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Descriere:
(Descrierea se publici in redactia solicitantului)

DOMENIUL TEHNIC

Aceastd inventie este in domeniul compozitiilor care cuprind tulpini bacteriene izolate
din tractul digestiv de mamifer si utilizarea unor astfel de compozitii in tratamentul bolii.
FUNDALUL INVENTIEI

Se crede ca intestinul uman este steril in utero, dar este expus la o varietate largd de
microbi maternali si din mediu imediat dupd nastere. Apoi, are loc o perioadd dinamicd de
colonizare si succesiune microbiand, care este influentatd de factori cum ar fi modul de livrare,
mediul, dieta si genotipul gazdd, toate acestea impactind asupra compozitiei microbiotei
intestinale, in special in timpul vietii timpurii. Ulterior, microbiota se stabilizeaza si devine adulti
[1]. Microbiota intestinului uman contine mai mult de 1500 de filotipuri diferite, dominate in
niveluri de abundentd de doud diviziuni bacteriene majore (phyla), Bacteroidetes si Firmicutes [2-
3]. Relatiile simbiotice de succes care apar din colonizarea bacteriand a intestinului uman au dat a
larga varietate de functii metabolice, structurale, protectoare si alte functii benefice. Activitagile
metabolice Tmbunitigite ale intestinului colonizat asigurd cid alte componente alimentare
nedigerabile sunt degradate prin eliberarea de produse secundare, asigurd o importantd sursa de
nutrienti pentru gazdi si beneficii suplimentare pentru sinitate. in mod similar, importanta
imunologicd a mocrobiotei intestinale este bine recunoscuta si este exemplificata la animalele fard
germeni care au un sistem imunitar alterat care este reconstituit functional dupd introducerea
bacteriei comensale [4-6].

Modificdri dramatice in compozitia microbiotei au fost documentate in tulburirile
gastrointestinale cum ar fi boala inflamatorie intestinald (IBD). De exemplu, nivelurile de bacterii
ale grupului Clostridium XIVa siale grupului Clostridium X1 (F. prausnitzii) sunt reduse la
pacientii cu IBD in timp ce numarul de E. coli a crescut, sugerand o deviatie in echilibrul de
simbionfi si patobiongi in intestin [7-11].

In recunoasterea efectului potential pozitiv pe care anumite tulpini bacteriene il pot avea
pe intestinul animal, au fost propuse diferite tulpini pentru utilizare in tratamentul diferitelor boli
(vezi, de exemplu, [12-15]). Un numdr de tulpini, incluzAnd mai ales tulpini
Lactobacillus si Bifidobacterium, au fost propuse pentru utilizare in tratarea diferitelor tulburari
intestinale (vezi [16] pentru o revizuire). Tulpinile de genul Blautia au fost de asemenea propuse
pentru utilizare in modularea echilibrului microbian al ecosistemului digestiv (WO 01/85187).
Totusi, relatia intre diferite tulpini bacteriene si diferite boli, si efectele precise ale anumitor tulpini
bacteriene asupra intestinului si la un nivel sistemic si asupra oricdror tipuri specifice de boli, sunt
slab caracterizate.

Existd o cerinta pentru ca efectele potentiale ale bacteriei intestinale s fie caracterizate,
astfel incat sa poatd fi dezvoltate noi terapii utilizind bacteria intestinald.

REZUMATUL INVENTIEI

Inventatorii au dezvoltat noi terapii pentru tratarea si prevenirea hipersensibilitagii
viscerale. In particular, inventatorii au identificat ci tulpinile bacteriene de la speciile Blautia
exemple, administrarea orald a compozitiilor care cuprind Blautia hidrogenotrophica poate reduce
hipersensibilitatea viscerald la modelelele pe sobolan de hipersensibilitate viscerald si sindromul
de colon iritabil (IBS). Prin urmare, intr-o prima realizare, inventia furnizeaz o compozifie care
cuprinde o tulpina bacteriand din specii Blautia hidrogenotrophica, pentru utilizare intr-o metodd

In realiziri preferate, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriani
din specii Blautia hidrogenotrophica, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a
functionali sau, mai preferabil, IBS. in alte realiziri preferate, inventia furnizeazi o compozitic
care cuprinde o tulpind bacteriand din specii Blautia hidrogenotrophica, pentru utilizare intr-o
Crohn, colitd ulcerativa, dispepsie functionald, colica infantila sau, mai preferabil, IBS.

In alte realiziri preferate, inventia furnizeazi o compozitie care cuprinde o tulpini
bacteriand din specii Blautia hidrogenotrophica, pentru utilizare in tratarea sau prevenirea
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in tractul gastrointestinal inferior. In alte realiziri, compozifiile inventiei sunt pentru utilizare in
In alte realiziri, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o tulpini bacteriani din

specii Blautia hidrogenotrophica cum s-a definit in revendicdrile in care compozifia este pentru

utilizare in:

(i) reducerea colonizdrii tractului gastrointestinal de cdtre bacterii care reduc sulfat (SRB) in

dureroasa a tractului gastrointestinal, in special in colon sau rect.

Comporzitia cuprinde o tulpind bacteriand din specii Blautia hidrogenotro-
phica. Preferabil, tulpina bacteriand are o secventd rARN16s care este cel pufin 95%, 96%, 97%,
98%., 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu SEQ ID NO:5. in alte realiziri, tulpina bacteriand din
compozitie este tulpina Blautia hidrogenotrophica depozitatdi sub numdrul de acces DSM
10507/14294.

In anumite realiziri, compozitia cuprinde o tulpind bacteriani din specii Blautia
hidrogenotrophica, pentru utilizare in:
IBS; sau
(i) reducerea colonizirii tractului gastrointestinal de citre bacterii care reduc sulfat (SRB),
sciderea nivelurilor de H>S sau prevenirea nivelurilor ridicate de H»S in tractul gastrointestinal in

asemenea, administrarea orald este convenabild pentru pacienfi si practicieni si permite
administrarea si/sau colonizarea partiald sau totald a intestinului.

In anumite realiziri, compozitia inventici cuprinde unul sau mai multi excipienti sau
purtdtori acceptabili farmaceutic.

In anumite realiziri, compozitia inventici cuprinde o tulpini bacteriani care a fost
liofilizatd. Liofilizarea este o tehnicad eficientd si convenabild pentru prepararea compozitiilor
stabile care permit administrarea bacteriei, si este prezentati pentru a furniza compozitii eficiente
in exemple.

In anumite realiziri, compozitia inventiei cuprinde o singurd tulpina din specii Blautia
hidrogenotrophica. In anumite realiziri, compozitia inventiei cuprinde tulpina bacteriani Blautia
hidrogenotrophica ca parte a unui consortiu microbian.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Masurarea populatiei BH prin qPCR, prezentind o crestere in BH in zilele 14 si 28
pentru animalele care primesc liofilizatul BH.

Figura 2: Impactul culturii BH si lipofilizatului asupra raspunsului animalelor la distensiune,
prezentand o reducere in contractii la animalele care au primit compozitii BH.

Figura 3: Impactul culturii BH asupra microbiotei, prezentind o scidere 1 log in SRB la sobolani
care primesc 0 dozd zilnicd de culturd BH.

Figura 4: Impactul liofilizatului BH asupra microbiotei.

Figura 5: Impactul liofilizatului BH asupra fermentirii microbiotei - acizi grasi cu catend scurtd,
care prezintd o crestere in productia de acetat la sobolanii tratati cu BH.

Figura 6: Impactul liofilizatului BH asupra fermentdrii microbiotei - sulfuri, care prezintd o
scadere in productia de sulfuri.

Figura 7: Impactul liofilizatului BH asupra rdspunsului animalelor la distensiune. Sobolani MIH
IBS + BH: test CRD.

Figura 8: Impactul liofilizatului BH asupra rdspunsului animalelor la distensiune. Sobolani MIH
IBS + BH: Toate datele — test CRD.

Figura 9: Impactul liofilizatului BH asupra sulfurilor. Sobolani MIH IBS + BH: Concentratii de
sulfuri (mg/L). Figura 9a prezintd concentratia cecald de sulfuri pentru fiecare sobolan dupd
tratamentul cu liofilizatul BH sau cu o solutie de control. Figura 9b prezintd media +/- SEM a
concentratiei cecale de sulfuri misuratd in microbiota IBS asociati sobolanilor dupa tratamentul cu
liofilizatul BH sau cu o solutie de control.
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Figura 10: Impactul liofilizatului BH asupra sulfurilor. Sobolani MIH IBS + BH: Toate datele -
Concentratii de sulfuri (mg/L). Figura 10a prezintd concentratia cecald de sulfuri pentru fiecare
sobolan dupd tratamentul cu liofilizatul BH sau cu o solutie de control. Figura 10b prezintd media
+/- SEM concentratiei cecale de sulfuri misuratd in microbiota IBS asociatd sobolanilor dupa
tratamentul cu liofilizatul BH sau cu o solutie de control.

Figura 11: Studiu de dozare la sobolani HIM - cuantificarea RT-PCR a B. hidrogenotrophica in
mostrele din fecale ale sobolanilor HIM sindtosi care primesc diferite concentratii de specii
bacteriene.

Figura 12: Timpul de tranzit al B. hidrogenotrophica dupa administrarea orald (10°/zi) la sobolani
HIM sanatosi.

Figura 13: Comparatia nivelurilor de B. hidrogenotrophica gisite in mostrele fecale si cecale ale
sobolanilor HIM sidnitosi (cuantificare RT-PCR) dupd 14 zile de administrare - B.
hidrogenotrophica administrati la 10'° /zi/sobolan.

Figura 14: Efectul B. hidrogenotrophica (10'° / zi pentru 14 zile) asupra acizilor grasi cu cateni
scurti (RMN 'H) in continuturile cecale ale sobolanilor HIM sanitosi.

Figura 15: Impactul administrarii de B. hidrogenotrophica asupra populagiei microbie-ne la
sobolanii IBS-HIM.

Figura 16: Productia de sulfuri la sobolanii IBS-HIM tratati cu B. hidrogenotrophica (10'%zi
pentru 14 zile). Sobolanii de control nu au fost tratagi.

Figura 17: Modificdri in simptomele pacientului in timpul perioadei de dozare (zilele 1-16) a
studiului clinic de Faza L.

Figura 18: Modificiri in simptomele pacientului in timpul perioadei de eliminare a studiului clinic
de Fazi L

Figura 19: Evaluarea qPCR a populatiei B. hidrogenotrophica in mostrele fecale ale sobolanilor
IBS-HMA tratafi sau nu cu o compozitie care cuprinde B. hidrogenotrophica (BlautiX) pentru 28
de zile.

Figura 20: Rispunsul abdominal la distensiunea colorectald la sobolanii IBS-HMA tratati sau nu
cu B. hidrogenotrophica (BlautiX) pentru 28 zile si la sobolanii HMA sadndtosi netratagi.

Figura 21: Enumerarea bacteriilor in mostrele fecale ale sobolanilor HMA IBS dupd adminisrarea
B. hidrogenotrophica (BlautiX) versus solugia de control.

Figura 22: Concentratia de sulfurd in mostrele cecale ale sobolanilor HMA IBS tratai sau nu
cu B. hidrogenotrophica (Blautix) pentru 28 zile.

Figura 23: Concentratiile de acizi grasi cu catend scurtd (SCFA) in mostrele cecale ale sobolanilor
HMA IBS tratati sau nu cu B. hidrogenotrophica (Blautix) pentru 28 de zile. Figura 23a prezinta
concentrafia de SCFA totald. Figura 23b prezinti concentratia de acid acetic, acid propionic si
acid butiric.

DIVULGAREA INVENTIEI

Tulpini bacteriene

Compozifiile inventiei cuprind o tulpind bacteriand din specii Blautia
hidrogenotrophica. Exemplele demonstreazd cd bacteriile din aceste specii sunt utile pentru

Speciile Blautia sunt bacterii non-motile, pozitive la reactia Gram, care pot fi fie cocoide
sau fie ovale si toate sunt anaerobe obligatoriu care produc acid acetic ca produs final major al
fermentirii glucozei [17]. Blautia poate fi izolatd din intestinul uman, desi B. producta a fost
izolata dintr-o mostrd de septicemie.

Blautia hidrogenotrophica (cunoscutd anterior ca Ruminococcus hidrogenotro-phicus) a
fost izolatd din intestinele mamiferelor, este strict anaerobicd, si metabolizeazd H»/CO; la acetat,
care poate fi important pentru nutritfia umand si sinitate. Tipul de tulpind de Blautia
hidrogenotrophica este S5a33 = DSM 10507 = JCM 14656. Numirul de acces GenBank pentru
secventa de gene rARN 16S de tulpind Blautia hidrogenotrophica S5a36 este X95624,1
(divulgatd aici ca SEQ ID NO:5). Acest exemplu de tulpind Blautia hidrogenotrophica este descris
in [17] si [18]. Tulpina S5a33 si tulpina S5a36 corespund la doud subclone ale unei tulpine izolate
dintr-o mostrd fecald a unui subiect sindtos. Ele prezintd o morfologie, fiziologie si metabolism
identice si au secvente rARN 16S identice. Astfel, in unele realizdri, Blautia
hidrogenotrophica pentru utilizare in inventie are secventa rARN 16S din SEQ ID NO:5.

Bacteria Blautia hidrogenotrophica depozitatd sub numdrul de acces DSM 10507 si de
asemenea sub numdirul de acces DSM 14294 a fost testatd in exemple si este de asemenea referitd
in acest document ca tulpind BH. Tulpina BH a fost depozitatd cu Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen [German Microorganism Colectie] (Mascheroder Weg 1b, 38124
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Braunschweig, Germania) in ianuarie 1996 ca ,Ruminococcus hidrogenotrophicus” sub numarul
de acces DSM 10507 si de asemenea sub numdrul de acces DSM 14294 ca ,,S5a33” pe 10 mai
2001. Depozitorul a fost INRA Laboratoire de Microbiologie CR de Clermont-Ferrand/Theix
63122 Saint Genes Champanelle, Franta. Proprietatea depozitului a trecut la 4D Farma Plc prin
cesiune.

Tulpinile bacteriene strins asociate de tulpina testatd in exemple sunt de asemenca de
realizari, tulpina bacteriana pentru utilizare in inventie are o secventd rARN 16s care este cel putin
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5% sau 99,9% identicd cu secventa rARN 16s a unei tulpini
bacteriene de Blautia hidrogenotrophica. Preferabil, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie
are o secventd rARN 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identici cu SEQ ID NO:5.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri de bacterii depozitate sub numéirul de acces DSM
10507/14294 sunt de asemenea de asteptat sd fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea
fiziologice si biochimice foarte similare.

Tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depozitate sub numirul de acces DSM
10507/14294 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie, pot fi identificate prin secventierea
altor secvente de nucleotidd pentru o bacterie depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294.
De exemplu, substantial, intregul genom poate fi secventiat si o tulpind biotip pentru utilizare in
inventie poate avea identitatea de secventd de cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau
99,9% de-a lungul a cel putin 80% din intregul sdu genom (de exemplu de-a lungul a cel putin
85%, 90%, 95% sau 99%, sau de-a lungul intregului sdu genom). De exemplu, in unele realiziri, o
tulpind biotip are o identitate de secventd de cel putin 98% de-a lungul a cel pufin 98% din
genomul sdu sau o identitate de secventd de cel putin 99% de-a lungul a 99% din genomul siu.
Alte secvente adecvate pentru utilizare in identificarea tulpinii biotip pot include hsp60 sau
secvente repetitive cum ar fi BOX, ERIC, (GTG)s, sau REP sau [20]. Tulpinile biotip pot avea
secvente cu identitatea de secventd de cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
fatd de secvenga corespunzid-toare a unei bacterii depozitate sub numirul de acces DSM
10507/14294, NCIMB 42381 sau NCIMB 42486. In unele realiziri, o tulpini biotip are o secventi
cu identitatea de secventd de cel pufin 97%, 98%, 99%, 99.5% sau 99,9% fafd de secventa
corespunzdtoare a tulpinii Blautia hidrogenotrophica depozitati ca DSM 10507/14294 si cuprinde
o secventd rARN 168 care este cel putin 99% identicd (de exemplu cel putin 99,5% sau cel putin
99,9% identicd) cu SEQ ID NO:5. In unele realizdri, o tulpind biotip are o secventd cu identitatea
de secventd de cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% fatd de secvenia corespunzitoare
a tulpinii Blautia hidrogenotrophica depozitati ca DSM 10507/14294 si are secventa rARN 16S
din SEQ ID NO:5.

Alternativ, tulpinile care sunt biotipuri ale unui bacterii depozitate sub numéirul de acces
DSM 10507/14294 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin
utilizarea numirului de acces DSM 10507/14294 de depozitare si analiza fragmentului de restrictie
si/sau analiza PCR, de exemplu prin utilizarea polimorfismului lungimii fragmentelor fluorescente
amplificate (FAFLP) si a amprentelor digitale (rep)-PCR ale elementului ADN repetitiv, sau a
profildrii proteinei, sau a secventierii partiale rADN 16S sau 23s. In realiziri preferate, astfel de
tehnici pot fi utilizate pentru a identifica alte tulpini de Blautia hidrogenotrophica.

In anumite realiziri, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depozitate sub numérul
de acces DSM 10507/14294 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie, sunt tulpini care
asigurd acelasi tipar ca bacteriile depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294 cind sunt
analizate prin analiza restrictiei ADN ribozomald amplificati (ARDRA), de exemplu cand se
utilizeazd enzima de restrictic Sau3Al (pentru metode si indrumiri exemplificative vezi, de
exemplu,[21]). Alternativ, tulpinile biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi modele de
fermentare a carbohidragilor ca bacteriile depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294.

Alte tulpini Blautia hidrogenotrophica care sunt utile in compozifiile si metodele
inventiei, cum ar fi biotipuri unei bacterii depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294 pot
fi identificate utilizand orice metodd adecvatd sau strategie, incluzind testele descrise in
exemplele. De exemplu, tulpinile pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin cultivarea
bacteriilor si administrarea la sobolani pentru a fi testate in testul de distensiune. in particular,
tulpinile bacteriene care au modele de crestere similare, tipul metabolic si/sau antigenii de
suprafatd la o bacterie depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294 pot fi utile in inventie.
O tulpind utild va avea o activitate modulatoare microbiotd comparabild cu tulpina DSM
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10507/14294. In particular, o tulpini biotip va declansa efecte comparabile asupra modelului de
hipersensibilitate viscerala cu efectele prezentate in exemple, care pot fi identificate prin utilizarea
protocoalelor de cultivare si administrare descrise in exemple.

O tulpind speciald preferatd a inventiei este tulpina Blautia hidrogenotrophica
depozitatd sub numirul de acces DSM 10507/14294. Aceasta este tulpina BH exemplara testatd in
exemple si prezentatd pentru a fi eficientd pentru tratarea bolii. Prin urmare, inventia furnizeaza o
celuld, cum ar fi o celuld izolatd, de tulpind Blautia hidrogenotrophica depozitatd sub numdrul de
acces DSM 10507/14294, sau un derivat al acesteia, pentru utilizare in terapie, in particular pentru
bolile descrise aici.

Un derivat de tulpinid depozitatd sub numdrul de acces DSM 10507/14294 poate fi o
tulpind fiicd (descendentd) sau o tulpini cultivatd (subclonatd) din original. Un derivat al unei
tulpini a inventiei poate fi modificat, de exemplu la nivel genetic, fard ablatia activitdtii biologice.
in particular, o tulpini derivati a inventiei este activa terapeutic. O tulpind derivatd va avea
activitatea modulatoare a microbiotei comparabili cu tulpina DSM 10507/14294 originali. In
particular, o tulpind derivati va declansa efecte comparabile asupra modelului de hipersensibilitate
viscerald cu efectele prezentate in exemple, care pot fi identificate prin utilizarea protocoalelor de
cultivare si administrare descrise in exemple. Un derivat de tulpind DSM 10507/14294 va fi in
general un biotip de tulpind DSM 10507/14294.

Referirile la celulele de tulpind Blautia hidrogenotrophica depozitate sub numarul de
acces DSM 10507/14294 cuprind orice celule care au acelasi caracteristici de sigurantd si
eficacitate terapeutici ca tulpinile depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294, si astfel de
celule sunt cuprinse in inventie.

In realizirile preferate, tulpinile bacteriene din compozitiile inventiei sunt viabile si
capabile de colonizarea partiala sau totala a intestinului.

Utilizdiri terapeutice

Hipersensibilitatea viscerala este un tip specific de durere caracterizat printr-o perceptie subiectiva
dureroasa situati in zona abdominald care rezultd din activarea nociceptorilor viscerelor toracice,
pelvice, sau abdominale (organe). Hipersensibilitatea viscerald este in general difuza si dificil de
localizat, si prin urmare contrasteaza cu durerea somaticd, care este in general mai ascutitd si mai
bine localizatd. De asemenea, hipersensibilitatea viscerald nu este asociatd in general cu leziuni
structurale specifice, spre deosebire de durerea somaticd. Nociceptorii viscerali sunt intrinsec
diferifi de nociceptorii cutanai si de cei mai multi alti nociceptori non-viscerali [22].

Hipersensibilitatea viscerald este in general experimentatd in abdomen, dar nu intreaga
durere abdominali este hipersensibilitate viscerald. in contrast, existi multe cauze potentiale ale
durerii abdominale si durerea abdominali poate fi o durere somatici, vizatd sau viscerali. in
abdomen, durerea somatica poate fi cauzatd de un organ inflamat si este in general ascufitd si
localizatd. Durerea abdominald poate fi cauzatd de fibromialgie, care este o afectiune a
de organul bolnav.

Hipersensibilitatea viscerala este adesea asociata cu dispepsia functionald si sindromul de
colon iritabil (IBS). Totusi, nu toate durerile asociate cu dispepsia functionald si IBS sunt
hipersensibilitate viscerald. Intr-adevir, multi pacienti cu IBS prezinti de asemenea o largi
varietate de simptome somatice in regiuni abdominale (durere de spate, arsuri stomacale) si regiuni
non-abdominale (dureri de cap migrend, disparcunie, durere musculard in regiuni ale corpului
distincte somatotopic de intestin) [23].

In unele realiziri, patogeneza bolii sau afectiunii afecteazi intestinul. In unele realiziri,
patogeneza bolii sau afectiunii nu afecteazi intestinul. In unele realiziri, patogeneza bolii sau
afectiunii nu este localizat in intestin. in unele realiziri, tratarea sau prevenirea are loc intr-un loc,
altul decat intestinul. in unele realiziri, tratarea sau prevenirea are loc la intestin si de asemenea
intr-un loc, altul decat intestinul. In anumite realiziri, boala sau afectiunea este sistemici.

Hiersensibilitatea viscerald este de asemenea cunoscutd ca durere viscerald, si acesti doi
termeni sunt utilizati interschimbabil aici.

Dupa cum s-a demonstrat in exemple, compozitiile bacteriene ale inventiei pot fi eficiente

pentru reducerea hipersensibilitigii viscerale. In particular, compozitiile bacteriene ale inventiei pot

care afecteazd multi pacienti. In realiziri preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
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tratarca sau prevenirca  hipersensibilititii viscerale in abdomen, preferabil in tractul
gastrointestinal, si cel mai preferabil in tractul gastrointestinal inferior. in alte realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea hipersensibilitdtii viscerale in
cecum, colon sau rect.
In realizari preferate, comporzitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau

sunt pentru utilizare in tratareca sau prevenirea hipersensibilitdtii viscerale la un subiect
diagnosticat cu boala Crohn, colita ulcerativd, dispepsia functionald, colica infantild, sau, mai
preferabil, IBS. In realizdri preferate compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau
functionale, colicii infantile, sau, mai preferabil, IBS.

In realizari preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau

Crohn, coliti ulcerativi, dispepsic functionali sau, mai preferabil, IBS. In realiziri preferate
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea hipersensibilitigii viscerale in
tratamentul bolii Crohn, colitei ulcerative, dispepsiei functionale sau, mai preferabil, IBS. in
la un pacient care suferd de distensiunea dureroasi a tractului gastrointestinal, in particular in
colon sau rect.

Anumite aspecte ale discomfortului si suferintei asociate cu IBS si alte afectiuni
intestinale pot fi cauzate de excesul productiei de gaze in tractul gastrointestinal si de cea mai mare
parte a volumului acestor gaze acumulate. Volumul creascut al diferitelor gaze poate conduce la
flatulengd, de exemplu. Asa cum se aratd in exemple, compozitiile bacteriene ale inventiei pot fi
eficiente pentru tratarea unui aspect specific de IBS si altor afectiuni intestinale — hipersensibilitate
viscerala. Fard a dori sa fie legat de orice teorie, efectul observat al compozitiilor bacteriene ale
gaz specific - HaS, si cu un efect asupra bacteriei care reduce sulfatul (SRB), care sintetizeaza H»S
in intestin. H>S poate avea roluri importante ca moleculd de semnalizare a durerii si efectul
reducere a productiei de H»S in intestin, ceea ce poate contribui la hipersensibilitatea viscerala
prin afectarea semnalizirii durerii, independent de orice efecte de balonare asociate cu volumul de
gaz. Exemplele demonstreazd cd, compozitiile bacteriene ale inventiei pot fi eficiente pentru
reducerea SRB si reducerea H,S. In unele realiziri, compozitiile bacteriene ale inventiei reduc
SRB si/sau reduc H>S in cecum. SRB sunt bacterii anaerobe care utilizeaza reducerea de sulfat
pentru generarea de energie si exemple de SRB includ membri de genul Desulfovibrio, si in
particular Desulfovibrio piger, care este cea mai abundentd specie, si de asemenea
genurile Desulfobacter, Desulfobulbus si Desulfotomaculum.

In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizarii
tractului gastrointestinal de citre SRB in tratamentul hipersensibilititii viscerale. in astfel de
realiziri, compozitia poate fi preferabil in forma unei culturi bacteriene. In astfel de realiziri,
comporzitia poate fi preferabil un liofilizat. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in sciderea nivelurilor de H»S sau in prevenirea nivelurilor de H,S ridicate in tractul
preferabil un liofilizat.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizirii,
nivelurilor de comunitate si/sau populatie ale tractului gastrointestinal de citre SRB in tratamentul
hipersensibilititii viscerale. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
reducerea colonizarii, nivelurilor de comunitate si/sau populatie ale cecumului prin SRB in

In realiziri preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizarii
tractului gastrointestinal de cidtre SRB, scdderea nivelurilor de H»S, sau prevenirea nivelurilor de
comporzitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizdrii tractului gastrointestinal de
catre SRB, sciderea nivelurilor de H»S, sau prevenirea nivelurilor de H»S ridicate, in tratamentul
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colita ulcerativa sau dispepsia functionala.

In realiziri preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizarii,
nivelurilor de comunitate si/sau populafie ale tractului gastrointestinal de citre SRB, sciderca
viscerale asociate cu IBS. In alte realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea
colonizirii, nivelurilor de comunitate si/sau populatie ale tractului gastrointestinal de citre SRB,
scdderea mnivelurilor de H,S, sau prevenirea nivelurilor ridicate de H,S in tratamentul

colita ulcerativa sau dispepsia functionala.

In realiziri preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizarii
tractului gastrointestinal de citre SRB, scdderea nivelurilor de H»S, sau prevenirea nivelurilor
gastrointestinal, mai preferabil in tractul gastrointestinal inferior, in cecum, in colon sau in rect. In
realizari preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea colonizdrii, nivelurilor
de comunitate si/sau populatie ale tractului gastrointestinal de citre SRB, scdderea nivelurilor de
abdomen, preferabil in tractul gastrointestinal, mai preferabil in tractul gastrointestinal inferior, in
cecum, in colon sau in rect.

in anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare intr-o metodi de tratare,
prevenire sau reducere a colonizirii tractului gastrointestinal de citre SRB. In anumite realiziri,
comporzitiile inven{iei sunt pentru utilizare intr-o metodd de tratare, prevenire sau reducere a
colonizirii, nivelurilor de comunitate si/sau populatie ale tractului gastrointestinal de citre SRB. In
anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare intr-o metodd de scadere a nivelurilor
de H»S sau de prevenire a nivelurilor ridicate de H,S in tractul gastrointestinal.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea pacientilor
care prezintd, sau este de asteptat sd prezinte, niveluri crescute de SRB si/sau H,S in tractul lor
gastrointestinal, de exemplu cind, compardm cu un subiect sdndtos, sau cu o populatie de subiecti
sandtosi.

In anumite realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in prevenirea
suferd de, sau a suferit de gastroenteritd bacteriand. Tratamentul cu antibiotic si gastroenterita
bacterian sunt asociate cu modificiri in microbiota intestinald, care pot precede hipersensibilitatea
viscerald si care pot fi prevenite prin compozifiile inventiei. Compozitiile inventiei pot fi
administrate concomitent cu un tratament cu antibiotic.

In realiziri preferate, tratamentul cu compozitii ale inventiei rezulti intr-o reducere in
hipersensibiliatea viscerald, o reducere in colonizarea prin SRB, si/sau o reducere in nivelurile de
H,S.
ameliorare a severitdtii simptomelor sau la o reducere a frecventei exacerbarilor sau a intervalului
de declansare, care sunt o problemd pentru pacient. De exemplu, in unele realizdri compozitia
inventiei este pentru utilizare in tratarea sau prevenirea hipersensibilitdtii viscerale severe. in unele
realizdri subiectul avand hipersensibilitate viscerald severd este un subiect diagnosticat cu boala
Crohn, colitd ulcerativd, dispepsie functionald, colica infantild, sau, mai preferabil, IBS. In unele
realizdri subiectul care are hipersensibilitate viscerald severd este un subiect diagnosticat cu boala
Crohn, colita ulcerativa, dispepsie functionald sau, mai preferabil, IBS.

Moduri de administrare

Preferabil, compozitiile inventiei sunt pentru a fi administrate tractului gastrointestinal
pentru a permite livrarea si/sau colonizarea partiald sau totald a intestinului cu tulpina bacteriand a
inventiei. in general, compozitiile inventiei sunt administrate oral, dar ele pot fi administrate rectal,
intranazal, sau prin cdi bucale sau sublinguale.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei pot fi administrate ca spumad, ca pulverizator
sau ca gel.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei pot fi administrate ca supozitoare, cum ar fi a
supozitoarele rectale, de exemplu sub forma unui ulei de teobroma (unt de cacao), unei grasimi
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sintetice dure (de exemplu suppocire, witepsol), glicero-gelatind, polietilenglicol, sau compozitie
cu glicerind de sdpun.

In anumite realizdri, comporzitia inventiei este administratd tractului gastrointestinal
printr-un tub, cum ar fi un tub nasogastric, un tub orogastric, un tub gastric, un tub jejunostomic (J
tube), gastronomie endoscopica percutanatd (PEG), sau printr-un port, cum ar fi portul peretelui
toracic care furnizeaza acces la stomac, jejun si alte porturi de acces adecvate.

Comporzitiile inventiei pot fi administrate o data, sau ele pot fi administrate secvential ca
parte a unui regim de tratament. In anumite realiziri, compozitiile inventici trebuie administrate
zilnic. Exemplele demonstreazd ci administrarea zilnicd furnizeazd cu succes colonizarea si

Exemplele demonstreazd de asemenea cd administrarea BH poate s nu conduci la
colonizarea permanentd a intestinului, astfel incit administrarea regulatd pe perioade de timp
extinse poate furniza beneficii terapeutice mai mari. Astfel, exemplele prezintd livrarea cu succes a
tulpinii bacteriane a inventiei la colon dupd administrarea zilnic3.

Corespunzitor, in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt administrate regulat, cam
ar fi zilnic, la fiecare doud zile, sau sdptdmanal, pentru o perioadad de timp extinsd, cum ar fi pentru
cel putin o saptdimand, doud sdptdmani, o lund, doud luni, sase luni, sau un an.

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt administrate pentru 7 zile, 14 zile, 16 zile,
21 zile sau 28 zile sau nu mai mult de 7 zile, 14 zile, 16 zile, 21 zile sau 28 zile. De exemplu, in
unele realizari, compozitiile inventiei sunt administrate 16 zile.

In anumite realiziri ale inventiei, tratamentul in conformitate cu inventia este insotit de
evaluarea microbiotei intestinului pacientului. Tratamentul poate fi repetat daci nu este obtinuti
livrarea si/sau colonizarea parfiald sau totald cu tulpina invenfiei, astfel incit sd se observe
eficienta, sau tratamentul poate inceta daca livrarea si/sau colonizarea partiald sau totald este de
succes si se observa eficienta.

In anumite realiziri, compozitia inventiei poate fi administrati unui animal gravid, de
exemplu unui mamifer cum ar fi un om pentru a preveni dezvoltarea hipersensibilititii viscerale la
copil sdu in utero si/sau dupd ce este niscut.

Comporzitiile inventfiei pot fi administrate unui pacient care a fost diagnosticat cu
hipersensibilitate viscerald sau cu o boald sau afectiune asociati cu hipersensibilitatea viscerald,
sau care a fost identificat ca fiind expus riscului de hipersensibilitate viscerald. Compozitiile pot fi
viscerale la un pacient sinitos.

Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost identificat ca avand o
microbiotd intestinald anormald. De exemplu, pacientul poate avea o colonizare redusa sau absenta
de Blautia, si in particular de Blautia hidrogenotro-phica, Blautia stercoris sau Blautia wexlerae.

In general, compozitiile inventiei sunt pentru tratamentul oamenilor, desi ele pot fi
utilizate si pentru a trata animale incluzind mamiferele monogastrice cum ar fi pasdrile de curte,
porcii, pisicile, cainii, caii sau iepurii. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru amplificarea
cresterii si performantei animalelor. Dacd sunt administrate animalelor, poate fi utilizat gavajul
oral.

In unele realiziri, subiectul ciruia ii este administrati compozitia este un adult uman. In
unele realizari, subiectul cdruia ii este administratd compozitia este un copil uman.

Compozitii

Compozitia inventiei cuprinde bacterii. In realiziri preferate ale inventici, compozitia
este formulatd in formi criodesicatd. De exemplu, compozitia inventiei poate cuprinde granule sau
capsule de gelatind, de exemplu capsule de gelatind tari, care cuprind o tulpind bacteriand a
inventiei.

Compozifia inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea bacteriilor este o procedura
bine stabilita si sunt disponibile indrumadri relevante, de exemplu, in referintele [24-26]. Exemplele
demonstreazi ci, compoxzitiile liofilizate sunt in special eficiente. In realiziri preferate, compozitia

viscerale asociate cu IBS, preferabil pentru utilizare in reducerea colonizirii, a nivelurilor de
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comunitate si/sau populatic ale tractului gastrointestinal de cdtre SRB in tratamentul

Alternativ, compozitia inventiei poate cuprinde o culturd bacteriani vie, activa.
Exemplele demonstreaza ci, culturile bacteriene ale inventiei sunt terapeutic eficiente.

In unele realiziri, tulpina bacteriani din compozitia inventiei nu a fost inactivati, de
exemplu, nu a fost inactivati la cilduri. in unele realiziri, tulpina bacteriani din compozitia
inventiei nu a fost omoratd, de exemplu, nu a fost omorata la cdldura. in unele realiziri, tulpina
bacteriand din compozitia inventiei nu a fost atenuatd, de exemplu, nu a fost atenuati la caldura.
De exemplu, in unele realiziri, tulpina bacteriand din compozifia inventiei nu a fost omorats,
inactivatd si/sau atenuatd. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand din compozitia
inventiei este vie. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este
viabila. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este capabila de
colonizarea partiald sau totald a intestinului. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriana din
compozitia inventiei este viabild si capabild de colonizarea partiald sau totald a intestinului.

in unele realiziri, compozitia cuprinde un amestec de tulpini bacteriene vii si tulpini
bacteriene care au fost omorate.

In realiziri preferate, compozitia inventiei este incapsulati pentru a permite livrarea
tulpinii bacteriene la intestin. Incapsularea protejeazi compozitia de degradare pana la livrarea la
locatia tintd prin, de exemplu, ruperea cu stimuli chimici sau fizici cum ar fi presiunea, activitatea
enzimaticd, sau dezintegrarea fizicd, care poate fi declansatd de modificari in pH. Poate fi utilizatd
orice metodd de incapsulare adecvatd. Exemple de tehnici de incapsulare includ captarea intr-o
matrice poroasd, atasarea sau adsorbfia pe suprafete purtitoare solide, autoagregarea prin floculare
sau cu agenti de reticulare, si izolarea mecanicd in spatele unei membrane microporoase sau a unei
microcapsule. Orientdrile care privesc incapsularea pot fi utile pentru prepararea compozitiilor
inventiei care sunt disponibile in, de exemplu, referintele [27-28].

Comporzitia poate fi administrati oral si poate fi sub forma unei tablete, capsule sau
pulberi. Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Blautia sunt anaerobe. Alte ingrediente
(cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse ca, captatori de oxigen si substraturi prebiotice
pentru a imbunititi livrarea si/sau colonizarea partiald sau totald si supravietuirea in
vivo. Alternativ, compozifia probioticd a inventiei poate fi administratid oral ca alimente sau
produse nutritionale, cum ar fi produsele lactate fermentate pe baza de lapte sau zer, sau ca produs
farmaceutic.

Compozitia poate fi formulata ca probiotic.

O compozitie a inventiei include o cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind bacteriand
a inventiei. O cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind bacteriand este suficientd si exercite un
efect benefic asupra unui pacient. O cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind bacteriani poate fi
suficientd sd conducd la livrarea si/sau colonizarea partiala sau totala a intestinului pacientului.

O dozi zilnicd adecvatd de bacterii, de exemplu pentru un adult uman, poate fi de la
aproximativ 1 x 10° pand la aproximativ 1 x 10! unitiiti de formare a coloniilor (CFU); de
exemplu, de la aproximativ 1 x 107 pani la aproximativ 1 x 10'° CFU; intr-un alt exemplu de la
aproximativ 1 x 10° pand la aproximativ 1 x 10'° CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ 1 x
107 pani la aproximativ 1 x 10!! CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ 1 x 10® pani la
aproximativ 1 x 10'% CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ 1 x 10® pani la aproximativ 1 x
10! CFU.

In anumite realiziri, doza de bacterii este cel putin 10° celule pe zi, cum ar fi cel putin
109, cel putin 10", sau cel putin 10'? celule pe zi.

In anumite realizdri, compozitia confine tulpind bacteriand intr-o cantitate de la
aproximativ 1 x 10° pani la aproximativ 1 x 10" CFU/g, in raport cu greutatea compozitiei; de
exemplu, de la aproximativ 1 x 10®1a aproximativ 1 x 10'° CFU/g. Doza poate fi, de exemplu, 1 g,
3g, 5g, si 10g.

De obicei, un probiotic, cum ar fi compozitia inventiei, este combinat optional cu cel
putin un compus prebiotic adecvat. Un compus prebiotic este uzual un carbohidrat nedigerabil cum
ar fi o oligo sau polizaharidd, sau un alcool din zahdr, care nu este degradat sau absorbit in tractul
digestiv superior. Prebiotice cunoscute includ produse comerciale cum ar fi inulina si transgalacto-
oligozaharida.

In anumite realiziri, compozitia probiotici a prezentei inventii include un compus
prebiotic intr-o cantitate de la aproximativ 1 pand la aproximativ 30% din masi, in raport cu
greutatea totald a compozitiei, (de exemplu de la 5 pani la 20% din masd). Carbohidratii pot fi
selectati din grupul constand din: fructo-oligozaharide (sau FOS), fructo-oligozaharide cu catend
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scurtd, inulind, izomalt-oligozaharide, pectine, xilo-oligozaharide (sau XOS), chitosan-
oligozaharide (sau COS), beta-glucani, aminoduri modificate si rezistente la guma arabild,
polidextroze, D-tagatoze, fibre de acacia, carob, ovdz, si fibre de citrice. Intr-un aspect,
prebioticele sunt fructo-oligozaharide cu catend scurtd (pentru simplicitate prezentate aici mai jos
ca FOSs-c.c); respectivii FOSs-c.c. nu sunt carbohidrati digerabili, obfinuti in general prin
transformarea zaharului din trestie si care includ o moleculd de zaharoz4 la care sunt legate trei
molecule de glucozi.

Comporzitiile inventiei pot cuprinde excipienti acceptabili farmaceutic sau purtdtori.
Exemple de astfel de excipienti adecvati pot fi gisite in referinta [29]. Purtitorii sau diluantii
acceptabili pentru utilizare terapeutica sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi
de exemplu, in referinta [30]. Exemple de purtatori adecvati includ lactoza, amidon, glucoza, metil
celuloza, stearat de magneziu, manitol, sorbitol si altele asemenea. Exemple de diluanti adecvati
includ etanol, glicerol si apa. Alegerea purtitorilor farmaceutici, excipientilor sau diluangilor poate
fi selectatd in raport de calea de administrare intengionatd si practica farmaceuticd standard.
Compozitiile farmaceutice pot cuprinde ca, sau in plus faga de, purtitor, excipient sau diluant orice
liant, lubrifiant, agent de punere in suspensie, agent de acoperire, agent de solubilizare adecvati.
Exemple de lianti adecvati includ amidon, gelatind, zaharuri naturale cum ar fi glucoza, lactoza
anhidrd, lactoza cu flux liber, beta-lactoza, indulcitori din porumb, gume naturale si sintetice, cum
ar fi acacia, tragacantul sau alginatul de sodiu, carboximetil celuloza si polietilenglicolul. Exemple
de lubrifianti adecvati includ oleatul de sodiu, stearatul de sodiu, stearatul de magneziu, benzoatul
de sodiu, acetatul de sodiu, clorura de sodiu si altele asemenea. Conservantii, stabilizatorii,
colorantii si chiar agentii de aromatizare pot fi furnizati in compozitia farmaceuticd. Exemple de
conservanii includ benzoatul de sodiu, acidul sorbic, cisteina si esteri de acid p-hidroxibenzoic, de
exemplu, in unele realiziri conservantul este selectat dintre benzoatul de sodiu, acidul sorbic si
esteri de acid p-hidroxibenzoic. Pot fi de asemenea utilizati antioxidantii si agentii de punere in
suspensic. Un exemplu suplimentar al unui purtitor adecvat este zaharoza. Un exemplu
suplimentar al unui conservant este cisteina.

Comporzitiile inventiei pot fi formulate ca produse alimentare. De exemplu, un produs
alimentar poate furniza beneficii nutrifionale in plus fati de efectul terapeutic al inventiei, cum ar
fi intr-un supliment nutritional. In mod similar, un produs alimentar poate fi formulat pentru a
ameliora gustul compozitiei inventiei sau pentru a face compozitia mai atractivd pentru consum
prin faptul cd este mai similard cu un produs alimentar comun, mai degrab3 decét cu o compozitie
farmaceutica. In anumite realiziri, compozitia inventiei este formulata ca produs pe bazi de lapte.
Termenul ,,produs pe bazd de lapte” inseamni orice produs pe bazi de lapte sau zer, lichid sau
semisolid, care are un continut de grasime variabil. Produsul pe bazi de lapte poate fi, de exemplu,
lapte de vacd, lapte de capra, lapte de oaie, lapte degresat, intregul lapte, lapte recombinat din lapte
praf si zer fara nici o procesare, sau un produs procesat, cum ar fi iaurtul, laptele coagulat, branza
dulce, laptele acru, intregul lapte acru, unt de lapte si alte produse din lapte acru. O altd grupd
importantd include bauturi din lapte, cum ar fi bauturile din zer, laptele fermentat, laptele
condensat, laptele pentru copil sau sugar; laptele aromat, ingheatata; laptele care confine alimente
cum ar fi dulciurile.

In unele realizari, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene de
genul Blautia s mu contin bacterii din nici un alt gen, sau care cuprind numai cantitdi de
minimis sau irelevante biologic dintr-un alt gen de bacterii.

In anumite realizari, compozitiile inventiei contin o singurd tulpind bacteriana sau specie
si nu confin nici o altd tulpind bacteriand sau specie. Astfel de compozitii pot cuprinde
numai cantititi de minimis sau irelevante biologic de alte tulpini bacteriene sau specii. Astfel de
comporzitii pot fi o culturd care este substantial fird alte specii de organisme. in unele realiziri,
astfel de compozitii pot fi un liofilizat care este substantial far3 alte specii de organisme.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene
de Blautia hidrogenotrophica, st nu con{in nici un alt gen bacterian, sau care cuprind
numai cantitdti de bacterii de minimis sau irelevante biologic dintr-un alt gen. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei cuprind o singurd specie de Blautia hidrogenotrophica, si mu confin nici o
altd specie bacteriand, sau care cuprind numai cantititi de bacterii de minimis sau irelevante
biologic dintr-o alti specie. In anumite realiziri, compozitiile inventiei cuprind o singuri tulpini
de Blautia hidrogenotrophica, s1 nu confin nici o altd tulpind bacteriand sau specie, sau care
cuprind numai cantitdfi de bacterii de minimis sau irelevante biologic dintr-o altd tulpind sau
specie.
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In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpind bacteriani sau
specie. De exemplu, in unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpini din
aceleasi specii (de exemplu mai mult de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 sau 45
tulpini), si, optional, nu contin bacterii din nici o alti specie. In unele realiziri, compozitiile
inventiei cuprind mai putin de 50 tulpini din aceleasi specii (de exemplu mai putin de 45, 40, 35,
30, 25, 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 sau 3 tulpini), si, optional, nu contin bacterii din nici o altd
specie. In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind 1-40, 1-30, 1-20, 1-19, 1-18, 1-15, 1-10,
1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, sau
31-50 tulpini din aceleasi specii si, optional, nu contin bacterii din nici o alti specie. in unele
realizari, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o specie din acelasi gen (de exemplu mai mult
de 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 15, 17, 20, 23, 25, 30, 35 sau 40 specii), i, optional, nu contin
bacterii din nici un alt gen. In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind mai putin de 50 specii
din acelasi gen (de exemplu mai putin de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10,8, 7, 6, 5, 4 sau 3
specii), si, optional, nu contin bacterii din nici un alt gen. in unele realiziri, compozitiile inventiei
cuprind 1-50, 1-40, 1-30, 1-20, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30,
2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, sau 31-50 specii din acelasi gen si, optional, nu contin
bacterii din nici un alt gen. Inventia cuprinde orice combinatie ale celor de mai sus.

In unele realiziri, compozitia cuprinde tulpina bacteriani Blautia hidrogenotro-phica ca
parte a unui consorfiu microbian. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand Blautia
hidrogenotrophica este prezentd in combinatie cu una sau mai multe (de exemplu cel putin 2, 3, 4,
5, 10, 15 sau 20) alte tulpini bacteriene din alt gen, cu care ea poate trdi simbiotic in vivo in
intestin. De exemplu, in unele realizdri, compozitia cuprinde o tulpini bacteriand de Blautia
hidrogenotrophica in combinatie cu o tulpini bacteriani dintr-un gen diferit. In unele realiziri,
consortiul microbian cuprinde doud sau mai multe tulpini bacteriene obtinute de la 0 mostrd de
fecale a unui singur organism, de exemplu un om. in unele realiziri, consortiul microbian nu este
gisit impreund in naturd. De exemplu, in unele realiziri, consorgiul microbian cuprinde tulpini
bacteriene obtinute din mostrele fecale a cel putin doui organisme diferite. in unele realiziri, cele
doud organisme diferite sunt din aceleasi specii, de exemplu de la doi oameni diferigi. in unele
realizari, cele doud organisme diferite sunt un copil uman si un adult uman. in unele realiziri, cele
doud organisme diferite sunt un om si a mamifer neuman.

In unele realiziri, compozitia inventiei cuprinde suplimentar o tulpind bacteriand care
are aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate terapeuticA ca tulpina Blautia
hidrogenotrophica depozitatd sub numirul de acces DSM 10507/14294, dar care nu este tulpina de
Blautia hidrogenotrophica depozitatd sub numirul de acces DSM 10507/14294, sau care nu este
o Blautia hidrogenotrophica sau care nu este o Blautia.

In unele realiziri in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpini bacteriani,
specie sau gen, tulpinile bacteriene individuale, speciile sau genurile pot fi pentru administrare
separatd, simultand sau secventiald. De exemplu, compozitia poate cuprinde toate cele mai multe
tulpini bacteriene, specii sau genuri, sau tulpinile bacteriene, speciile sau genurile pot fi depozitate
separat si administrate separat, simultan sau secvential. In unele realiziri, mai mult de o tulpini
bacteriand, specie sau gen sunt depozitate separat dar sunt amestecate impreund inainte de
utilizare.

In unele realiziri, tulpina bacteriani pentru utilizare in inventie este obtinuti din fecalele
unui adult uman. in unele realiziri, in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpind
bacteriand, toate tulpinile bacteriene sunt obtinute din fecalele de adult uman, sau daci alte tulpini
bacteriene sunt prezente, ele sunt prezente numai in cantitigi de minimis. Bacteriile s-ar putea si fi
fost cultivate dupd ce au fost obtinute din fecalele de adult uman si utilizate intr-o compozitie a
inventiei.

In unele realiziri, una sau mai multe tulpini bacteriene Blautia hidrogenotro-
phica este/sunt singurul agent activ terapeutic intr-o compozitie a inventiei. In unele realiziri,
tulpina bacteriand din compozitie este singurul agent activ terapeutic intr-o compozitie a inventiei.

Comporzitiile pentru utilizare conform inventiei pot, sau pot s nu necesite aprobare de
comercializare.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
respectiva tulpini bacteriani este liofilizati. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia
farmaceutici de mai sus, in care respectiva tulpini bacteriani este uscati prin pulverizare. In
anumite realiziri, inventia furnizeazd compozitia farmaceutici de mai sus, iIn care tulpina
bacteriand este liofilizatd sau uscatd prin pulverizare si in care este vie. n anumite realiziri,
inventia furnizeazd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriand este liofilizata
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sau uscatd prin pulverizare si in care este viabili. In anumite realiziri, inventia furnizeazi
compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriand este liofilizatd sau uscati prin
pulverizare si in care este capabili de colonizarea partiald sau totald a intestinului. In anumite
realizari, inventia furnizeazd compozifia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriand este
liofilizatd sau uscati prin pulverizare si In care este viabila si capabild de colonizarea partiald sau
totald a intestinului.

In unele cazuri, tulpina bacteriani liofilizati sau uscatd prin pulverizare este reconstituit
inainte de administrare. In unele cazuri, reconstituirea se face prin utilizarea unui diluant descris
aici.

Comporzitiile inventiei pot cuprinde excipienti acceptabili farmaceutic, diluanti sau
purtdtori.

In anumite realiziri, inventia furnizeazd o comporzitie farmaceuticd care cuprinde: o
tulpind bacteriand a inventiei; si un excipient acceptabil farmaceutic, purtitor sau diluant; in care
tulpina bacteriana este intr-o cantitate suficientd pentru a trata o tulburare cind se administreaza
unui subiect care are nevoie de aceasta; si In care tulburarea este hipersensibilitate viscerald, cum
ar fi hipersensibilitatea viscerald asociatd cu boala Crohn, colita ulcerativa, dispepsia functionald,
colica infantild sau, mai preferabil, IBS.

In anumite realiziri, inventia furnizeazd o comporzitie farmaceuticd care cuprinde: o
tulpind bacteriand a inventiei; si un excipient acceptabil farmaceutic, purtitor sau diluant; in care
tulpina bacteriana este intr-o cantitate suficientd pentru a trata o tulburare cind se administreaza
unui subiect care are nevoie de aceasta; si In care tulburarea este hipersensibilitate viscerald, cum
ar fi hipersensibilitatea viscerald asociatd cu boala Crohn, colita ulcerativa, dispepsia functionald
sau, mai preferabil, IBS.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
cantitatea de tulpini bacteriani este de la aproximativ 1 x 10° p4ni la aproximativ 1 x 10! unititi
de formare a coloniilor pe gram, fata de o greutate a compozitiei.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
compozitia este administratd laodozide 1 g,3 g, 5 gsau 10 g.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi comporzitia farmaceutici de mai sus, in care
compozitia este administratd printr-o metoda selectatd din grupul constind din orald, rectald,
subcutanati, nazald, bucala, si sublinguala.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, care
cuprinde un purtitor selectat din grupul constind din lactoza, amidon, glucozi, metil celuloza,
stearat de magneziu, manitol si sorbitol.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, care
cuprinde un diluant selectat din grupul care constd din etanol, glicerol si apa.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, care
cuprinde un excipient selectat din grupul care constd din amidon, gelatind, glucozi, lactoza
anhidrd, lactozd cu flux liber, beta-lactoza, indulcitor de porumb, acacia, tragacant, alginat de
sodiu, carboximetil celulozi, polictilenglicol, oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu,
benzoat de sodiu, acetat de sodiu si clorurd de sodiu.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, care
cuprinde in plus cel putin un conservant, un antioxidant si un stabilizator.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, care
cuprinde un conservant selectat din grupul care consta din benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri de
acid p-hidroxibenzoic.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
respectiva tulpind bacteriana este liofilizata.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
cand compozitia este depozitatd Intr-un recipient etansat la aproximativ 4°C sau aproximativ 25°C
si recipientul este plasat intr-o atmosferd avand 50% umiditate relativa, cel pufin 80% din tulpina
bacteriani dupd cum s-a misurat in unitigile de formare a coloniilor, rimanad dupi o perioada de
cel putin aproximativ: 1 lund, 3 luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani.

in unele realiziri, compozitia invenfiei este prevdzutd intr-un recipient etansat care
cuprinde o compozitic cum s-a descris aici. In unele realiziri, recipientul etansat este un pliculet
sau sticld. In unele realiziri, compozitia inventiei este previzutd intr-o seringd care cuprinde o
compozitie cum s-a descris aici.
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Comporzitia din prezenta inventie poate, in unele realiziri, sd fie furnizatd ca formulare
farmaceutica. De exemplu, compozitia poate fi furnizatd ca tabletd sau capsula. in unele realiziri,
capsula este o capsuld cu gelatind (,,gel-cap™).

In unele realiziri, compozitiile inventici sunt administrate oral. Administrarea orali poate
implica inghitirea, astfel Incat compusul si intre in tractul gastrointestinal, si/sau administrarea
bucald, linguald, sau sublinguald prin care compusul intrd in fluxul sanguin direct din gura.

Formuliri farmaceutice adecvate pentru administrarea orald includ dopuri solide,
microparticule solide, semi-solide si lichide (incluzind faze multiple sau sisteme dispersate) cum
ar fi tabletele; capsule moi sau tari care contin multi sau nanoparticule, lichide (de exemplu solutii
apoase), emulsii sau pulberi; pastile (inclusiv umplute cu lichid); masticabile; geluri; forme de
dozare cu dispersare rapida; filme; ovule; pulverizatoare; si plasturi bucali/mucoadezivi.

In unele realiziri formularea farmaceutici este o formulare entericd, adici o formulare
gastro-rezistentd (de exemplu, rezistentd la pH-ul gastric) care este adecvatd pentru livrarea
compozitiei inventiei in intestin prin administrare orald. Formuldrile enterice pot fi utile in special
cand bacteria sau o altd componentd a compozitiei este sensibild la acid, de exemplu predispusa la
degradare sub conditii gastrice.

in unele realiziri, formularea enterici cuprinde o acoperire enterici. In unele realiziri,
formularea este o formd de dozare acoperitd enteric. De exemplu, formularea poate fi o tabletd
acoperitd enteric sau o capsuld acoperitd enteric, sau altele asemenea. Acoperirea entericd poate fi
0 acoperire entericd conventionald, de exemplu, o acoperire convenfionald pentru o tabletd,
capsuld, sau altele asemenea pentru livrare orald. Formularea poate cuprinde un film de acoperire,
de exemplu, un strat subtire de film al unui polimer enteric, de exemplu un polimer insolubil in
acid.

In unele realizari, formularea entericd este intrinsec entericd, de exemplu, gastro-
rezistentd fird necesitatea unei acoperiri enterice. Astfel, in unele realizdri, formularea este o
formulare enterici care nu cuprinde o acoperire enterici. In unele realiziri, formularea este o
capsuld ficuti dintr-un material termogelant. In unele realiziri, materialul termogelant este un
material celulozic, cum ar fi metilceluloza, hidroximetilceluloza sau hidroxipropilmetilceluloza
(HPMC). In unele realiziri, capsula cuprinde o carcasi care nu contine nici un polimer care
formeazi filmul. In unele realiziri, capsula cuprinde o carcasi si carcasa cuprinde hidroxipropil-
metilceluloza si nu cuprinde nici un polimer care formeaza film (de exemplu vezi [31]). in unele
realizari, formularea este o capsuld entericd intrinsecd (de exemplu, Vcaps® de la Capsugel).

In unele realiziri, formularea este o capsuld moale. Capsulele moi sunt capsule care pot,
din cauza addugdrii emolientilor, cam ar fi de exemplu, glicerolul, sorbitolul, maltitolul si
polietilenglicolii, prezenti in carcasa capsulei, sd aibd o anumiti elasticitate si moliciune. Capsulele
moi pot fi produse, de exemplu, pe bazi de gelatind sau amidon. Capsulele moi pe bazi de gelatind
sunt disponibile comercial de la diferiti furnizori. Depinzand de metoda de administrare, cum ar fi
de exemplu, orald sau rectald, capsulele moi poate avea diferite forme, ele putind fi de exemplu,
rotunde, ovale, de formd alungitd sau torpild. Capsulele moi pot fi produse prin procedee
conventionale, cum ar fi de exemplu, prin procedeul Scherer, prin procedeul Accogel sau prin
procedeul piciturii sau sufldrii.

Metode de cultivare

Tulpinile bacteriene pentru utilizare in prezenta inventie pot fi cultivate utilizind tehnici
microbiologice standard, cum s-a detaliat de exemplu in referingele [32-34].

Mediul solid sau lichid utilizat pentru culturd poate de exemplu sa fie mediul agar YCFA
sau mediul YCFA. Mediul YCFA poate include (pe 100ml, valori aproximative): caziton (1,0 g),
extract de drojdie (0,25 g), NaHCQ3(0,4 g), cisteini (0,1 g), KoHPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 g),
NaCl (0,09 g), (NH)>S0: (0,09 g), MgSO. - 7TH20 (0,009 g), CaCl, (0,009 g), resazurin (0,1 mg),
hemin (1 mg), biotind (1 pg), cobalamind (1 pg), acid p-aminobenzoic (3 pg), acid folic (5 pg), si
piridoxamind (15 pg).

General

Practica prezentei inventii va utiliza, daci nu este indicat altfel, metode conventionale de
chimie, biochimie, biologie moleculard, imunologie si farmacologie, in cadrul specialistilor in
domeniu. Astfel de tehnici sunt explicate complet in literaturd. Vezi, de exemplu, referingele [35-
42], etc.

Termenul ,cuprinzand” cuprinde ,,inclusiv’ precum si ,constind” de exemplu o
compozitie ,,cuprinzind” X poate consta exclusiv din X sau poate include ceva suplimentar de
exemplu X +Y.
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Termenul ,,aproximativ’ in relatie cu o valoare numerica x este optional si inseamnd, de
exemplu, x+10%.

Cuvantul ,substantial” nu exclude ,complet” de exemplu o compozitie care este
»substantial fird” de la Y, poate fi complet fard Y. Unde este necesar, cuvantul ,,substantial”” poate
fi omis din definifia invenfiei.

Referirile la o identitate de secventd procentuald intre doud secvente de nucleotide
inseamna cd, atunci cind sunt aliniate, procentul de nucleotide este acelasi in compararea celor
doud secvente. Aceastd aliniere si omologia procentuald sau identitatea de secventd poate fi
determinata utilizind programe software cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise in
sectiunile 7.7.18 din ref. [43]. O aliniere preferatd este determinatd prin algoritmul de cdutare
omologd Smith-Waterman care utilizeazi o ciutare a decalajului de afinitate cu o pedeapsd de
deschidere a afinititii de 12 si o pedeapsa de extensie a afinitagii de 2, matricea BLOSUM de 62.
Algoritmul de ciutare a omologiei Smith-Waterman este divulgat in ref. [44].

in afard de cazul cand nu se specifici altfel, un procedeu sau metodi care cuprinde
numeroase etape, poate cuprinde etape suplimentare la inceputul sau la sfarsitul metodei, sau poate
cuprinde etape de interventic suplimentare. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise sau
efectuate intr-o ordine alternativa, daca este adecvat.

Sunt descrise aici diferite realizdri ale inventiei. Se va aprecia ci pot fi combinate
caracteristicile specificate in fiecare realizare cu alte caracteristici specificate, pentru a furniza alte
realizari. In particular, realizirile evidentiate aici ca fiind adecvate, tipice sau preferate pot fi
combinate una cu cealalti (cu exceptia cazului cind ele sunt reciproc exclusive).

MODURI PENTRU EFECTUAREA INVENTIEI
Exemplul 1 — Eficacitatea inoculdrii bacteriene intr-un model pe sobolan a hipersensibilititii
viscerale
Rezumat

Sobolanii au fost inoculati cu microbiotd fecald de la un subiect uman cu IBS care
prezintd hipersensibilitate viscerald. Sobolanilor le-au fost apoi administrate compozitii care
cuprind tulpini bacteriene in conformitate cu inventia si au fost apoi testagi utilizind un test de
distensiune pentru a méasura hipersensibilitatea viscerald. S-a constatat cd, compozitiile invenfiei
reduc rdspunsul sobolanilor la distensiune, ceea ce indicd o reducere in hipersensibilitatea
viscerald.
Tulpina

Tulpina de Blautia hidrogenotrophica (BH) DSM 10507/14294.
Compozitii si administrare

Cultura BH (16H) sau liofilizat - administrat prin gavaj oral
Solutia de control administrata prin gavaj oral
Sobolani
Inoculati cu microbiotd intestinald umand de la un subiect cu IBS.
Proiectul studiului

Ziua -14 - sobolanii inoculati cu microbiotd intestinald umand de la un subiect cu IBS
Zilele 0 pand 1a 28 - doza zilnica de culturd BH sau liofilizat, sau solutie de control
Zilele 0, 14 si 28 - qPCR a populatiei BH in mostrele fecale
Intre zilele 14 si 28 - operafia de implantare a electrodului in abdomen (pentru testul de
distensiune)
Ziua 28 — test de distensiune, mostre cecale colectate pentru analiza sulfurilor si acidului gras cu
catend scurtd (SCFA), enumerarea microbilotei in mostrele fecale in mediu selectiv.
Rezultate

Figura 1 prezintd rezultatele unei analize qPCR a populatiei BH in mostrele fecale de la
sobolani cirora le-a fost administratd solutie de control (IBS) sau liofilizat BH (IBS+BH). O
crestere in populatia BH a fost vdzutd in zilele 14 si 28 la sobolanii care au primit liofilizatul BH,
care confirma colonizarea cu succes.

Figura 2 prezintd rezultatele testului de distensiune. Sobolanii au fost supusi la
distensiune colorectald si au fost inregistrat numarul de contractii pe minut ca misurd specificd a

reduse si hipersensibilitate viscerala redusa.
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Figurile 3 si 4 raporteazd efectele administririi culturii BH si liofilizatului asupra
microbiotei din mostrele fecale. Administrarea culturii BH a condus la o reducere notabila (1 log)
in bacteria de reducere a sulfatului (SRB).

Figura 5 raporteazi impactul administrdrii liofilizatului BH asupra fermentdrii
microbiotei dupd cum s-a misurat prin concentragiile de acizi grasi cu catend scurtd in mostrele
cecale. Administrarea de liofilizat BH a condus la o crestere in productia de acetat.

Figura 6 raporteazi impactul administrdrii liofilizatului BH asupra fermentdrii
microbiotei dupd cum s-a mdsurat prin concentratia de sulfurd din mostrele cecale (H»S).
Administrarea de BH a condus la o scidere in productia de sulfura.

Concluzii

Administrarea de compozitii care cuprind Blautia hidrogenotrophica a condus la
colonizarea cu succes si la reducerea notabild in hipersensibilitatea viscerald, dupd cum s-a
misurat utilizdnd testul de distensiune. Acest efect a fost observat cand Blautia
hidrogenotrophica a fost administratd ca culturd si ca liofilizat. Administrarea de Blautia
hidrogenotrophica a avut de asemenea efect notabil asupra constitutirii si fermentdrii microbiotei,
cu reduceri observate in SRB si productia de sulfurd. Aceste date au indicat cd Blautia

asociatd cu reducerile observate in SRB si productia de sulfura.
Exemplul 2 - Eficacitatea liofilizatului bacterian intr-un model pe sobolan al hipersensibilitdtii
viscerale

Observatiile din exemplul 1 au fost confirmate in experimente suplimentare utilizand un
liofilizat de tulpind de Blautia hidrogenotrophica (BH) DSM 10507/14294 si un model pe sobolan
de IBS. Asa cum se aratd in Figurile 7 si 8, administrarea liofilizatului BH a furnizat o reducere
statistic semnificativd in numirul contractiilor abdominale in rdspunsul la distensiune, care indicd
o reducere in hipersensibilitatea viscerali. In Figura 7 a fost utilizatd o mostra fecald de la un
subiect cu IBS pentru a fi inoculati sobolanilor. In Figura 8 mostrele fecale de la trei subiecti cu
IBS au fost utilizate pentru a fi inoculate sobolanilor, cu unul din acesti subiecti cu IBS fiind
acelasi cu subiectul cu IBS utilizat in Figura 7. Mai mult, asa cum se aratd in Figurile 9 si 10,
administrarea liofilizatului BH a furnizat o reducere statistic semnificativa in sulfuri. in Figura 9 a
fost utilizatd o mostra fecald de la un subiect cu IBS pentru a fi inoculatd sobolanilor. in Figura
10, au fost utilizate mostre fecale de la trei subiecti cu IBS pentru a fi inoculate sobolanilor, cu
unul din acesti subiecti cu IBS fiind acelasi cu subiectul cu IBS utilizat in Figura 9.

Exemplul 3 — Efectele liofilizatului bacterian asupra sobolanilor sdndtosi

Au fost studiate efectele administrarii unui liofilizat de tulpind de Blautia
hidrogenotrophica (BH) DSM 10507/14294 asupra sobolanilor HIM sandtosi si rezultatele sunt
raportate in Figurile 11-14. Detalii suplimentare referitoare la experimente sunt furnizate mai sus
in descrierea figurilor. Figura 11 aratd ¢i o dozi adecvatd pentru BH la sobolani este 10° celule pe
zi sau mai mare. Figura 12 aratd cd in aceste experimente BH nu a colonizat permanent tractul
digestiv al sobolanului. Figura 13 arati cd BH este gisit in primul rind in cecum. Figura 14 aratd
ca administrarea de BH induce o crestere in acetat precum si in productia de butirat.

Exemplul 4 - Eficacitatea  liofilizatului bacterian  intr-un  model  pe sobolan  al
hipersensibilitdtii viscerale

Efectele administrarii unui liofilizat de tulpina de Blautia hidrogenotrophica (BH) DSM
10507/14294 pe un model pe sobolan cu IBS au fost investigate suplimentar. Sobolanii fard
germeni au fost inoculati cu mostre fecale de 1a paciengi cu C-IBS (cu constipatie) sau cu U-IBS
(nesubstituigi). Cea mai mare parte a experimentelor au fost efectuate cu mostre fecale de la
pacienti cu IBS care prezentau hipersensibilitate viscerald (VH madsuratd cu barostatul).
Rezultatele sunt raportate in Figurile 15 si 16 si detalii suplimentare referitoare la experimente sunt
furnizate mai sus in descrierea figurilor. Figura 15 confirmd cd administrarea de liofilizat BH
cauzeaza o reducere statistic semnificativa in bacteria care reduce sulfatul. Dupa cum s-a asteptat,
se observd de asemenea o crestere in BH. Figura 16 aratd cd administrarea BH a indus o scidere
statistic semnificativd in cantitatea de H,S produs de sobolanii HIM cu IBS. Supraproductia de
H,S cecal prin microbiota intestinala este asociatd cu hipersensibilitatea viscerala.
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Exemplul 5 - Modificdri in simptomele pacientului in timpul studiului clinic de Fazda I

A fost efectuat un studiu clinic de Faza 1, in care Blautia hidrogenotrophica ("Blautix”,
tulpind depozitatd sub numirul de acces DSM 10507 si de asemenea sub numirul de acces DSM
14294) a fost administratd pacientilor umani care au sindrom de colon iritabil (IBS). Pacientilor le-
a fost administrat Blautix in timpul unei perioade de dozare (zilele 1-16) cu perioada de eliminare
fiind in zilele 19-23. S-a constat ci Blautix este atit sigur cat si bine tolerat. Au fost monitorizate
patru simptome, din care unul a fost durerea abdominald. Studiul a inregistrat dacd pacientii au
prezentat o imbundtifire, nici o modificare sau o inrdutigire a fieciruia din aceste simptome.
Rezultatele de la pacientii cdrora le-a fost administrat Blautix au fost comparate cu cele obtinute
utilizand pacienti cdrora le-a fost administrat un placebo. Simptomele au fost monitorizate la trei
momente de timp: ziua 1, ziua 15/16 si la finalul studiului. Rezultatele sunt prezentate in Figurile
17 si 18.

Cand simptomele raportate ale pacientilor in ziua 16 au fost comparate cu linia de bazi
din ziua 1, 82% din 17 pacientii cu IBS care au primit Blautix au raportat o imbunititire in
simptome (Figura 17). Imbunititirea simptomelor, din care unul este durerea abdominali, sustine
3,02, 3,17 si 3,24, care au avut toti dureri abdominale severe la inceputul studiului, au avut usoare,
slabe, si nici o durere abdominald, respectiv in ziua 15/16.

50% din pacientii care au primit placebo au raportat o imbunititire a simptomelor
(Figura 17). Ratele de raspuns ridicate la placebo sunt un fenomen stabilit in studii clinice de IBS.
Xifaxan a fost recent aprobat pentru a trata IBS pe baza unor imbunatitiri mult mai mici fagd de
placebo [45].

Este asteptatd o inrdutigire a simptomelor la terminarea studiului (ziva 19-23) in
comparatic cu simptomele prezente dupd terminarea dozirii (ziua 16), pe baza invataturilor
prezentate aici. Aceastd inrdutigire a simptomelor a fost vizutd in studiul clinic de faza I: 41% din
pacientii cu IBS au raportat inrdutdtirea simptomelor dupa incetare dozirii cu Blautix (Figura 18).
Inriutitirea simptomelor, din care unul este durerea abdominali, dupi incetarea dozirii cu Blautix,

viscerale.

Exemplul 6 - Eficacitatea B. hidrogenotrophica asupra hipersensibilitifii viscerale studiatd pe
modelul pe sobolan (sobolan HMA) asociat microbiotei umane
Rezumat

Grupuri de 16 sobolani fard germeni (care cuprind 8 sobolani in grupul de control si 8
sobolani in grupul de tratament) au fost inoculate cu microbiotd fecald de la un subiect uman cu
IBS (sobolani IBS-HMA). Au fost efectuate trei experimente successive utilizand mostre fecale de
la 3 pacienti diferifi cu IBS. Doud alte grupuri de sobolani (n = 10) au fost inoculafi cu mostre
fecale de la subiecti sdndtosi (n=2 subiecti; 2 grupuri de sobolani HMA sindtosi) ca control al
de sobolani asociati cu microbiota IBS tratati cu Blautix si 20 de sobolani sdndtosi asociati cu
microbiota. La jumatate din sobolanii IBS-HMA le-a fost apoi administrati pentru 28 zile o
compozitie cuprinzand tulpina bacteriand de B. hidrogenotrophica in conformitate cu invenfia, in
timp ce cealaltd jumdtate din animale a primit o solutic de control. Dupa 28 de zile de
administrare, toti sobolanii HMA au fost testati utilizind un test de distensiune colonicd pentru a
misura sensibilitatea viscerald. S-a descoperit ci, compozitia invenfiei a redus rdspunsul
sobolanilor IBS-HMA la distensiune, ceea ce indicd o reducere in hipersensibilitatea viscerala care
a atins o normo-sensibilitate ca cea observata la sobolanii HMA sanatosi.
Tulping

Tulpina (BH) de Blautia hidrogenotrophica DSM 10507%/14294.
Compozitie si administrare

Liofilizatul BH a fost suspendat intr-o solufie minerald sterild la o concentratie de
10'9 bacterii pe ml. Doi ml din aceasti suspensie au fost administragi zilnic pe sobolan IBS-HMA,
prin gavaj oral, pentru o perioada de 28 zile.

Solutia de control a fost solutia minerald sterild care a fost administratd zilnic (2 ml pe
sobolan) prin gavaj oral grupului de control de sobolani IBS-HMA.
Sobolani

Sobolanii Fisher masculi fard germeni (cu varsta de 10 siptdmani) au fost inoculati cu
microbiotd fecald umana de la un subiect cu IBS (sobolani IBS-HMA). Saisprezece sobolani au
fost inoculati cu acelasi inocul de fecale umane. Au fost efectuate trei experimente successive cu
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mostre fecale de la trei subiecti diferiti cu IBS. Doud alte grupuri, adesea sobolani, au fost

inoculate cu mostre fecale de la 2 subiecti sdndtosi (grupuri de control normo-sensibile).
Proiectul studiului

Ziua -14 - Inocularea sobolanilor fird germeni cu microbiota fecald umana.

Zilele 0 pand la 28 - Doza zilnica de liofilizat BH (grup de test), sau solutie de control (grup de
control) prin gavaj oral

Intre zilele 14 si 22 - operatia de implantare a electrodului in abdomen (pentru testul de
distensiune)

Zilele 22-28 - Adaptarea sobolanilor pentru a evita stresul asociat cu testul de distensiune.

Ziua 28 — testul de distensiune §i eutanasierea animalelor pentru a colecta mostre cecale pentru
analiza sulfurilor si acidului gras cu catend scurtd (SCFA).

Zilele 0, 14 si 28 — Colectarea de mostre fecale pentru analiza microbiand: qPCR pentru evaluarea
populatiei BH si altor grupuri comensale de microorganisme si enumerarea grupurilor functionale
de microorganisme utilizand metoda mediului selectiv si strict anaerobic.

Rezultate

Figura 19 prezintd rezultatele analizei qPCR a populatiei de B. hidrogenotro-phica in
mostrele fecale de la sobolanii IBS-HMA care au primit o solutie de control sau un liofilizat BH.
O crestere semnificativd in populagia BH a fost observati la sfarsitul perioadei de administrare
(ziua 28) la sobolanii care au primit liofilizatul BH, ceea ce confirma livrarea cu succes a BH in
colon.

Figura 20 prezintid rezultatele testului de distensiune. Sobolanii au fost supusi la
distensiune colorectald si numarul de contractii la 5 minute a fost inregistrat ca misura specifici a
contractii reduse, reflectind o reducere in hipersensibilitatea viscerald. Dupa tratamentul cu B.
hidrogenotrophica, sobolanii IBS-HMA au prezentat o sensibilitate normo-viscerala, in
comparatie cu cea masuratd la sobolanii HMA sdnitosi.

Figura 21 raporteaza efectele administrarii de B. hidrogenotrophica asupra unor grupuri
de microorganisme din microbiota fecald, gisitd anterior ca fiind afectatd la paciengii cu IBS.
Administrarea de BH a rezultat intr-o reducere semnificativd in bacteria care reduce sulfatul
(SRB).

Figura 22 raporteazi impactul administririi de BH asupra concentragiei de sulfurd (H»S)
in mostrele fecale ale sobolanilor IBS-HMA. Administrarea de BH a condus la o scidere
semnificativd in productia de sulfurd. Datele din Figura 22 sunt acelasi ca cele din Figura 10 dar
scara este diferita.

Figura 23 raporteazd impactul administrdrii de BH asupra principalilor metaboliti
fermentativi, acizilor grasi cu cateni scurtd, in mostrele cecale ale sobolanilor IBS-HMA.
Administrarea de BH a condus la o crestere semnificativa in concentratia de acetat precum si la o
crestere semnificativd in concentratia de butirat (Figura 23b).

Concluzii

Administrarea unei compozitii care cuprinde Blautia hidrogenotrophica a condus la o
reducere semnificativa in hipersensibilitatea viscerald, dupd cum s-a madsurat utilizind testul de
distensiune. Dupd tratament, sensibilitatea viscerald a sobolanilor IBS-HMA a fost gisitd ca fiind
similard cu cea misuratd la sobolanii HMA sdnjtosi. Administrarea compozitiei care cuprinde B.
hidrogenotrophica poate reface sensibilitatea viscerald a animalelor IBS-HMA la una normala.
Administrarea de Blautia hidrogenotrophicaa avut de asemenea un efect semnificativ asupra
constitutiei si fermentdrii microbiotei, si in special a indus reduceri importante in SRB si productia
de sulfurd. Aceste date au indicat cd Blautia hidrogenotrophica poate fi utild pentru reducerea

de sulfura.
Exemplul 7 — Testarea stabilitdtii

O compozitie descrisi aici, confinand cel putin o tulpind bacteriand, este descrisi aici
depozitatd intr-un recipient etansat la 25°C sau 4°C si recipientul este plasat intr-o atmosferd avand
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% sau 95% umiditate relativd. Dupd 1 lund, 2 luni, 3
Iuni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani, cel putin 50%, 60%, 70%, 80% sau 90% din
tulpina bacteriand va rdméne, dupd cum s-a mdsurat in unitifile de formare a coloniilor
determinate prin protocoale standard.



10

Secvente

SEQ ID NO:1 (Gend ARN ribozomald 16S GAM®6-1 tulpind de Blautia stercoris, secventd partiald

- HM626177)

1

6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
9201
%¢c1
1021
1081
1141

1201
1261

1321

SEQ ID NO:2 (Gend ARN ribozomala 16S 14507 tulpind de Blautia wexlerae, secventd partiala -

tgcaagtcga
gcggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagyg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggct
attagatacc
tetteggtygce
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttecgggac
gggttaagtc
actctgtgga
gccecttatg

gcgaggggga
tgcacgaagc

ggtcttgtac

EF036467)

MD/EP 3313423 T2 2019.10.31

gcgaagcgcet
gagtaacgcg
accgcataag
acccgcgtet
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactyg
gcttaacccc
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcc
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta

gcaaatccca
tggaatcgct

acaccgcccg

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg

tcacaccatg

20

ccttcecggggg
gcctcataca
cgcatgatac
ttggaggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcc
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgte
atcctcagta
aggaaggcgg
acaatggcgt

cccagttegg
aatcagaatg

ggagtcagta

aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcgtaa
agctegtgte
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgcggtgaa

acgcccgaag

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacyg
gcccagactce
cagcgacgcc
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctgggc
aaatcatcat
aagcgagccc

gcaactcgac
tacgttcccg

tc
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1

6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
%961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

caagtcgaac
gacgggtgag
tgctaatacc
aagatggacc
catagccggce
cgggaggcayg
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggcet
agcggaattc
ggcggcttac
agataccctg
ttcggtgeceg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccc
ctggggagac
ccttatgatt
agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca

tgcaaagaag

MD/EP 3313423 T2 2019.10.31

gggaattant
taacgcgtgg
gcataagcgc
cgcgttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gceeeggceta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagc
tggacggtaa
gtagtccacg
tcgcaaacgce
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagg
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgceccgtea

gagctgccga

ttattgaaac
gtaacctgcc
acagagctgc
tagcttgttyg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcce
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatce
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccc
aatcgcggat
caccatggga

aggcgggacc

21

ttcggtcgat
ttatacaggg
atggctcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgceg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacctgggyg
gcggtggage
cgcctgaccy
ttgtcgtcag
cctcagtagc
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccyg
gtcagtaacg
gatgactggg

ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggcccaccaa
agacacggcc
cctgatgcag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagtc
acttgagtgce
ggaggaacac
cgtggggagce
ggtgtcgggt
agtacgttcg
atgtggttta
atccttaacc
ctcgtgtegt
cagcatttaa
tgacgtcaaa
caaagggaag
gtagtctgca
cggtgaatac
cccgaagtca

gtgaagtcgt

tctagtggeg
cagaaatggc
ccoggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgccgeg
tgacggtacc
gggggcaagce
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt
ggcaaagcca
caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttce
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgcc
cgagattgtg
acccgactac
gttceccgggt
gtgacctaac

aacaaggt

SEQ ID NO:3 (secventd rARN 16S consens pentru tulpina 830 de Blautia stercoris)

TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTTACGACAGAACCTT
CGGGGGAAGATGTAAGGGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACA
GTTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGAT
GGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
ACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAA
CCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGG
TACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTT
ACTGGGTIGTAAAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTGATGTCGAAAGGCTGGGGCTTAACCCCAGGACTGCATTGG
AAACTGITTTTCTTGAGTIGCCGGCAGAGCTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTCGAAATGCGTAGATATTAGCAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTARAACGATGAATACTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTICGGTGCCGCAGCAAACGCAA
TAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTITATTCGAAGCAACGCCAAGAACCTTACCAAGTCTTCACATCCGATCTCGACCGGTTCGTAATGCAACCTT
TCCTTCGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTATCGTCAGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCACTCTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGG

AAGGCGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAACAAAGGG
AAGCGAGCCCGCGAGGGGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTICAL
ACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCCAACCTTAGGGAGGGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTG

GGGTGAAGTICTAGGGGGT

SEQ ID NO:4 (secventd rtARN 16S consens pentru tulpina MRX008 de Blautia wexlerae)
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TTCATTGAGACTTCGGTGGATTTAGATTICTATTTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTTAT
ACAGGGGGATAACAGTCAGAAATGGCTGCCTAATACCGCATAAGCGCACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTC
CGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTITGGATTAGCTTGTTGGTGGGCTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCG
GCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGG
GAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAG
CGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCTCAALCCT
GTGGACTGCATTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGARATGCGTA
GATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGARAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCTICGGTG
CCGTCGCAAACGCAGTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCGCCTGACCGA
TCCTTAACCGGATCTITTCCTTCGGGACAGGCGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTCAGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCA
GGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTCGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGTAAACAAAGGGAAGCGAGATCGTGAGATGGAGCARATCCCAAARAATAACGTCCCAGTTCGGACTGTAGTCTGC
AACCCGACTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCTAACTGCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SEQ ID NO:5 (genid ARN ribozomald 16S S5a36 tulpind de Blautia hidrogenotrophica, secventd

partiald - X95624.1)

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721

781
841

901

961
1021
1081
1141
1201
iz2el
1221
1381
1441

gatgaacgct
tttcgottga
gccctataca
cgcatgaagce
ttggtgaggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcece
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga

cgatgaatac
ttcccacctg

caagcggtgg
atccctctga
tggttgtcgt
tattcttagt
gaggaaggtyg
tacaatggcg
teteagttey
gaatcagaat
gggagtcagt
gactgataaac

ggcggegtge
agttttctat
gggggataac
ggtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggtttggcaa
cagacttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg

taggtgtcgg
gggagtacgt

agcatgtggt
ccgggaagta
cagctcgtgt
agccagcagg
gggatgacgt
taaacaaagg
gattgtagte
gtegoggtyga
aacgocogaa

tggggtga

ttaacacatg
tgactgagtg
agttagaaat
actgaggtgg
caaggcgacyg
gcccaaactce
cagcgacgcee
aagtgacggt
gtaaggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg

gtggcaaagc
tcgcaagaat

ttaattcgaa
atgttccctt
cgtgagatgt
tagagctggg
caaatcatca

gaagcdaagg
tgoaactoga

atacgtteoe

gtcagtgacc

caagtcgaac
gcggacgggt
gactgctaat
tataggatgg
atccatagcece
ctacgggagyg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggcatgg
gcaagcggaa
gaaggcggcc
attagatacc

cattcggtge
gaaactcaaa

gcaacgcgaa
ttcttcggaa
tgggttaagt
cactctaggg
tgccecttat
ggtgacctygg
ctacatgaagy
gggtetigta

caaccnagag

gaagcgatag
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttyg
ggcctgagag
cagcagtggyg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gctcaacctg
ttcctagtgt
tgctggacgg
ctggtagtcc

cgcagcaaac
ggaattgacg

gaaccttacc
cagaggagac
cccgcaacga
agactgccag
gatttgggct
agcaaatctc
ctggaateye
cacacegeee

Jaggragety

agaacggaga
tgggtaacct
cgcacagctt
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaattacgt
ggtgtaaagg
tggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgctgtaaa

gcaataagta
gggacccgcea

aaatcttgac
aggtggtgca
gcgcaaccct
ggataacctg
acacacgtgc
aaaaataacg
tagtaatcege
gtcacaccat

ccgaaggtgy
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(57) Revendicari;

1. O compozitie care cuprinde o tulpind bacteriani din specii Blautia hidrogenotrophica,
pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a hipersensibilitagii viscerale.

2. Compozitia pentru utilizare conform revendicarii 1, in care hipersensibilitatea viscerald
este asociata cu IBS, boala Crohn, colita ulcerativa, dispepsia functionald sau colica infantila.

3. Compozitia pentru utilizare conform revendicarii 2, in care hipersensibilitatea viscerald
este asociata cu IBS, boala Crohn, colita ulcerativa sau dispepsia functionala.

4. Comporzitia pentru utilizare conform revendicirii 1, in care compozitia este pentru
boala  Crohn, colita ulcerativd, dispepsia  functionaldi sau colica  infantila.
5. Compozitia pentru utilizare conform revendicarii 4, in care compozifia este pentru utilizare in
colita ulcerativa sau dispepsia functionala.

6. Comporzitia pentru utilizare conform oricireia din revendicirile precedente, in care
compozitia este pentru utilizare in:

(i) reducerea colonizarii tractului gastrointestinal de citre bacterii care reduc sulfat (SRB)

(ii) scdderca nivelurilor de H.S sau prevenirea nivelurilor ridicate de H,S in tractul
gastrointestinal, in tratamentul sau prevenirea hipersensibilitdtii viscerale; sau
distensiunea dureroasi a tractului gastrointestinal, in particular in colon sau rect.

7. Compozitia pentru utilizare conform revendicdrilor 1-6, in care tulpina bacteriand are o
secventd TARN 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu
secvenfa rARN 16s a unei tulpini bacteriene de Blautia hidrogenotrophica.
8. Compozifia pentru utilizare conform revendicarii 7, in care tulpina bacteriand are o secventi
TARN 16s care este cel pufin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu SEQ ID NO:5 sau
care are secventa TARN 16s din SEQ ID NO:5.

9. Compozitia pentru utilizare conform revendicarii 1, in care compozitia cuprinde o tulpind
bacteriana din specii Blautia hidrogenotrophica, pentru utilizare in:
cu IBS; sau

(i1) reducerea colonizirii tractului gastrointestinal de citre bacterii care reduc sulfat (SRB),
sciderea nivelurilor de H,S sau prevenirea nivelurilor ridicate de H,S in tractul gastrointestinal, in

10. Compozitia pentru utilizare conform oricdreia din revendicdrile precedente, in care
compozitia este pentru administrare orala.
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11. Compozitia pentru utilizare conform oricdreia din revendicdrile precedente, in care
compozitia cuprinde unul sau mai multi excipienti sau purtitori acceptabili farmaceutic.

12. Compozitia pentru utilizare conform oricdreia din revendicdrile precedente, in care
tulpina bacteriani este liofilizatd sau este viabila.

13. Comporzitia pentru utilizare conform oricdreia din revendicdrile precedente, in care
compozitia cuprinde o singurd tulpind din specii Blautia hidrogenotrophica.

14. Compozitia pentru utilizare conform oricireia din revendicdrile precedente, care
cuprinde tulpina bacteriand Blautia hidrogenotrophica ca parte a unui consortiu microbian.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova



Nr. de copii Log de ADN 1115/g de fecale

MD/EP 3313423 T2 2019.10.31

26

FIG. 1

IBS  IBS+BH IBS  IBS+BH IBS  IBS+BH
Ziua 0 Ziua 14 Ziua 28




Nr. de contractii/5 min

45

40

35

30

MD/EP 3313423 T2 2019.10.31

27

FIG. 2
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FIG. 3

Impactul culturii BH asupra microbiotei
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FIG. 4

Impactul liofilizatului BH asupra microbiotei
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FIG. 5

Impactul BH asupra concentratiei de fermentare a
microbiotei cecale - acizi grasi cu catena scurta
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FIG. 6
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FIG. 18
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