOf Prosperity TICAF
holin Ependymoma FAIRPARK Il TENSION TDM-TKI M.AR.S.
KDO D STOPRHEA  CPU002 PopART  PD-MIND  PSIKET
C1311  ReNETA GASTRO-PET SgoTPp  Far-RMS  Psilo-Palio
EuroHYP CELLMIN DESFODEL Classic GlioMET
VISION-DMD GlioART Umbrella TTV
CPU001 CD133  2DERM  GaDOTATOC
RIMINI MSC-MU HALF LiREM
RASMIR Ponderosa AcT
Prague-23 JAK-SPARE1
KDO-2 Pona-CELL
EWALL
Blina-CELL
HATC-19
Solidarity
CZAR-1
ETAPR

WWww.czecrin.cz

... towards patient-oriented medicine!

www.czecrin.cz




SPOLUPRACE

+ Nabizime svou expertizu a komplexni sluzby pro
realizaci klinického vyzkumu v Ceské republice

+ Spusténim novych webovych stranek jsme
usnadnili pfistup ke spolupraci na realizaci
klinického vyzkumu

+ Nové stranky nabizi také komplexni informace o
expertize CZECRIN a tim podavaji také jasnou
informaci o tom, jak muze CZECRIN pomoci v
realizaci konkrétniho projektu

* WWW.CZecrin.cz

... towards patient-oriented medicine!

www.czecrin.cz
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Our founders

Orchestrating the
innovation strategy
of the region

Developing an open
innovation ecosystem

Empowering people
to do business

JIC’s role




Small companies

Individuals

dIE Services for companies

o
Services for ecosystem W
champions

ATwnainiant

| influence what happens in the region

Mid/-sized companies

. . . o]
Services for growing companies n

| make the most of the potential for fast growth—both for my business and
for me personally. | am innovating a selected part of my business

ATVNGIAIGNI

Services for new companies

| have a guide to support me as | start doing business. | am setting up a growth strategy

El
H
1

Services for people who’d like to do business

Clarifying to myself whether I'd really like to do business

Raising awareness of doing business

Learning everything there is to know about doing business

&8

310300

JdIE

1,264

students

219

early-stage startups

242
In 2021, JIC

supported:

start-ups / small and mid-
sized companies

464

members of the JIC+
community




dIE

The most successful companies of #brnoregion

JIC empowered

dIE

Scaleups from #brnoregion empowered by JIC

JdIE

x Our staff

244




dIE

Our experts

3ML03TI00

dIE

JIC facilities

KUMST

Udolni 495/19
Brno-stfed
602 00

JIC INBIT

Kamenice 34
Brno-Bohunice
625 00

JIC INMEC

Purkyiova 127
Brno-Medlanky
61200

JIC INTECH

U Vodarny 2
Brno-ZabovFesky
616 00

JdIE

JIC family




dIE .. . . Innovation ecosystem




Supporting
entrepreneurial
minds with
good ideas

dIE JIC empowers entrepreneurs

Entrepreneurial skill development
Business consulting and mentoring
Investment and grant funding
Connection with other entrepreneurs

Coworking, offices, laboratories, FabLab

N N N N S N NN

AIE JIC empowers entrepreneurs
Is there a sufficient addressable market
How your product solves customers’ problems
Why customers should buy from you and not from the competitor
Where to raise capital to fund the development
How to attract investors
How to recruit and hire top people
How to split equity among founders
What are the terms of the agreement with the university




JIics Funding

GRANTS I
* Horizon Europe (EIC Accelerator) N
* Prototype and Verify (Prototypuj a ovéfuj) program = 5§ a
- ESABICBmMO -
INVESTORS AN
* How to find investors for your business =~~~ o
* Feedback to your pitchdeck S
« JIC Ventures fund T

M=  JIC empowers entreprencurs




dIE JIC empowers entrepreneurs

dIE JIC empowers entrepreneurs

>

Eylmuiche  |NMmnmwi,  nmmwe 1 sEamummeé

dIE EIC Accelerator Horizon Europe




JIC
empowers
entrepreneurs

WWW.JiC.CZ
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