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Capsid head

Les phages

"\/irus s'attaquant spécifiqguement aux bactéries Sheat

=Spécifique d’'une bactérie e

Spikes

"|noffensifs pour I’"homme Tail Fiber
"Biomasse la plus importante sur terre Taylor Meet al, Pharmacotherapy, 2020

"Présents de maniere ubiquitaire dans
I'environnement (méme dans environnements
hostiles)

"Impliqués dans I'équilibre environnemental
bactérien



Les phages

3. DNA integration into bacterial genome 4. Bacterial multiplication

Lysogenicor
temperate cycle

1. Bacteria recognition 2. DNA injection into cytoplasm
and phage adserption

3. DNA replication 4. Phage assembly 5. Bacterial lysis and
release of phages

Lytic cycle




Applications cliniques

=Intérets :
= Ciblent la bactérie

= Ciblent les biofilms qui protegent les bactéries et favorisent leur multiplication

= Enzymes ciblant le peptidoglycane

= Favorisent |'action des antibiotiques associés
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Appliquer la production pharmaceutigue
a la phagothérapie clinique

Objectif :

1. Obtenir des phages actifs sur des bactéries résistantes aux antibiotiques
2. Avoir une qualité pharmaceutique suffisante pour étre utilisables chez ’'homme

3. Obtenir une concentration en phages suffisante pour espérer une activité apres
administration

4. Avoir une forme pharmaceutique adaptée a la voie d’administration




Enjeux de la production

=Un seul type de phage (et lytique)

=Sélection de la souche de production ]
= Facteurs de résistance ? «z_._ BEE
= Elimination des débris et métabolites phage phage bark bhvy
de la souche de production éliminés ? — N—* H - D = [ 9868 0l
= Facteurs de virulence sécrétés ? % - BERR N - _
cell culture and downstream bulk phage fill & finish phage
=Amplification et purification des infection processing procket
phages host cell bank
= Concentration de phages importante (>
108 PFU/m L) Fig. 2. Overview of phage manufacturing.
=Lyse de la souche de production et Jodo J. et al., Biotechnology Advances, 2021

purification du lysat



Enjeux de la production

Low resolution purification
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Plate Stock Flask Inoculum Production Centrifugation Filtration Precipitation Liquid liquid
culture culture preparation bioreactor extraction
[
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Chromatography Polishing Viral Diafiltration Formulation Lyophilization Quality Final
chromatography filtration (proteins, salt, control and products
protectants, packaging

High resolution purification buffer)




Qualité pharmaceutique des phages

De novo phage isolation
l Manufacturing processes l Phage seed lots
Quality system and |
'{ Frocueton ™T7_production envionment g
l Equipment and materiais
. Identification
|
-1 Host bacteria
Detection of prophages and genetic determinants conferring
toxicity or virulence
m Phage identification
m Phage enumeration
y-i Phage seed lots a
» Phage purity
| Quality control _|
tosting tection of genetic determinants conferring toxicity, virulence,
i lysogeny and antibiotic resistance
m Storage
. Phage identification
—  Shell life
Quantitative assessment of phages
Monograph ‘h




Qualité pharmaceutique des phages
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Monograph —
. |
-{ Quantitative bioburden determination
-l pAPIs - Bacterial endotoxins
= Potentiometric determination of pH
-\ Water content
-\ Impurities

1) Kentity and quantity of the phages; Species and strain of host bacteria used in the production;
2) Specles and strains of bacteria that the phages are able to lyse;
3) Storage conditions;

. %) Production date;
LabeNog - 5) Expiration date;

' 8) For dried products: reconstitution information;
 7) Instructions for reporting SARS andior SAEs;
8) Instructions how 1 dispose of unused (expired) producis.

The chinical use of pAP| based magistral preparations must be surveyed and reported, Including

Survelllance — possible SARs and SAEs associated with their use. A centralized reporting system and a register for




Qualité pharmaceutique des phages

01/01/2025 : chapitre général dans pharmacopée
européenne (5.31) : médicaments utilisés en
phagothérapie

1¢re version : 2025
Ce chapitre général publié a titre d'information

Ensemble d'exigences relatives aux substances actives
et médicaments pour usage humain ou vétérinaire
utilisés en phagothérapie, ainsi qu'a leur production et
leur controle.

Les dispositions du chapitre n'excluent pas l'utilisation
de méthodes alternatives de production et de controle
acceptables par |'Autorité compétente

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.8

07/2025:53100
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5.31. MEDICAMENTS UTILISES EN
PHAGOTHERAPIE

Ce chapitre général est publié a titre d'information.

Il contient un ensemble d'exigences relatives aux substances
actives et médicaments pour usage humain ou vétérinaire
utilisés en phagothérapie, ainsi qu'a leur production et leur
controle.

Les dispositions du chapitre n’excluent pas lutilisation de
méthodes alternatives de production et de contrile acceptables
par FAutorité compétente,



Qualité pharmaceutique des phages

Définition : Les bactériophages (ou phages) sont des virus
qui infectent des bactéries, et dont la reproduction se fait
aux dépens de la bactérie hote. Le génome des phages est
constitué d'ADN ou d'ARN, simple ou double brin,
empaqueté dans une capside protéique.

« Les médicaments utilisés en phagothérapie (MPT) sont
des préparations a base de phages naturels ou
génétiquement modifiés utilisées pour traiter ou prévenir
des infections bactériennes humaines ou vétérinaires. »

Un MPT peut contenir un seul phage (une seule substance
active phagique) ou un mélange de phages, le tout
combiné a des excipients. Ces médicaments peuvent étre
administrés par diverses voies et sont disponibles sous
différentes formes pharmaceutiques.

PHARMACOPEE EUROPEENNE 11.8

07/2025:53100

[=]
"ol

5.31. MEDICAMENTS UTILISES EN
PHAGOTHERAPIE

Ce chapitre général est publié a titre d’information.

Il contient un ensemble d'exigences relatives aux substances
actives et médicaments pour usage humain ou vétérinaire
utilisés en phagothérapie, ainsi gu’a leur production et leur
conirole.

Les dispositions du chapitre n'excluent pas l'ufilisation de
méthodes alternatives de production et de contrdle acceptables
par lAutorité compétente.



Quel développement pharmaceutique

. GMP + essais
cliniques

aujourd’hui ?

—

High drug effect

e L, P

Low or no drug effect ‘

Current Opinion in Virclogy

Verbeken G., PirnayJP., Current opinion in virology, 2022




Qui produit des phages ?

PHAGENIX

Innovative
Therapeutic
b Solutions
D A i

PHAGENIX TECHNOPHAGE ) y PHARMACEUT\ALS

Innovative
Therapeutic

Solutions v

Autres Etablissements
publics ?

DEFENSIE
LA DEFENSE

DEFENSIE
LA DEFENSE

D’une matiere premiére vers une spécialité pharmaceutique Spécialités pharmaceutiques et autres statuts



Applications cliniqgues des phages

*Phages utilisés depuis plus de 100 ans en clinique

*Mais preuve de l'efficacité clinigue non démontrée par des essais cliniques bien conduits
* Randomisés

* Double aveugle
* Grand nombre de patients traités

*Aucune spécialité de dispose d’'une AMM a travers le monde

=> Essais cliniques de phases 2 et 3 nécessaires



Applications cliniqgues des phages

=Pas d’effets indésirables notables constatés dans les utilisations actuelles et passées

= Etudes retrospectives, essais cliniques phase 1
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LRTI : lower respiratory tract infections
SSTI : skin and soft tissue infections
Bonel : bone infections

URTI : upper respiratory tract infections
BSI : bloodstream infection

UTI : urinary tract infection

OPI : orthopaedic prostheses infection
Abdi : abdominal infection

Pirnay JP. et al., Nat Microbiol (2024)



Applications cliniqgues des phages

Infection type Application Bacteriophage Volume (mL) Concentrat!:m
route carrier (p.f.u.s ml?)

Lower respiratory tract

Nebulization NaCl 0.9% 2-4 107-108
infections
SCUREIR CHEEECLLE | g ooy NaCl 0.9% 2-70 107-108
prostheses infections
. . 0
Skin and soft tissue ol NaCl 0.9% or In excess 107-10°

infections Flaminal Hydro

Upper respiratory

9 — 7
tract infections Nasal spray NaCl 0.9% 1-15 10

Bloodstream
infections or other Intravenous NaCl 0.9% 50-100 10610’
infection types

g24h

g24h

g8h

g24h

5 days—6 weeks

5 days—3 weeks

5 days—3 weeks

1-3 weeks

5-10 days

Pirnay JP. et al., Nat Microbiol (2024)



Résistances acquises aux phages ?

13 patients inclus
o Tous traités par administrations IV ou intra-lésionelles

a Bl Chronological bacteriophage immune neutralization (BIN) activity against the applied
T T ke bacteriophages in sera collected before, during and after BT in patients 9 (a), 13 (b), 20 (c),
h SRR 66 (d) and 92 (e). The evolution over time of the serum BIN activity against the applied
b 141
g il bacteriophages is shown as % bacteriophage titre loss (compared to pre-BT control sera)
5 ‘ . : : : : :
2 e after incubation of the bacteriophages with sequential serum samples for 30 min
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Applications cliniques
Exemple d’infection cutanées!d)

=Essai clinique Phagoburn (phase 1/2)

"Infections cutanées chez patients brulés : évaluer Phages vs sulfadiazine creme 1% (SOC)
"Phages anti P aeruginosa imprégnés sur des pansements

=Cocktail de 12 phages

=Application topique tous les jours, pendant 7 jours

=Suivi a 14j

"Essai randomisé en ouvert (impossible de masquer les bras)



| 27 patients tested for Pssudomanas gerugingsa infaction |
’ 27 randomly assigned |
‘ 13 assigned to FF1131 group | | 14 assigned to standard of care group |
—In| 1 not exposed to treatment”
PP1131 Standard of care
b L 4 [I'l=l1] {":13}
- ‘ 13 given first F'1131 treatment | - | 13 given first standard of care treatment |
Mg, years 61 (35-75) 37 32-62)
: Sex
_>| 1 noinfection at day 0 | ' Male B (67%) T iG4w)
il + Fernale 4(33%) b (46%)
‘ 12 i PP1131 groupon day 0 | ' | 13in standard of care group on day 0 | Burn severity
: TBSA (%) 19(12-39) 35 (13-39)
2 withirew early i 1 withdrew eariy Third degree bum TESA (%) 6 (3-11) 73 (7-30)
1at day 1 because cured by povidine- ; 1 transfemed to rehabilitation centre | Inhalation injury 3(25%) A31%)
*  iodinecream T T ondayz H L
1atday 3duetoincomect treatmentt | | : At randomisation, time since 29 (21-43) 23(3-36)
P E injury, days
r P 2 ; On activeantibioticsonday @~ 2{17%) 2(15%)
10 comipleted 7 days of treatment ; ' 12 campleted 7 days of treatment :
: H : Diata are median {K2R) or n (%) mITT population comprised patients witha
o bum wound infected with Pserdomonas cenrginosa who were given at least one
1 didd not complete follow-up - 3 did nat complete follow-up : application of PF1131 or standand of care. miTT=modified intention to treat.
1 transferred to another hospital on = 1 transferred to another hospital on i PP1131 ~cocktail of 12 natural hytic anti-Pseudomonas aeruginesa bacteriophages
—* davia P —* daylq TEE.ﬂfmuJb-udymﬁI;emwm
: lla_ckoflr_na'nnent tolerance
: * died during follow-up i Table 1: Baseline charactesistics of mITT population
k4 : L :
‘ 5 completed 1.4 days of follow-up l P | 3 completed 14 days of fallow-up | i
‘ 12 included in efficacy analysis (mITT population) |< | 13in:ILﬂadinefﬁm:yanary5's{mmpopjalim]|1 --------------------- 5
.‘ 13 included in safety analysis | .I 13 included in safety analyss |
Figure 1:Trial profile

The safety population contains particpants who were given at least one dressing. mITT population includes all patients from the safety population with a
microbiclogically documented infection at day 0. miTT=modified intention to treat. FP1131=cocktail of 12 natural lytic anti-Psevdomonas geruginosa bacteriophages.
*Patient randomised on the day the trial was suspended (Jan 2, 2016). tPatient was exposed to treatment for a different clinical study.




Applications cliniques
Exemple d’infection cutanées!?

100+
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£ 107 — Srandard of care =
&£ = 30
HE 0-46, 95% (1 0-10-1-00 =l
o T T T T T T T T T T T T T T T ] =
0D 10 20 30 40 50 60 7O 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 ® 3p-
Time (hj from first treatment application 5
Number at risk a — PP1IZ1
PPII31 17 17 17 13 13 10 10 10 9 9 9 9 9 9 9 4 4 1 O T 107 — Standard of care
1 1 16 10 10 B 1] B 1] [ 2 2 a 1]
Standardofcare 17 17 5 5 4 3 3 £ HR 0-29, 95% CI 0-10-0-79
Figure 3: Time to observe reduction in bacterial burden for all areas o 1 J ! ¥ ! EI | E’ 1 ! | T -1 | | é L !!-'D
Kaplan-Meier analysis of median time to sustained semi-quantitative reduction of two or more quadrants of daily @ 10 20 30 40 50 &3 7O 0 00 100 110 120 130 140 150 160 170 1
bacterial burden across all wounds compared with day 0. HR=hazard ratio. PP1131=cocktail of 12 natural lytic Time {h} from first treatment application
anti-Pseudomonas aeruginosa bacteriophages. Humber at risk

PPA31 12 12 12 11 11 9 © o § 9 & & & & & 4 4 1 0
Standardofeare 13 13 12 % 9 4 4 4 4 4 3 3 3 0 2 1 1 0 0@

"Instabilité des phages

Figure 2:Time to observe reduction in bacterial burden in the most infected wound
Eaplan-Meier analysis of median time to sustained semi-guantitative reduction of bwo or more quadrants of

"Concentrations appliquées plus faible que prévues hignest iy bacteriai burden compared with day 0. HR=hazard ratio. PP1131=cocktail of 12 natural ytic
anti-Psepdomonas aeruginosa bacteriophages.




Essais cliniques (France
| NCTMmber sudyTHe  Acowm  SudySaus  Condons e Smor  fss  Suvee

Phage Safetv Cohort Prosthetic Joint OTHER: Adverse
NCT04650607 & Study PHA-SA-CO RECRUITING Infection |Severe event after injection Hospices Civils de Lyon OBSERVATIONAL
y Infection of phages
OTHER: patients
. having had avderse
Phage Safety Bone and Joint event after
NCT04724603 Retrospective Cohort PHASACO-retro RECRUITING Infection | Prosthetic Hospices Civils de Lyon OBSERVATIONAL
. . phagotherapy for
Study Joint Infection .
bone or joint or
implant infection
. . . . OTHER: Phage . .
NCT05883995 Avis-PHAGEInLYON Clinic RECRUITING Bone Infection Hospices Civils de Lyon OBSERVATIONAL
therapy requests
PHAGEInLYON Clinic Cohort Study: a OTHER: Description of
NCT06185920 Descriptive Study of Severe Infections RECRUITING Severe Infection ) P Hospices Civils de Lyon OBSERVATIONAL

severe infection

Treated With Phage Therapy at the HCL.




Essais cliniques (France

Bacteriophage Effects on
Pseudomonas Aeruginosa
Evaluation of Phage Therapy
for the Treatment of
Escherichia Coli and
Pseudomonas Aeruginosa
Wound Infections in Burned
Patients

NCT01818206

NCT02116010

Phage Therapy in Prosthetic
Joint Infection Due to
Staphylococcus Aureus
Treated With DAIR.

NCT05369104

Standard Treatment
Associated With Phage
NCT02664740 Therapy Versus Placebo for
Diabetic Foot Ulcers Infected
by S. Aureus
Phase 1/2a to Assess the
Safety and Tolerability of TP-
NCT06370598 122A for the Treatment of
Ventilator-Associated
Pneumonia

PHAGOBURN

PhagoDAIR |

PhagoPied

RECOVER

MUCOPHAGES COMPLETED

UNKNOWN

UNKNOWN

UNKNOWN

TING

University Hospital,

Cystic Fibrosis Montpellier

Cocktail of 10 bacteriophages.

E. coli Phages cocktail vs
Standard of care (Silver
Sulfadiazine)

P. Aeruginosa, Phages cocktail

Wound Infection Phaxiam Therapeutics

Infection of Total Hip
Joint
Prosthesis | Infection of
Total Knee Joint

Anti-Staphylococcus aureus

Bacteriophages Phaxiam Therapeutics

NOT_YET_RECRUI Pneumonia, Ventilator-

Prosthesis
Topical anti-Staphylococcus
Diabetic bacteriophage therapy vs Centre Hospitalier
Foot|Staphylococcal Topical placebo corresponding Universitaire de
Infections to anti-Staphylococcus Nimes
bacteriophage therapy
TP-122A Technophage, SA

Associated

PHASE1|PHASE2

PHASE2

PHASE1|PHASE2

PHASE1|PHASE2

INTERVENTIONAL

INTERVENTIONAL

INTERVENTIONAL

INTERVENTIONAL

INTERVENTIONAL




Décision medicale collégiale

Proposition de schéma thérapeutique

La phagothérapie est- Phages disponibles? « Qualité du lot
I ti ? ePhagogramme . Volle d’administration o 3nsm
elle une option : e Fréquence et nombre d’administrations

eQualité pharmaceutique

* Proposition d’un protocole de préparation
¢ Proposition de contréles qualité de la préparation

Préparation
pharmaceutique
e Contréles in process ‘
e Controle des lots
o Stérilité 2.6.1

* Taux d’endotoxines 2.6.14
¢ Phage concentration

L4
|




s RIOAC

LYON

V4 ) ° ° V4
Spécificité des HCL anam._
30 250 e\ 7 . . 7 . 7 \
e *2017 : Premiere préparation magistrale réalisée a
00 'Hopital de la Croix Rousse
o % 150 S
@ 1 € *2021 : AAC accordée aux phages anti Staphylocoques
e 100 & .
10 2 aureus Phaxiam.
5 >0 . ,
; ; *2023 : RCP nationale « phagothérapie et autres
5017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 205 thérapies antibactériennes non conventionnelles »
Années . oy s
- B *Nombre stable de patients traités entre 2022 — 2023 —
¢ T mé?fifﬁ""'””“ M, « PR 2024
1 Juin 2025 : suite a fermeture Phaxiam
g Y o T Qi , .
CoNEATION Gt Oy s iy 2N/ Y, *Décembre 2025 : AAC Phages anti Staphylocoques

HCL Qo) (N rf S ! aureus Phagenix




ENnjeux
pharmaceutiques




Formulations

Phage Therapy

/ Conventional Drug Delivery Systems \
\ '“ =

Suspension systemns
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Freins : les barrieres biologiques

*Barrieres physiques : Ju
* Epithélium (peau, muqueuses) Ty w
* Endothélium vasculaire o mucosal  Placental
. . . . e
* Membranes cellulaires (cas des infection intracellulaires) O
Y 7 Je . Vascular 22 pee gt
* Barriere hémato-encéphalique endothelium e S
* Biofi Ar | g
iofilms bactériens . i S BRERL o
s . . barrier BARRIERS IN granulomas
*Barrieres chimiques : — ANTIMICROBIAL
TAFA H and reticulum 4 THERAPIES Gastric pH
* Acidité gastrique endothalial %,%/
- =N >
* Enzymes digestives L W,
PN Inflammatory " Digestive

response enzymes

*Barrieres immunologiques :

&) Phage Hepatic ‘
) M a C ro p h a ge S ;# neutralization metabolism a

* Cellules dendritiques ?@ '

Dorta-Gorrin A., et al, Int J Antimicrobial Agents,
2026




Encapsulation

Intéréts :

*Protege de I'environnement extérieur Hydrogel

o pH milieux biologiques
o Augmenter le temps de résidence intestinal Polymeric microparticles

+ Alginate-nanohydroxyapatite [86]
+ Peptides [87]
* Hyaluronic acid and polylactic acid [88]

(administration orale) o - Methacrylicacdandmethyl | Bacteriophages |
. . . ’ . e . . = methacrylate (1 - 10 um) [48] &
o Diminuer la clairance systémique (administration 1V) B . i 0 =200 i) o el
S PLGA (8 - 10 um) [105, 106] Cationic liposomes
*Cibler un site infectieux . 309-326 nm 57]
H H . V4 7 * 120->1000 nm [67, 69, 107]
° Lorsque non accessible par chirurgie ou pour répéter les . '

administrations

o Augmenter la concentration phagique sur le site
infectieux Briot T. et al., JCR, 2022



Encapsulation

Difficultés
o Particules biocompatibles
Particules capables de libérer les phages encapsulés ou greffés
Obtenir un taux d’encapsulation (ou greffage) suffisant pour limiter les volumes d’administration

o

o

o

Systeme stable dans le temps

o

Particules non immunogénes

97 (&)




Quelques exemples

Mucosal / Nasal
barmier
Lipasome

Skin bamer
_

Endothelial

barrier =@ =<7
i _-.'-'—i"',"'._. | me

Intestinal \ p.,e,g /

mucosa barner

Urinary
epithellum




Exemples

*Particules de chitosan pour phages HK6 (anti
Enterobacter Cloacae) A

© 29718 nm b
* Augmentent la résistance au conditions hostiles [’) J

m  phage only
94 B phage encapsulated CS-NPs
8

| mshage only
H phage encapsulated CS-NPs

* Améliorent l'activité antibactérienne

Phage isolation

Phage encapsulated CS NPs

. o I
* 50% des phages libérés en 6h (in vitro) 1111'1 |
* 50% des phages libérés en 4 jours (in vitro) —— ' S

Phage encapsulated CS-NPs

100
90 -+
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - Temsaah H.R. et al., BMC Biotechnology, 2025

release (%)

0 1 2 3 4 6 8 12 24 36 48 72 96




Exemples

Bactériophages encapsulés dans un hydrogel d’alginate,

Ld ’ L] , —_— _— —_—
contenant des nanoparticules d’hydroxyapatite R T T
* Phages anti E. faecalis (phages vB_EfaS _LM99) B
0 Phage LM99 " = .-__4:/;*.\‘
\ Trove
{ ! ____ e
=~ ‘\‘ i 'oo $ o Alginate hydrogel
Alg + phage LM99 \ ot % oo to
\‘ : °°' R R AL © Nanohydroxyapatite
\‘\\\ Q:gi'g:}- ®  Bacteriophages

Alg-nanoHA + phage LM99
PP

Ribeiro Barros J.A. et al., Nanomedicines, 2020

(A) SEM micrographs of nanoHA dispersed through Alg matrix. Scale bar Imm and 50 pum.
(B) TEM micrographs of Alg network and of (C) phages structures-free hydrogels and
encapsulated into hydrogels. Scale bar 200 nm.




Exemples

Particules de PLGA pour voie inhalée
*Phages anti Pseudomonas aeruginosa

*Phages adsorbés sur les particules

*Internalisation par les macrophages réduite

avec la taille des particules

*Phages rapidement libérés depuis les
microparticules (PBS)

201

80 -

o [ J
38
»a
2 T 40 4
© R °
53 .
PS £ 20
£
o T
N
é"’& é"’& Scanning electron micrograph of (a) porous
A i PLGA MPs and (b) non-porous PLGA MPs

154

104

% phage release

Rachit Agarwal et al., Nat Biomed Eng, 2018

(=]
o

time (minutes)

é 1.0 1.5 ZIG 2l5 3.0 3.5 4.0 4l5 _



Exemples

Particules de PLGA pour voie inhalée

*Augmentation de la quantité de phages * bacteria b, bacteria + phage G “bacteria + phage-MPs
déposés dans les poumons (modele N
murin)
d 5.  Wholelung b s, deeplung _ ‘
{E p=0.0401 . .
g 4 ERe : .
g § ; 50, uym
o3 %3 ) Images of immunohistochemistry sections of mouse lungs
F %2 stained with DAPI (blue) and anti-P. aeruginosa antibody (red)
= 24 - . . .
18 h after treatment with (a) bacteria only, (b) bacteria + phage
L . WL . and (c) bacteria + phage-MPs.
o & .é’” ,xxf“’
eF‘Q & & '090
< & & §




Conclusion

*Reglementation sur la qualité pharmaceutique en évolution
* Penser aussi aux méthode d’évaluation de l'activité des phages (Phagogramme)

*Augmentation du nombre de producteurs de phages

*Besoin d’essais cliniques bien conduits pour valider les indications

*Evolution des formes pharmaceutiques pour augmenter le champ des possibles




