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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

DOMENIUL TEHNIC

Aceasta inventie se afld in domeniul compozitiilor cuprinzind tulpini bacteriene izolate de
tractul digestiv mamifer si utilizarea unor astfel de compozitii in tratamentul bolilor.
BAZELE INVENTIEI

Se crede cd intestinul uman este steril in utero, dar acesta este expus la o mare diversitate de
microbi materni si din mediu imediat dupd nastere. Dupa aceea, are loc o perioadd dinamica de
colonizare si succesiune microbiand, care este influentatd de factori precum modul de administrare,
mediul, dieta si genotipul gazdd, care au un impact asupra compozitiei microbiotei intestinale, in
particular in timpul vietii timpurii. Ulterior, microbiota se stabilizeaza si devine asemdndtoare celei a
adultilor [1]. Microbiota intestinului uman contine mai mult de 500-1000 de filotipuri diferite
apartinind in esentd a doud diviziuni bacteriene majore, Bacteroidete si Firmicute [2]. Relatiile
simbiotice de succes care decurg din colonizarea bacteriand a intestinului uman au dat o mare
varietate de functii metabolice, structurale, protectoare si alte functii benefice. Activitatile metabolice
imbunatitite ale intestinului colonizat asigurd degradarea componentelor dietetice indigestibile, cu
eliberarea de produse secundare care furnizeazi o sursi importanti de nutrimente pentru gazdi. In
mod similar, importanfa imunologicd a microbiotei intestinale este bine recunoscutd si este
exemplificatd la animalele fird germeni care au un sistem imunitar afectat, care este reconstituit
functional in urma introducerii bacteriilor comensale [3-5].

Modificdrile dramatice ale compozitiei microbiotei au fost documentate in afectiuni gastro-
intestinale, cum ar fi boala intestinald inflamatorie (IBD). De exemplu, nivelurile de bacterii din
clusterul Clostridium XIVa sunt reduse la pacientii cu IBD in timp ce numerele de E coli sunt
crescute, ceea ce sugereazd o schimbare a echilibrului de simbionti si patobionti in intestin [6-9].
Interesant este faptul cd aceastd disbioza microbiand este asociatd si cu dezechilibre in populatiile de
celule T efectoare.

In recunoasterea efectului pozitiv potential pe care anumite tulpini bacteriene il pot avea
asupra intestinului animal, diverse tulpini au fost propuse pentru utilizarea in tratamentul diferitelor
boli (vezi, de exemplu, [10-13]). De asemenea, anumite tulpini, inclusiv mai ales tulpini de
Lactobacillus si Bifidobacterium, au fost propuse pentru utilizare in tratarea diferitelor boli
inflamatorii si autoimune care nu sunt legate direct de intestine (vezi [14] si [15] pentru discutii). Cu
toate acestea, relatia dintre diferitele boli si diferitele tulpini bacteriene si efectele precise ale tulpinilor
bacteriene particulare asupra intestinului si la nivel sistemic si asupra oricaror tipuri de boli sunt slab
caracterizate.

Existd o necesitate in domeniu pentru noi metode de tratare a bolilor inflamatorii si
autoimune. Existd, de asemenea, o necesitate pentru ca efectele potentiale ale bacteriilor intestinale si
fie caracterizate astfel incat si se poatd dezvolta noi terapii care si utilizeze bacterii intestinale.

WO 2011/153226 descrie produse farmaceutice folosind constituenti celulari din diverse
specii de Bacteroides.

US 2014/335131, CN 104546935, CN 103156888 si CN 104546942 descriu utilizarea
Bacteroides fragilis, thetaiotaomicron, vulgatus si dorei in terapie.

US 9011834 descrie prepararea unei populatii de spori bacterieni tratati cu etanol.
REZUMATUL INVENTIEI

Inventia furnizeazd o compozifie care cuprinde o tulpind bacteriand din genul Bacteroides
avand o secventd de 16s ARNr care este cel putin 98% identicd cu SEQ ID NO: 4, pentru utilizare
intr-o metoda de tratare sau de prevenire a unei boli inflamatorii sau autoimune

Inventatorii au dezvoltat noi terapii pentru tratarea si prevenirea bolilor inflamatorii si
autoimune. In particular, inventatorii au dezvoltat noi terapii pentru tratarea si prevenirea bolilor si a
afectiunilor mediate de catre IL-17 sau calea Th17. In particular, inventatorii au identificat ci tulpinile
bacteriene din genul Bacteroides poate fi eficace pentru reducerea rispunsului inflamator Th17. Asa
cum s-a descris in exemple, administrarea orald a compozitiilor cuprinzind Bacteroides coprocola
poate reduce severitatea raspunsului inflamator, inclusiv cea a rdspunsului inflamator Thl7, in
modelele de astm, artrit reumatoida si sclerozi multipld la soarece.

Inventatorii au identificat cd tratamentul cu tulpini bacteriene din acest gen poate reduce
nivelurile de citokine care fac parte din calea Th17, inclusiv IL-17, poate atenua raspunsul inflamator
Th17 si poate oferi beneficii clinice in modelele de soarece de boli inflamatorii si autoimune mediate.
de IL-17 si calea Th17.

In aplicatii particulare, inventia furnizeazd o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriand a
genului Bacteroides avand o secventd de 16s ARNr care este cel putin 98% identica cu SEQ ID NO:
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4, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau de prevenire a unei boli sau a unei conditii selectate din
grupul constind din: sclerozd multipld; artritd, cum ar fi artrita reumatoidd, oasteoartrita, artrita
psoriazicd sau artrita idiopaticd juvenild; neuromielitd opticd (boala lui Devic); spondilitd
anchilozantd; spondiloartritd; psoriazis; lupus eritematos sistemic; boald inflamatorie intestinald, cum
ar fi boala Crohn sau colita ulceroasd; boald celiacd; astm, cum ar fi astmul alergic sau astmul
neutrofil; boald pulmonard obstructivd cronicd (COPD); uveitd; scleritd; vasculitd; boald Behcet;
aterosclerozd; dermatiti atopic; emfizem; parodontitd; rinitd alergici; si rejetul de alogrefd. Efectul
indicat pentru tulpinile bacteriene din gen Bacteroides asupra raspunsului inflamator Th17 poate oferi
beneficii terapeutice pentru boli si conditi mediate de catre IL-17 si calea Th17, cum ar fi cele enume-
rate mai sus.

In aplicatii preferate, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriand din
genul Bacteroides avand o secventi de 16s ARNr care este cel putin 98% identica cu SEQ ID NO: 4,
pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau de prevenire a astmului, cum ar fi astmul neutrofil sau
astmul alergic. Inventatorii au identificat cd aceste tratamente cu tulpini de Bacteroides pot reduce
recrutarea de neutrofile si eozinofile In plamani, ceea ce poate ajuta la tratarea sau prevenirea
astmului. Mai departe, inventatorii au testat si au demonstrat eficacitatea tulpinilor de Bacteroides in
modelele de astm la soareci. In anumite aplicatii, compozitia este utilizati intr-o metodi de tratare sau
prevenire a astmului neutrofil sau a astmului eozinofil. Efectul prezentat de citre compozitiile
conform inventiei asupra neutrofilelor si eozinofilelor inseamna ca acestea pot fi deosebit de eficiente
pentru tratarea sau prevenirea astmului neutrofil si a astmului eozinofil. Intr-adevir, in anumite apli-
cafii, compozitia este destinatd utilizarii intr-o metodd de reducere a unui raspuns inflamator neutrofil
in tratamentul sau prevenirea astmului, sau compozitia este destinatd utilizdrii intr-o metodd de
reducere a unui raspuns inflamator eozinofil in tratamentul sau prevenirea astmului. In aplicatiile
preferate, inventia furnizeazd o compozitie cuprinzand o tulpind bacteriand din specia Bacteroides
coprocola, pentru utilizarea in tratamentul astmului, in particular a astmului neutrofil.

In alte aplicatii preferate, inventia furnizeazd o compozitie care cuprinde o tulpina bacteriani
din genul Bacteroides avand o secventd de 16s ARNr care este cel putin 98% identicd cu SEQ ID NO:
4, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau de prevenire a artritei reumatoide. Inventatorii au gasit
cd acest tratament cu tulpini de Bacteroides poate oferi beneficii clinice intr-un model de artritd
reumatoidii la soareci si poate reduce umflarea articulatiilor. In unele aplicatii preferate, inventia
furnizeaza o compozitie cuprinzind o tulpind bacteriand din specis Bacteroides coprocola, pentru
utilizarea in tratamentul artritei reumatoide. Compozitiile folosind Bacteroides coprocola poate fi
eficiente in particular pentru tratarea artritei reumatoide.

In alte aplicatii preferate, inventia oferd o compozifie care cuprinde o tulpind bacteriana din
genul Bacteroides, avand o secventd de ARNr 16s care este cel putin 98% identicd cu SEQ ID NO: 4,
pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau de prevenire a sclerozei multiple. Inventatorii au gasit ca
acest tratament cu tulpini de Bacteroides poate reduce incidenta si severitatea bolii Intr-un model de
soarece cu sclerozi multipli. In unele aplicatii preferate, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand
o tulpind bacteriand a speciei Bacteroides coprocola, pentru utilizare in tratamentul sclerozei multiple.
Compozitiile folosind Bacteroides coprocola pot fi eficiente in particular pentru tratarea sclerozei
multiple.

In alte aplicatii preferate, inventia oferd o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriand a
genului Bacteroides avand o secventd de ARNr 16s care este cel putin 98% identica cu SEQ ID NO:
4, pentru utilizare intr-o metodi de tratare sau de prevenire a uveitei, cum ar fi uveita posterioara. In
anumite aplicatii, inventia furnizeazi o compozifie care cuprinde o tulpind bacteriand din specis
Bacteroides coprocola, pentru utilizare in tratamentul uveitei.

In anumite aplicatii, compozitiile dezvaluite aici sunt utilizate intr-o metoda de reducere a
productiei de IL-17 sau de reducere a diferentierii celulelor Th17 in tratamentul sau prevenirea unei
boli sau a unei conditii mediate de citre IL-17 sau de citre calea Thl7. In particular, compozitiile
dezvaluite aici pot fi utilizate in reducerea productiei de IL-17 sau in reducerea diferentierii celulelor
Th17 in tratamentul sau prevenirea astmului, artritei reumatoide sau sclerozei multiple. De preferintd,
dezvaluirea furnizeaza compozitii care cuprind o tulpind bacteriand din specia Bacteroides coprocola,
pentru utilizare in reducerea productiei de IL-17 sau reducerea diferentierii de celule Thl7 in
tratamentul sau prevenirea astmului, artritei reumatoide sau sclerozei multiple, sau a astmului, artritei
reumatoide, sclerozei multiple, uveitei sau cancerului. In anumite aplicatii, compozifia este destinata
utilizarii intr-un pacient cu niveluri crescute de IL-17 sau celule Th17. Efectul asupra raspunsului
inflamator Th17 indicat pentru tulpinile de Bacteroides poate fi deosebit de benefic pentru astfel de
pacienti.

In aplicatiile preferate ale inventiei, tulpina bacteriand din compozitie este de Bacteroides
coprocola. De preferintd, tulpina bacteriand are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 99%,
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99,5% sau 99,9% identici cu SEQ ID NO: 4. De preferintd, tulpina bacteriand utilizata in inventie are
secvenfa de ARNm 16s reprezentatd de SEQ ID NO: 4.

In aplicatii preferate suplimentare ale dezvéluirii, tulpina bacteriani din compozitie este de
Bacteroides thetaiotaomicron. Se pot utiliza si tulpini strns Inrudite, cum ar fi tulpinile bacteriene
care au o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identicd cu secventa de ARNr 16s a tulpinii bacteriene de Bacteroides thetaiotaomicron. De
preferintd, tulpina bacteriand are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 99,5% sau 99,9% identici cu SEQ ID NO: 5. De preferintd, tulpina bacteriand dezviluita aici are
secvenfa de ARNm 16s reprezentatd de SEQ ID NO: 5.

In alte aplicatii preferate dezviluite aici, tulpina bacteriand din compozitie este de
Bacteroides fragilis. Se pot utiliza si tulpini strns inrudite, cum ar fi tulpinile bacteriene care au un
genom cu identitate de secventd cu CR626927.1.

In anumite aplicatii, comporzitia conform inventiei este destinati administririi orale.
Administrarea orald a tulpinilor conform inventiei poate fi eficientd pentru tratarea bolilor si a
afectiunilor mediate de calea IL-17 sau Thl7. De asemenea, administrarea orald este convenabild
pentru pacienti si practicieni si permite livrarea citre intestin si/sau colonizarea parfiald sau totald a
acestuia.

In anumite aplicatii, compozitia conform inventiei cuprinde unul sau mai multi excipienti
sau purtitori acceptabili din punct de vedere farmaceutic.

In anumite aplicatii, compozitia conform inventiei cuprinde o tulpind bacteriand care a fost
liofilizatd. Liofilizarea este o tehnicd eficientd si convenabild pentru prepararea compozitiilor stabile
care permit eliberarea bacteriilor.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd un produs alimentar care cuprinde compozitia
descrisa mai sus.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd o compozitie de vaccin care cuprinde compozitia
descrisa mai sus.

In dezvoltarea inventiei de mai sus, inventatorii au identificat si caracterizat o tulpind
bacteriand care este deosebit de utild pentru terapie. S-a dovedit cd tulpina conform inventiei este
eficientd pentru tratarea bolilor descrise aici, cum ar fi artrita, astmul si scleroza multipld. Prin urmare,
intr-un alt aspect, inventia furnizeaz o celuld din tulpina depusd sub numarul de acces NCIMB
42408. Inventia furnizeaza, de asemenea, compozitii care cuprind astfel de celule sau culturi biologic
pure ale unor astfel de celule. Inventia furnizeazd, de asemenea, o celuld din tulpina depusd sub
numarul de acces NCIMB 42408 pentru utilizare in terapie, in particular pentru bolile descrise aici.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Numarul total de celule
din fluidul BAL.

Figura 2: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Numarul total de
eozinofile din BALF.

Figura 3: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Proportia de eozinofile
in BALF.

Figura 4: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Numarul total de
macrofage din BALF.

Figura 5: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Proportia de macrofage
in BALF.

Figura 6: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Numarul total de
neutrofile din BALF.

Figura 7: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Proportia de neutrofile
in BALF.

Figura 8: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Numarul total de
limfocite din BALF.

Figura 9: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Proportia de limfocite in
BALF.

Figura 10: Model de astm neutrofil sever la soareci — Numdr total de celule din fluidul BAL.

Figura 11: Model de astm neutrofil sever la soareci — Numarul total de eozinofile din BALF.

Figura 12: Model de astm neutrofil sever la soareci — Proportia de eozinofile in BALF.

Figura 13: Model de astm neutrofil sever la soareci — Numarul total de macrofage din BALF.

Figura 14: Model de astm neutrofil sever la soareci — Proportia de macrofage in BALF.

Figura 15: Model de astm neutrofil sever la soareci — Numarul total de neutrofile din BALF.

Figura 16: Model de astm neutrofil sever la soareci — Proportia de neutrofile in BALF.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3204024 T2 2019.12.31
6

Figura 17: Model de astm neutrofil sever la soareci — Numarul total de limfocite din BALF.

Figura 18: Model de astm neutrofil sever la soareci — Proportia de limfocite in BALF.

Figura 19: Model de artritd reumatoidd 1la soareci — Masa corporald, zile intre
—14 si 0. Datele sunt prezentate ca procente medii + ESM din masa initiald (ziua —14). Semnificatie
statistici: A p<0,05si A A A A p<0,0001 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul.

Figura 20: Model de artritd reumatoidd la soareci — Mase corporale, zilele O pina la 42. Datele sunt
prezentate ca procente medii + ESM din masa initiald (ziua 0). A p<0,05, ¢ p<0,05 AAA p<
0,001, #e*s p < 0,0001 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul.

Figura 21: Model de artritd reumatoida la soareci — Scoruri clinice. Datele sunt prezentate ca medie +
ESM. *##% n < (0,0001 in comparatie cu ziua 21 din grupul tratat cu vehiculul. 4,0 p < 0,05 in
comparatie cu grupul tratat cu vehicul intr-o anumita zi.

Figura 22: Model de artritd reumatoidd la soareci — Rispunsul proliferativ al splenocitelor la
colagenul II. Numere pe minut avind mediul de fundal scdzut [stimulat de citre CII — mediu de
fundal] pe baza incorpordrii 3H-TdR. Toate datele sunt prezentate ca medie + ESM.

Figura 23: Model de artritd reumatoida la soareci — Niveluri de IFNy in supernatantii culturii de
tesuturi din grupul tratat cu vehicul. Liniile reprezintd valori mediane ale grupului.

Figura 24: Model de artritd reumatoidd la soareci — Niveluri de IL-17A in supernatantii culturii de
tesuturi din grupul tratat cu vehicul. Liniile reprezintad valori mediane ale grupului.

Figura 25: Model de artritd reumatoida la soareci — Niveluri de IL-10 in supernatantii culturii de
tesuturi din grupul tratat cu vehicul. Liniile reprezintd valori mediane ale grupului.

Figura 26: Model de artritd reumatoidd la soareci — Niveluri de IL-6 in supernatantii culturii de
tesuturi din grupul tratat cu vehiculul. Liniile reprezinta valori mediane ale grupului.

Figura 27: Model de artritd reumatoid3 la soareci — Niveluri de citokind In supernatantii culturii de
tesuturi din grupul bioterapeutic # 675 tratat (grupul 4). Liniile reprezinta valori mediane ale grupului.
Figura 28: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — IgE totala in ser.
Figura 29: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — IgG1 specifici HDM
in ser.

Figura 30: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — IgE totald in BALF.
Figura 31: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — IgG1 specifici HDM
in BALF.

Figura 32: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Analiza histologicd —
Scorul mediu de infiltrare peribronchiolara.

Figura 33: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Analizd histologicd —
Scorul mediu de infiltrare perivasculara.

Figura 34: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Analiza histologicd —
Scorul inflamator mediu (Media atat a scorului infiltratiei peribronchiolarului, cat si al celui al
infiltratiei perivasculare).

Figura 35: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Analiz histologicd —
Scorul Mucusului.

Figura 36: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IL-9 in tesutul
pulmonar.

Figura 37: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IL-1a in
tesutul pulmonar.

Figura 38: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IFNy in tesutul
pulmonar.

Figura 39: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IL-17A in
tesutul pulmonar.

Figura 40: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IL-4 in tesutul
pulmonar.

Figura 41: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IL-5 in tesutul
pulmonar.

Figura 42: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul IL-1b in
tesutul pulmonar.

Figura 43: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul RANTES in
tesutul pulmonar.

Figura 44: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul MIP-1a in
tesutul pulmonar.

Figura 45: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci— Nivelul KC in tesutul
pulmonar.
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Figura 46: Model de astm indus de acarieni indus de praful casnic la soareci — Nivelul MIP-2 in
tesutul pulmonar.

Figura 47: Model de astm neutrofil sever la soareci — IgG1 specificA HDM in ser.

Figura 48: Model de astm neutrofil sever la soareci — IgG2a specificA HDM in ser.

Figura 49: Model de astm neutrofil sever la soareci — IgG1 specificA HDM in BALF.

Figura 50: Model de astm neutrofil sever la soareci — IgG2a specificd HDM in BALF.

Figura 51: Model de astm neutrofil sever la soareci — Analiza histologicd — Scor mediu de infiltrare
peribronchiolara.

Figura 52: Model de astm neutrofil sever la soareci — Analiza histologicd — Scorul mediu de infiltrare
perivasculara.

Figura 53: Model de astm neutrofil sever la soareci — Analizi histologicd — Scor inflamator mediu
(Media atat a scorului de infiltrare peribronchiolard cit si a scorului de infiltrare perivasculard).
Figura 54: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul TNFa in tesutul pulmonar.

Figura 55: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul IL-1a in fesutul pulmonar.

Figura 56: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul IFNy in {esutul pulmonar.

Figura 57: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul IL-17F in tesutul pulmonar.

Figura 58: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul IL-1b in tesutul pulmonar.

Figura 59: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul RANTES in fesutul pulmonar.

Figura 60: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul MIP-2 in tesutul pulmonar.

Figura 61: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul KC in tesutul pulmonar.

Figura 62: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelu IL-17A in tesutul pulmonar.

Figura 63: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul MIP-1a in tesutul pulmonar.

Figura 64: Model de astm neutrofil sever la soareci — Nivelul IL-33 in tesutul pulmonar.

Figura 65: Model de artrit reumatoida la soareci — Sablon vizual pentru evaluarea de histopatologie.
Imagini reprezentative prezentand scoruri compozite din articulatiile tarsale de soarece intr-un studiu
de artritd indusa de colagen.

Figura 66: Model de artritd reumatoida la soareci — Histopatologie: Scoruri de inflamare. Datele sunt
prezentate ca medie £ ESM. ** p < (0,01 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul.

Figura 67: Model de artritd reumatoida la soareci — Histopatologie: Scoruri de cartilaj din grupul
tratat cu vehiculul. Datele sunt prezentate ca medie + ESM.

Figura 68: Model de artritd reumatoidd la soareci — Histopatologie: Scoruri osoase. Datele sunt
prezentate ca medie £ ESM.

Figura 69: Model de artritd reumatoidd la soareci — Histopatologie: Scoruri totale. Datele sunt
prezentate ca medie £ ESM.

Figura 70: Model de artritd reumatoidd la soareci — Histopatologie: Tulpind # 675. Datele sunt
prezentate ca medie £ ESM.

Figura 71: Model de artritd reumatoida la soareci — Histopatologie: Imagini reprezentative. ID—ul
animalului (# n.n) si membrul (R pentru dreapta, L pentru stinga) sunt indicate intre paranteze.
Imaginea din stanga sus (vehicul): distrugerea extensivd a articulatiilor si oaselor cu inflamatie si
fibroza care se extinde pana la tesuturile moi peri-articulare. Imagine inferioard (tulpina nr. 675):
sinovitd si bursitd care se extinde focal la tesuturile peri-articulare, leziuni usoare ale cartilajului
articular si resturi intra-articulare, structura osoasa neafectata.

Figura 72: Model de scleroza multipl3 la soareci — Scorul clinic.

Figura 73: Model de sclerozi multipla la soareci — Incidenta bolii.

DEZVALUIREA INVENTIEI

Tulpini bacteriene

Compozitiile conform inventiei cuprind o tulpina bacteriand a genului Bacteroides avand o
secven{d de ARNr 16s care este cel putin 98% identicd cu SEQ ID NO: 4. Exemplele demonstreaza ca
bacteriile din acest gen sunt utile pentru tratarea sau prevenirea bolilor si afectiunilor mediate de catre
IL-17 sau calea Th17. Tulpinile bacteriene preferate sunt din specia Bacteroides coprocola.

Exemple de specii Bacteroides dezvaluite aici includ Bacteroides massiliensis, Bacteroides
coprocola, Bacteroides thetaiotaomicron $i Bacteroides caccae. Un alt exemplu de specie Bacteroides
dezvaluitd aici sunt Bacteroides fragilis. Bacteroides este un gen de bacterii gram-negative,
obligatoriu anaerobe. Speciile de Bacteroides sunt bacili care nu formeazd endospori si pot fi fie
motili, fie nemotili, in functie de specie. Speciile de Bacteroides constituie o portiune substantiala din
flora gastrointestinald a mamiferelor si sunt esentiale pentru prelucrarea moleculelor complexe.
Celulele de Bacteroides coprocola din sange cultivate pe plici de agar EG sunt strict anaerobe, care
nu formeaza spori, nemotile si gram-negative. Tijele scurte sau celulele in forma de tijd au circa 0—-8
?7m in latime si lungime variabild, in general in intervalul 1-4 ?m. Exemple de tulpini dun speciile
Bacteroides coprocola sunt descrise in [16]. Tulpina tip, M16T (= JCM 12979T= DSM 171367), a fost
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izolata din fecalele unui om sdndtos. Doud tulpini suplimentare [M11 (= JCM 12980) si M156 (= JCM
12981)] sunt incluse in aceasta specie. Numerele de acces GenBank/EMBL/DDBI pentru secventele
genelor ARNr 16s ale acestor tulpini de Bacteroides coprocola sunt AB200223, AB200224 si
AB200225 (dezvaluite aici ca SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 si SEQ ID NO: 3).

Bacteria depusd sub numdrul de acces NCIMB 42408 a fost testatd in Exemple si este, de
asemenea, menfionatd aici ca tulpina 675. O secventd ARNr 16s pentru tulpina 675 care a fost testatd
este furnizatd in SEQ ID NO: 4. Tulpina 675 a fost depus la autoritatea depozitard internationala
NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotia) de citre 4D Pharma Research Ltd.
(Life Sciences Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotia) la 13 mai 2015 ca ,,Bacteroidales
675% si a primit numdrul de acces NCIMB 42408.

Genomul tulpinii 675 cuprinde un cromozom si o plasmidid. O secventd de cromozomi
pentru tulpina 675 este furnizati in SEQ ID NO: 6 in lista de secvente publicatd in WO 2016/203217.
O secventd plasmidicd pentru tulpina 675 este furnizatd in SEQ ID NO: 7 in lista de secvente
publicatd in WO 2016/203217. Aceste secvente au fost generate folosind platforma PacBio RS II.

Tulpinile bacteriene strans legate de tulpina testatd in Exemple sunt de asemenea de asteptat
sa fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea bolilor si a afectiunilor mediate de cétre IL-17 sau calea
Th17. De preferintd, tulpina bacteriani utilizatd in inventie are o secventd de ARNr 16s care este cel
putin 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu SEQ ID NO: 4. De preferintd, tulpina bacteriana utilizatd in
inventie are secventa de ARNm 16s reprezentatd de SEQ ID NO: 4.

O altd tulpind bacteriand preferatd dezviluitd aici este tulpina de Bacteroides
thetaiotaomicron depusd sub numdrul de acces NCIMB 42341. Acecastd tulpind a fost depusd la
autoritatea depozitard internationald NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotia)
la 3 decembrie 2014.

Mai preferabil, tulpinile de Bacteroides thetaiotaomicron dezviluite aici sunt tulpina de tip
ATCC 29148 = CCUG 10774 = CIP 104206 = DSM 2079 = JCM 5827 = NCTC 10582 = VPI 5482 si
tulpina WAL 2926 = ATCC 29741. O altd preferintd de tulpind de Bacteroides thetaiotaomicron
dezvaluitd aici este tulpina descrisd in EP1448995. Numirul de acces pentru secventa ARNr-ului 16s
al genei Bacteroides thetaiotaomicron tulpina WAL 2926 este M58763 (dezvaluitd aici ca SEQ ID
NO: 5).

In anumite cazuri, tulpina bacteriani dezviluitd aici are o secventi de ARNr 16s care este
cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu secventa de ARNr 16s a unei
tulpini bacteriene de Bacteroides thetaiotaomicron. De preferintd, tulpina bacteriand dezvaluitad aici
are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici
cu SEQ ID NO: 5. Preferabil, tulpina bacteriand utilizatd in inventie are secventa de ARNm 16s repre-
zentatd de SEQ ID NO: 5.

O tulpina preferatd de Bacteroides fragilis dezvaluita aici este tulpina de tip ATCC 25285 =
CCUG 4856 =CIP 77.16 = DSM 2151 = JCM 11019 = LMG 10263 = NCTC 9343. Numérul de acces
pentru genomul complet al tulpinii de NCTC 9343 a Bacteroides fragilis este CR626927.1 (versiunea:
CR626927.1 GI: 60491031).

In anumite cazuri, tulpina bacteriani dezviluitd aici are un genom cu identitate de secventi
cu CR626927.1. In aplicatii preferate, tulpina bacteriand dezviluitd aici are un genom cu cel pufin
90% identitate de secventd (de exemplu, cel putin 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identitate de secventd) cu CR626927.1 pe cel pufin 60% (de exemplu, cel putin 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) din lungimea CR626927.1. De exemplu, tulpina
bacteriand dezviluitd aici poate avea un genom cu cel putin 90% identitate de secventd cu
CR626927.1 pe 70% din lungimea CR626927.1, sau cel putin 90% identitate In secventd cu
CR626927.1 pe 80% din lungimea CR626927.1, sau cel putin 90% identitate de secventd cu
CR626927.1 pe 90% din lungimea CR626927.1, sau cel putin 90% identitate de secventd cu
CR626927.1 pe 100% din lungimea CR626927.1, sau cel putin 95% identitate de secventd cu
CR626927.1 pe 70 % din lungimea CR626927.1 sau cel putin 95% identitate secventd cu CR626927.1
pe 80% din lungimea CR626927.1 sau cel putin 95% identitate de secventd cu CR626927.1 pe 90%
din lungimea CR626927.1 sau cel putin 95% identitate de secventd cu CR626927.1 pe 100% din
lungimea CR626927.1 sau cel pufin 98% identitate de secventd cu CR626927.1 pe 70% din lungimea
CR626927.1 sau cel pufin 98% identitate de secventd cu CR626927.1 pe 80% din lungimea
CR626927.1, sau cel pufin 98% identitate de secventd cu CR626927.1 pe 90% din lungimea
CR626927.1, sau cel pufin 98% identitate de secventd cu CR626927.1 pe 100% din lungimea
CR626927.1.

In anumite cazuri, tulpina bacteriani utilizati in inventie are un cromozom cu identitate de
secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217. In cazuri preferate, tulpina bacteriand utilizati in
inventie are un cromozom cu identitate de secventd de cel putin 90% (de exemplu, cel putin 92%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% secventd identitate) cu SEQ ID NO: 6 din WO
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2016/203217 pentru cel putin 60% (de exemplu, cel putin 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% sau 100%) din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217. De exemplu, tulpina
bacteriand utilizatd in inventie poate avea un cromozom cu identitate de secventd de cel putin 90% cu
SEQ ID NO: 6 al WO 2016/203217 pe 70% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau
cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe 80% din lungimea
SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din
WO 2016/203217 pe 90% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau cel putin 90%
identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe 100% din lungimea SEQ ID NO: 6
din WO 2016/203217, sau cel putin 95% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO
2016/203217 pe 70% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau cel putin 95% identitate
de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe 80% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO
2016/203217, sau cel putin 95% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe
90% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau cel putin 95% identitate de secventd cu
SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe 100% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217,
sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe 70% din lungimea
SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau cel pufin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din
WO 2016/203217 pe 80% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217, sau cel putin 98%
identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 pe 90% din lungimea SEQ ID NO: 6
din WO 2016/203217, sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO
2016/203217 pe 100% din lungimea SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217.

In anumite cazuri, tulpina bacteriani pentru utilizare in inventie are o plasmidi cu identitate
de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217. In cazuri preferate, tulpina bacteriand pentru
utilizare in inventie are o plasmidd cu cel putin 90% identitate de secventd (de exemplu, cel pufin
92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd) cu SEQ ID NO: 7 din WO
2016/203217 pentru o lungime de cel putin 60% (de exemplu, cel putin 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) din SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217. De exemplu, tulpina
bacterian utilizatd in inventie poate avea o plasmidd cu identitate de secventd de cel putin 90% cu
SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 70% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau
cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 80% din lungimea
SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau cel pufin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din
WO 2016/203217 pe 90% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau cel putin 90%
identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 100% din lungimea SEQ ID NO: 7
din WO 2016/203217, sau cel putin 95% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO
2016/203217 pe 70% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau cel putin 95% identitate
de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 80% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO
2016/203217, sau cel putin 95% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe
90% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau cel putin 95% identitate de secventd cu
SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 100% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217,
sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 70% din lungimea
SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din
WO 2016/203217 pe 80% din lungimea SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217, sau cel putin 98%
identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO 2016/203217 pe 90% din lungimea SEQ ID NO: 7
din WO 2016/203217, sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 7 din WO
2016/203217 pe 100% din SEQ ID NO: 7 din lungimea WO 2016/203217.

In anumite cazuri, tulpina bacteriani utilizati in inventie are un cromozom cu identitate de
secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO 2016/203217 si o plasmidi cu identitate de secventd cu SEQ ID
NO: 7 din WO 2016/203217.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri ale bacteriei depuse sub numéirul de acces 42408 sunt
de asemenea de asteptat si fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea bolilor si a conditiilor mediate
de catre IL-17 sau calea Thl7. Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub
numerele de acces NCIMB 42341, ATCC 29148 sau ATCC 29741 sunt de asemenea de asteptat sa fie
eficiente pentru tratarea sau prevenirea bolilor si a condifiilor mediate de cétre IL-17 sau calea Th17.
Un biotip este o tulpind inruditd strins, care are aceleasi caracteristici fiziologice si biochimice sau
foarte similare.

Tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numdrul de acces NCIMB 42408 si
care sunt adecvate pentru utilizarea in inventie pot fi identificate prin secventializarea altor secvente
de nucleotide pentru o bacterie depusd sub numarul de acces NCIMB 42408. De exemplu, substantial
intregul genom poate fi secventializat si o tulpind de biotip pentru utilizare in inventie poate avea cel
putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventd pe cel putin 80% din
lungimea intregului genom (de exemplu, pe cel putin 85 %, 90%, 95% sau 99% sau pe intregul
genom). Alte secvente adecvate pentru utilizarea in identificarea tulpinilor de biotipuri pot include
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hsp60 sau secvente repetitive, cum ar fi BOX, ERIC, (GTG)s, sau REP sau [17]. Tulpinile biotipului
pot avea secvente cu cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventa cu
secventa corespunzdtoare a unei bacterii depuse sub numarul de acces NCIMB 42408.

In mod alternativ, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numirul de acces
NCIMB 42408 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie pot fi identificate utilizind numarul de
acces al depozitului NCIMB 42408 si analiza fragmentului de restrictie si/sau analizd PCR, de
exemplu prin utilizarea polimorfismul de lungime amplificat prin fluorescentd a fragmentului
(FAFLP) si amprentare a clementului ADN repetitiv (rep)-PCR, sau profilarea proteinei, sau
secvenfializarea par{iald a ADNr-ului 16s sau 23s.

In anumite aplicatii, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numadrul de
acces NCIMB 42408 si care sunt adecvate pentru utilizarea in inventie sunt tulpini care furnizeazi
acelasi model ca o bacterie depusa sub numérul de acces NCIMB 42408 atunci cand sunt analizate
prin analiza de restrictic a ADN ribozomal amplificat (ARDRA), de exemplu atunci cind se foloseste
enzima de restrictic Sau3Al (pentru metode exemplare si discutii vezi, de exemplu, [18]). Alternativ,
tulpinile de biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi modele de fermentatie a carbohidratilor
ca o bacterie depusd sub numirul de acces NCIMB 42408.

Alte tulpini de Bacteroides care sunt utile in compozitiile si metodele conform inventiei,
cum ar fi biotipurile unei bacterii depuse sub numdirul de acces NCIMB 42408, pot fi identificate
folosind orice metoda sau strategie adecvatd, inclusiv analizele descrise in Exemple. De exemplu,
tulpinile utilizate in inventie pot fi identificate prin cultivarea in YCFA anaerob si/sau administrarea
bacteriilor la modelul de artritd indusa de colagen de tip II la soareci si apoi evaluarea nivelurilor de
citokine. In particular, tulpinile bacteriene care au modele de crestere, tipuri metabolice si/sau antigeni
de suprafatd similari cu o bacterie depusd sub numdirul de acces NCIMB 42408 si sunt utile in
inventie. O tulpind utild va avea o activitate de modulare imunitard comparabild cu cea a tulpinii
NCIMB 42408. In particular, o tulpini biotip va produce efecte comparabile asupra modelelor de
boala astm, artritd si scleroza multipla si efecte comparabile asupra nivelurilor de citokine cu efectele
prezentate in Exemple, care pot fi identificate folosind protocoalele de cultivare si administrare
descrise in Exemple.

O tulpind preferatd in particular a inventiei este tulpina depusd sub numairul de acces
NCIMB 42408. Acesta este exemplul de tulpind 675 testati in exemple si demonsratd ca fiind
eficientd pentru tratarea bolilor. Prin urmare, inventia furnizeaza o celuld, cum ar fi o celuld izolata,
din tulpina depusd sub numairul de acces NCIMB 42408. Inventia furnizeazd, de asemenea, o
compozitie care cuprinde o celuld din tulpina depusa sub numdrul de acces NCIMB 42408. Inventia
furnizeazi, de asemenea, o culturd purd biologic din tulpina depusi sub numdrul de acces NCIMB
42408. Inventia furnizeazd, de asemenea, o celuld din tulpina depusd sub numarul de acces NCIMB
42408, pentru utilizare in terapie, in particular pentru bolile descrise aici.

Un derivat al tulpinii depuse sub numérul de acces NCIMB 42408 poate fi o tulpind fiicd
(descendentd) sau o tulpind cultivatd (subclonatd) din original. Un derivat al unei tulpini conform
inventiei poate fi modificat, de exemplu la nivel genetic, fird a reduce activitatea biologica. in
particular, o tulpind derivatd a inventiei este activa terapeutic. O tulpind derivatd va avea o activitate
de modulare imunitard comparabild cu tulpina NCIMB 42408 initiala. In particular, o tulpini derivati
va declasa efecte comparabile asupra modelelor de boala astm, artritd si scleroza multipld si efecte
comparabile asupra nivelurilor de citokine cu efectele prezentate in Exemple, care pot fi identificate
folosind protocoalele de cultivare si administrare descrise in Exemple. Un derivat al tulpinii NCIMB
42408 va fi, in general, un biotip al tulpinii NCIMB 42408. Un derivat al NCIMB 42341 va fi, in
general, un biotip al tulpinii NCIMB 42341.

Referirile 1a celulele tulpinii depuse sub numdrul de acces NCIMB 42408 cuprind orice
celule care au aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate terapeuticd ca tulpinile depuse sub
numdrul de acces NCIMB 42408, si astfel de celule sunt cuprinse in inventie. Referirile la celulele din
tulpina Bacteroides thetaiotaomicron depusd sub numerele de acces NCIMB 42341, ATCC 29148 sau
ATCC 29741 cuprind orice celule care au aceleasi caracteristici de siguranta si eficacitate terapeutica
ca tulpinile depuse sub numéarul de acces NCIMB 42341, ATCC 29148 sau ATCC 29741.

In aplicatiile preferate, tulpinile bacteriene din compozitiile conform inventiei sunt viabile si
capabile s colonizeze partial sau total intestinul.

Utilizdiri terapeutice

Dupa cum s-a demonstrat in exemple, compozitiile bacteriene conform inventiei sunt
eficiente pentru reducerea rispunsului inflamator Th17. in particular, tratamentul cu compozitii
conform inventiei obtine o reducere a nivelurilor de IL-17A si a altor citokine ale cdii Thl7 si
imbunatdtiri clinice ale modelelor animale ale conditiilor mediate de cétre IL-17 si calea Thl7. Prin
urmare, compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea bolilor inflamatorii si
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autoimune si, in particular, a bolilor sau a conditiilor mediate de catre IL-17. In particular,
compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru reducerea sau prevenirea dezvoltirii rispunsului
inflamator IL-17.

Celulele Th17 sunt un subset de celule T helper care produc, de exemplu, IL-17A, IL17-F,
IL-21 si IL-22. Diferentierea celulelor Thl7 si expresia IL-17 pot fi determinate de catre IL-23.
Aceste citokine si altele formeazd parfi importante ale ciii Thl7, care este o cale de semnalizare
inflamatorie bine stabilitd, care contribuie si sti la baza unui numadr de boli inflamatorii si autoimune
(asa cum este descris, de exemplu, in [19-24]). Bolile in care calea Thl7 este activati sunt boli
mediate de cdtre calea Th17. Bolile mediate de cdtre calea Th17 pot fi ameliorate sau usurate prin
reprimarea cdii Th17, care se poate obfine printr-o reducere a diferentierii celulelor Th17 sau o
reducere a activitdtii acestora sau o reducere a nivelului de citokine ale cdii Th17. Bolile mediate de
calea Th17 pot fi caracterizate de niveluri crescute de citokine produse de celulele Th17, cum ar fi IL-
17A, IL-17F, IL-21, 1L-22, IL-26, IL-9 (discutate in [25] ). Bolile mediate de calea Th17 pot fi
caracterizate prin exprimarea crescutd a genelor asociate Th-17, cum ar fi Stat3 sau IL-23R. Bolile
mediate de catrecalea Th17 pot fi asociate cu niveluri crescute de celule Th17.

IL-17 este o citokind pro-inflamatorie care contribuie la patogeneza mai multor boli si
conditii inflamatorii si autoimune. IL-17, asa cum este utilizat aici, se poate referi la orice membru al
familiei IL-17, inclusiv IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E si IL-17F. Bolile si conditiile
mediate de citre IL-17 sunt caracterizate prin expresia ridicatd a IL-17 si/sau prin acumularea sau
prezenta celulelor pozitive IL-17 intr-un fesut afectat de boald sau conditie. In mod similar, bolile si
conditiile mediate de citre IL-17 sunt boli si conditii care sunt exacerbate de nivelurile ridicate de IL-
17 sau o crestere a nivelurilor IL-17 si care sunt atenuate de nivelurile scazute de IL-17 sau de o
reducere a nivelurilor IL-17. Raspunsul inflamator IL-17 poate fi local sau sistemic.

Exemplele de boli si afectiuni care pot fi mediate de cétre IL-17 sau calea Th17 includ
scleroza multipld; artrita, cum ar fi artrita reumatoidd, ostecoartrita, artrita psoriaticd sau artrita
idiopaticd juvenild; neuromiclita opticd (boala lui Devic); spondilita anchilozantd; spondiloartrita;
psoriazisul; lupusul eritematos sistemic; boala inflamatorie intestinald, cum ar fi boala Crohn sau
colita ulceroasi; boala celiacd; astmul, cum ar fi astmul alergic sau astmul neutrofil; boald pulmonara
obstructiva cronicd (COPD); uveita; sclerita; vasculita; boala Behcet; ateroscleroza; dermatita atopica;
emfizemul; parodontita; rinita alergici; si rejetul de alogrefd. In aplicatii preferate, compozitiile
conform inventiei sunt utilizate pentru tratarea sau prevenirea uneia sau mai multora dintre aceste
conditii sau boli. In aplicatii preferate, aceste conditii sau boli sunt mediate de citre IL-17 sau calea
Th17.

In anumite cazuri, compozifiile dezvaluite aici sunt utilizate intr-o metoda de reducere a
productiei de IL-17 sau de reducere a diferentierii de celule Th17 in tratamentul sau prevenirea unei
boli sau afectiuni mediate de citre IL-17 sau calea Th17. In anumite aplicatii, compozitiile conform
invenfiel sunt utilizate in tratarea sau prevenirea unei boli inflamatorii sau autoimune, in care
respectivul tratament sau prevenire se realizeaza prin reducerea sau prevenirea cresterii raspunsului
inflamator Th17. In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate in tratarea unui
pacient cu o boald inflamatorie sau autoimund, in care pacientul are niveluri IL-17 crescute sau celule
Th17 ridicate sau prezinti un rispuns inflamator Th17. in anumite aplicatii, pacientul poate si fi fost
diagnosticat cu o boald sau condifie inflamatorie sau autoimund cronicd, sau compozitia conform
inventiei poate fi utilizatd in prevenirea unei boli inflamatorii sau autoimune sau a unei conditii care se
dezvolt intr-o boald sau conditie inflamatorie sau autoimuni cronici. In anumite aplicatii, boala sau
starea poate sd nu raspundi la tratamentul cu inhibitori de TNF-o.. Aceste utiliziri ale inventiei pot fi
aplicate oricdreia dintre bolile sau conditile specifice enumerate in paragraful precedent.

IL-17 si calea Th17 sunt adesea asociate cu boli inflamatorii si autoimune cronice, astfel
incat compozitiile conform inventiei pot fi utile in particular pentru tratarea sau prevenirea bolilor sau
afectiunilor cronice, asa cum sunt enumerate mai sus. In anumite aplicatii, compozifiile sunt utilizate
la pacientii prezentind o boald cronicd. In anumite aplicatii, compozitiile sunt utilizate in prevenirea
dezvoltdrii bolii cronice.

Comporzitiile dezviluite aici pot fi utile pentru tratarea bolilor si a afectiunilor mediate de
citre IL-17 sau calea Th17 si pentru abordarea rispunsului inflamator Th17, astfel incat compozitiile
dezviluite aici pot fi utile In particular pentru tratarea sau prevenirea bolii cronice, tratarea sau
prevenirea bolii in pacienti care nu au raspuns la alte terapii (cum ar fi tratamentul cu inhibitori TNF-
o) si/sau tratarea sau prevenirea deteriordrii tesutului si a simptomelor asociate cu IL-17 si celulele
Th17. De exemplu, IL-17 este cunoscuta ca activeaza distrugerea matricei in cartilaj si tesutul osos si
IL-17 are un efect inhibitor asupra productiei de matrice in condrocite si osteoblaste, astfel incat
compozitiile dezviluite aici pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea eroziunii osoase sau deteriordrii
cartilajului.
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In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitii conform inventiei asigurd o reducere sau
impiedicd o crestere a nivelurilor de IL-17, in particular a nivelurilor de IL-17A. In anumite aplicatii,
tratamentul cu compozifii conform inventiei prevede o reducere sau impiedicd o crestere a nivelurilor
IFN-y, IL-13, RANTES, MIP-1q, IL-8 sau IL-6. O astfel de reducere sau prevenire a nivelurilor
crescute ale acestor citokine poate fi utild pentru tratarea sau prevenirea bolilor si conditiilor
inflamatorii i autoimune, in particular a celor mediate de citre IL-17 sau calea Th17.

Astmul

In aplicatii preferate, compozitiile conform inventiei sunt utilizate in tratarea sau prevenirea
astmului. Exemplele demonstreazi cd compozitiile conform inventiei obfin o reducere a recrutirii de
neutrofile si/sau eozinofile in cdile respiratorii In urma sensibilizirii si provocirii cu extract de
acarieni de praf domestic si astfel pot fi utile in tratamentul sau prevenirea astmului. Astmul este o
boala cronica caracterizatd prin inflamatia si restrictionarea ciilor respiratorii. Inflamatia in astm poate
fi mediatd de citre IL-17 si/sau celulele Thl7, astfel incit compozitiile conform inventiei pot fi
deosebit de eficiente pentru prevenirea sau tratarea astmului. Inflamatia in astm poate fi mediatd de
eozinofile si/sau neutrofile.

In anumite aplicatii, astmul este astm eozinofil sau alergic. Astmul eozinofil si alergic se
caracterizeazd printr-un numdr crescut de ecozinofile in singele periferic si in secretiile cdilor
respiratorii §i este asociat patologic cu ingrosarea zonei membranei bazale si farmacologic prin
responsivitatea la corticosteroizi [26]. Compozitiile care reduc sau inhiba recrutarea sau activarea
eozinofilelor pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea astmului eozinofil si alergic.

In alte aplicatii suplimentare, compozifiile conform invenfiei sunt utilizate in tratarea sau
prevenirea astmului neutrofil (sau a astmului ne-eozinofil). Numarul mare de neutrofile este asociat cu
astmul sever care poate fi insensibil la tratamentul cu corticosteroizi. Compozitiile care reduc sau
inhibd recrutarea sau activarea neutrofilelor pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea astmului
neutrofil.

Astmul eozinofil si neutrofil nu sunt conditii reciproce excluzive si tratamentele care ajuta la
rezolvarea fie a rdspunsurilor eozinofile, cit si a celor neutrofile pot fi utile pentru tratarea astmului in
general.

Nivelurile crescute de IL-17 si activarea cdii Thl7 sunt asociate cu astm sever, deci
compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru prevenirea dezvoltirii astmului sever sau pentru
tratarea astmului sever.

In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate in metode de reducere a
unui rdspuns inflamator eozinofil in tratamentul sau prevenirea astmului, sau pentru utilizarea
metodelor de reducere a unui rdspuns inflamator neutrofil in tratamentul sau prevenirea astmului.
Dupa cum s-a menfionat mai sus, nivelurile ridicate de eozinofile in astm sunt asociate patologic cu
ingrosarea zonei membranei bazale, astfel incat reducerea raspunsului inflamator eozinofilic in
tratamentul sau prevenirea astmului poate fi In misurd si abordeze in mod specific aceastd caracte-
risticd a bolii. De asemenea, neutrofilele crescute, fie in combinatie cu eozinofile crescute, fie in
absenta lor, sunt asociate cu astmul sever si ingustarea cronicd a ciilor respiratorii. Prin urmare,
reducerea raspunsului inflamator neutrofil poate fi utild in particular pentru abordarea astmului sever.

In anumite aplicatii, compozitiile reduc infiltrarea peribronhiolard in astmul alergic sau sunt
utilizate in reducerea infiltrdrii peribronhiolare in tratamentul astmului alergic. In anumite aplicatii,
compozitiile reduc infiltrarea peribronhiolara si/sau perivasculard in astmul neutrofil sau sunt utilizate
in reducerea infiltrrii peribronhiolare si/sau perivasculare in tratamentul astmului alergic neutrofil.

In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitii conform inventiei asigurd o reducere sau
impiedicd o crestere a nivelurilor IL-1B3, IFNy, RANTES, MIP-1a sau IL-8.

In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate intr-o metoda de tratare a
astmului care duce la reducerea rispunsului inflamator eozinofil si/sau neutrofil. In anumite aplicatii,
pacientul care urmeazd si fie tratat are, sau a fost identificat anterior ca avand valori crescute de
neutrofile sau eozinofile, de exemplu, identificate prin prelevarea de sange sau analiza sputei.
Comporzitiile conform inventiei pot fi utile pentru prevenirea dezvoltarii astmului la un nou-niscut,
atunci cand sunt administrate nou-niscutului sau unei femei insircinate. Compozitiile pot fi utile
pentru prevenirea dezvoltdrii astmului la copii. Compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru
tratarea sau prevenirea astmului cu debut la adulti. Compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru
combaterea sau ameliorarea astmului. Compozitiile conform inventiei pot fi utile in particular pentru
reducerea simptomelor asociate astmului, care este agravat de alergeni, cum ar fi acarienii din praful
domestic.

Tratamentul sau prevenirea astmului se poate referi, de exemplu, la o atenuare a gravitatii
simptomelor sau la o reducere a frecventei de exacerbari sau a gamei de declansatori care reprezintd o
problema pentru pacient.
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Artrita

In aplicatiile preferate, compozitiile conform inventiei sunt utilizate in tratarea sau
prevenirea artritei reumatoide (RA). Exemplele demonstreazi cd compozitiile conform inventiei ob{in
o reducere a semnelor clinice ale RA intr-un model de soarece, reduc leziunile cartilajelor si pe cele
osoase si reduc raspunsul inflamator IL-17, deci pot fi utile in tratamentul sau prevenirea RA. RA este
o tulburare inflamatorie sistemici care afecteazd in primul rind articulatiile. RA este asociatd cu un
raspuns inflamator care duce la umflarea articulatiilor, hiperplazie sinoviald si distrugerea cartilajului
si a oaselor. IL-17 si celulele Th17 pot avea un rol cheie in RA, de exemplu, deoarece IL-17 inhiba
productia de matrice in condrocite si osteoblaste si activeaza productia si functia metaloproteinazelor
matrice si pentru cd activitatea bolii RA este corelatd cu nivelurile IL-17 si numdrul de celule Th-17
[27, 28], astfel incat compozitiile conform inventiei pot fi deosebit de eficiente pentru prevenirea sau
tratarea RA.

In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate pentru scaderea nivelurilor
de IL-17 sau pentru prevenirea cresterii nivelurilor de IL-17 in tratamentul sau prevenirea RA. In
anumite aplicatii, tratamentul cu compozifii conform inventiei asigurd o reducere sau impiedicd o
crestere a nivelurilor de IL-17, in particular a nivelurilor IL-17A. In anumite aplicatii, tratamentul cu
compozitii conform inventiei oferd o reducere sau impiedica o crestere a nivelurilor IFN-y sau IL-6.

In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei are ca rezultat o reducere
a umflarii articulatiilor. In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate la pacientii
cu articulatii umflate sau la pacientii identificati cu riscul de a avea articulatii umflate. In anumite
aplicafii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate intr-o metodd de reducere a umflarii
articulatiilor in RA.

In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei are ca rezultat o reducere
a deteriorrii cartilajelor sau a oasclor. In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt
utilizate pentru reducerea sau prevenirea deteriordrii cartilajului sau a celei osoase in tratamentul RA.
In anumite aplicatii, compozitiile sunt utilizate in tratarea pacientului cu RA severa care prezintd risc
de deteriorare a cartilajului sau osoasa.

Nivelurile crescute de IL-17 si numadrul crescut de celule Th17 sunt asociate cu distrugerea
cartilajelor si a oaselor in RA [27, 28]. IL-17 este cunoscutd cd activeazd distrugerea matricei in
cartilaj si tesutul osos, si IL-17 are un efect inhibitor asupra productiei matricei in condrocite si
osteoblaste. Prin urmare, in anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate pentru
prevenirea eroziunii osoase sau deteriorarea cartilajului in tratamentul RA. In anumite aplicatii,
compozitiile sunt utilizate in tratarea pacientilor care prezintd eroziune osoasd sau leziuni ale
cartilajelor sau pacienti identificafi cu risc de eroziune osoasd sau deteriorare a cartilajelor.

TNF-a este, de asemenea, asociat cu RA, dar TNF-o nu este implicat in patogeneza etapelor
tarzii ale bolii. In schimb, IL-17 are un rol in toate etapele bolii cronice [29]. Prin urmare, in anumite
aplicatii, compozifiile conform inventiei sunt utilizate in tratarea RA cronica sau RA in stadiu tarziu,
cum ar fi boala care include distrugerea articulard si pierderea cartilajului. in anumite aplicatii,
compozitiile conform inventiei sunt destinate tratdrii pacientilor care au primit anterior o terapie anti-
TNF-o.. In anumite aplicatii, pacientii care urmeazd a fi tratati nu rdspund sau nu mai rdspund la
terapia anti-TNF-o.

Compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru modularea sistemului imunitar al unui
pacient, astfel incat in anumite aplicafii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate pentru
prevenirea RA la un pacient care a fost identificat cu risc de RA, sau care a fost diagnosticat cu o
etapa timpurie a RA. Compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru prevenirea dezvoltirii RA.

Comporzitille conform invenfiei pot fi utile pentru gestionarea sau atenuarea RA.
Compozitiile conform inventiei pot fi utile in particular pentru reducerea simptomelor asociate cu
umflarea articulatiei sau distrugerea oaselor. Tratamentul sau prevenirea RA se po referi, de exemplu,
la o ameliorare a gravitafii simptomelor sau la o reducere a frecventei de exacerbari sau a gamei de
declansatori care reprezintd o problema pentru pacient.

Scleroza multipld

In aplicatiile preferate, compozitille conform inventiei sunt utilizate in tratarea sau
prevenirea sclerozei multiple. Exemplele demonstreazd ci compozitiile conform inventiei obtin o
reducere a incidentei bolii si a gravititii bolii la un model de soarece cu sclerozd multipld (modelul
EAE) si, astfel, pot fi utile in tratamentul sau prevenirea sclerozei multiple. Scleroza multipla este o
tulburare inflamatorie asociata cu deteriorarea tecilor de mielind ale neuronilor, in particular la nivelul
creierului si coloanei vertebrale. Scleroza multipla este o boala cronici, care incapaciteaza progresiv si
care evolueazd in episoade. IL-17 si celulele Th17 pot avea un rol cheie in scleroza multipld, de
exemplu, deoarece nivelurile de IL-17 pot fi corelate cu leziunile sclerozei multiple, IL-17 poate
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perturba jonctiunile stranse ale celulelor endoteliale ale barierei hematoencefalice, iar celulele Th17
pot migra in sistemul nervos central si cauzeazi pierderi neuronale [30, 31]. Prin urmare, compozitiile
conform inventiei ot fi deosebit de eficiente pentru prevenirea sau tratarea sclerozei multiple.

In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei are ca rezultat o reducere
a incidentei bolii sau a gravititii bolii. In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile descrise aici
impiedicd o scidere a functici motoare sau duce la imbunititirea a functici motoare. In anumite
aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate pentru reducerea incidentei bolii sau a gravitatii
bolii. In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei previne o scidere a functiei
motoare sau duce la imbunititirea functiei motoare. In anumite aplicatii, compozitiile conform
inventiei sunt destinate utilizarii pentru prevenirea declinului funcfiei motoare sau pentru utilizarea in
imbunititirea functiei motoare. In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei
impiedicd dezvoltarea paraliziei. In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate
pentru prevenirea paraliziei in tratamentul sclerozei multiple.

Comporzitiile conform inventiei pot fi utile pentru modularea sistemului imunitar al unui
pacient, astfel incat, in anumite aplicafii, compozitiile descrise aici sunt utilizate pentru prevenirea
sclerozei multiple la un pacient care a fost identificat ca prezentind risc de sclerozd multipla sau care
a fost diagnosticat cu sclerozd multipld de stadiu timpuriu sau sclerozi multipld ,,recurentd-remisiva™.
Compozitiile descrise aici pot fi utile pentru prevenirea dezvoltarii sclerozei. Intr-adeviar, exemplele
aratd cd administrarea compozitiilor descrise aici impiedicd dezvoltarea bolii la mulfi soareci.

Comporzitiile conform inventiei pot fi utile pentru gestionarea sau ameliorarea sclerozei
multiple. Compozitiile conform inventiei pot fi utile in particular pentru reducerea simptomelor
asociate cu scleroza multipld. Tratamentul sau prevenirea sclerozei multiple se poate referi, de
exemplu, la o atenuare a gravitdtii simptomelor sau la o reducere a frecventei de exacerbari sau a
gamei de declansatori care reprezintd o problema pentru pacient.

Uveita

In aplicatii preferate, compozitiile conform inventiei sunt utilizate in tratarea sau prevenirea
uveitei. Compozitiile conform inventiei pot conduce 1a o reducere a incidentei bolii si a gravitatii bolii
la un model animal de uveitd si astfel pot fi utile in tratamentul sau prevenirea uveitei. Uveita este
inflamatia uveei si poate conduce la distrugerea tesutului retinian. Se poate prezenta sub diferite forme
anatomice (anterioard, intermediard, posterioard sau difuza) si poate rezulta din cauze diferite, dar
inrudite, inclusiv tulburdri autoimune sistemice. Calea IL-17 si Th17 este implicata central in uveits,
astfel incat compozitiile conform inventiei pot fi deosebit de eficiente pentru prevenirea sau tratarea
uveitei. Referintele [38—45] descriu niveluri serice crescute de interleukind-17A la pacientii cu uveits,
asocierea specificd a variantelor genetice IL17A cu panuveita, rolul citokinelor asociate cu Thl7 in
patogeneza uveitei autoimune experimentale, dezechilibrul dintre celulele Th17 si celulele T
reglatoare in timpul uveitei autoimune monofazice experimentale, supra-reglarea IL-17A la pacientii
cu uveitd si bolile active Adamantiades-Behcet si Vogt-Koyanagi-Harada (VKH), tratamentul uveitei
neinfectioase cu secukinumab (anti-anticorp IL-17A) si Th17 in ochii uveitici.

In anumite aplicatii, uveita este uveitd posterioard. Uveita posterioard se prezintd in primul
rand cu inflamatia retinei si coroidului, iar compozitiile conform inventiei pot fi eficiente pentru
reducerea inflamatiei si deteriorarii retinei.

In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei are ca rezultat o reducere
a leziunilor retiniene. In anumite aplicatii, compozifiile conform inventiei sunt utilizate pentru
reducerea sau prevenirea leziunilor retiniene in tratamentul uveitei. In anumite aplicatii, compozitiile
sunt utilizate in tratarea pacientilor cu uveiti severd care prezinti riscul de deteriorare a retinei. in
anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform inventiei are ca rezultat o reducere a
inflamatiei discului optic. in anumite aplicatii, compozitiile conform inventici sunt utilizate pentru
reducerea sau prevenirea inflamatiei discului optic. In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile
conform inventiei are ca rezultat o reducere a infiltrarii tesutului retinian de citre celulele inflamatorii.
In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei sunt utilizate in reducerea infiltrarii {esutului
retinian de citre celulele inflamatorii. In anumite aplicatii, tratamentul cu compozitiile conform
inventiei are ca rezultat mentinerea sau imbunititirea vederii. In anumite aplicatii, compoxzitiile
conform inventiei sunt utilizate pentru mentinerea sau imbunititirea vederii.

In anumite aplicatii, compozitiile sunt utilizate in tratarea sau prevenirea uveitei asociate cu
o boald non-infectioasd sau autoimund, cum ar fi boala Behget, boala Crohn, iridociclita
heterochromicd Fuchs, granulomatoza cu poliangiitd, uveita asociatd cu HLA-B27, artrita idiopatici
minord, sarcoidoza, spondiloartrita, oftalmia simpaticd, nefrita tubulointerstifiald si sindromul de
uveitd sau sindromul Vogt-Koyanagi-Harada. S-a dovedit cd IL-17A este implicatd in, de exemplu, in
bolile Behcet si Vogt-Koyanagi-Harada.

Tratamentul sau prevenirea uveitei se poate referi, de exemplu, la o atenuare a gravitatii
simptomelor sau la prevenirea recidivei.
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Moduri de administrare

De preferintd, compozitiile conform inventiei trebuie administrate pe tractul gastrointestinal
pentru a permite livrarea citre intestin si/sau colonizarea partiald sau totald a acestuia cu tulpina
bacteriani conform inventiei. in general, compozitiile conform inventiei sunt administrate oral, dar
pot fi administrate pe cale rectald, intranazald sau pe cdi bucale sau sublinguale.

In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei pot fi administrate sub form3 de spuma,
sub forma unui spray sau unui gel.

In anumite aplicatii, compozitiile conform invenfiei pot fi administrate sub formd de
supozitoare,, cum ar fi un supozitor rectal, de exemplu sub forma unui ulei de teobroma (unt de
cacao), a unei grisimi sintetice dure (de exemplu suppocire, witepsol), glicero—gelatind,
polietilenglicol sau compozitie de glicerind de sdpun.

In anumite aplicatii, compozitia conform inventiei este administratd tractului gastrointestinal
printr-un tub, cum ar fi un tub nazogastric, un tub orogastric, un tub gastric, un tub jejunostomic (tub
J), o gastrostomie endoscopicd percutanati (PEG) sau un port, cum ar fi un port de perete toracic care
oferd acces la stomac, jejun si alte porturi de acces adecvate.

Compozifiile conform inventiei pot fi administrate o singurd datd sau pot fi administrate
secvential ca parte a unui regim de tratament. In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei
trebuie administrate zilnic.

In anumite aplicatii ale inventiei, tratamentul conform inventiei este insotit de evaluarea
microbiotei intestinale a pacientului. Tratamentul poate fi repetat daci livrarea si/sau colonizarea
partiald sau totald cu tulpina conform inventiei nu este obfinutd astfel incét eficacitatea si nu fie
observatd, sau tratamentul poate fi incetat daca livrarea si/sau colonizarea partiald sau totala are succes
si este observata eficacitatea.

In anumite aplicatii, compozitia conform inventiei poate fi administratd la un animal
insdrcinat, de exemplu un mamifer, cum ar fi un om, pentru a preveni o boald inflamatoric sau
autoimund la copilul ei in utere si/sau dupd ce s-a niscut.

Compozitiile conform inventiei pot fi administrate la un pacient care a fost diagnosticat cu o
boala sau afectiune mediata de cétre IL-17 sau calea Th17, sau care a fost identificat ca fiind expus
riscului unei boli sau a unei afectiuni mediate de citre IL-17 sau calea Th17. Compozitiile pot fi, de
asemeneca, administrate ca o masurd profilactici pentru a preveni dezvoltarea de boli sau afectiuni
mediate de catre IL-17 sau calea Th17 1a un pacient sanitos.

Comporzitiile conform inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost identificat ca
avand o microbiotd intestinald anormald. De exemplu, pacientul poate avea o colonizare redusd sau
absentd cu Bacteroides, si in particular cu Bacteroides coprocola.

Comporzitiile conform inventiei pot fi administrate ca un produs alimentar, cum ar fi un
supliment nutrifional.

In general, compozitiile conform inventiei sunt pentru tratamentul oamenilor, desi pot fi
utilizate pentru a trata animale inclusiv mamifere monogastrice, cum ar fi padsiri de curte, porci, pisici,
caini, cai sau iepuri. Compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru imbundtifirea cresterii si
performantei animalelor. Daca se administreaza la animale, se poate utiliza gavajul oral.

Compozitii

In general, compozitia conform inventiei cuprinde bacterii. In aplicatiile preferate ale
inventiei, compozitia este pusd in formuld in forma liofilizatd. De exemplu, compozitia conform
inventiei poate cuprinde granule sau capsule de gelatind, de exemplu capsule de gelatind dura,
cuprinzand o tulpind bacteriand conform inventiei.

De preferintd, compozitia conform inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea
bacteriilor este o procedura bine stabilitd si sunt disponibile indrumadri relevante in, de exemplu, in
referinfele [46—48].

Alternativ, compozifia conform inventiei poate cuprinde o culturd bacteriand activa, vie.

In aplicatiile preferate, compozifia conform inventiei este incapsulatd pentru a permite
livrarea tulpinii bacteriene citre intestin. Incapsularea protejeazd compozifia de degradare pand la
livrarea la locatia tintd, de exemplu, prin ruperea cu stimuli chimici sau fizici, cum ar fi presiunea,
activitatea enzimatici sau dezintegrarea fizica, care poate fi declansati de modificari ale pH-ului.
Poate fi folositd orice metodd adecvatd de incapsulare. Exemple de tehnici de incapsulare includ
capturarea intr-o matrice poroasd, atasare sau adsorbtie pe suprafete purtitoare solide, auto-agregarea
prin floculare sau cu agenti de reticulare si izolarea mecanicd in spatele unei membrane microporoase
sau a unei microcapsule. Indicatii privind incapsularea care pot fi utile pentru prepararea compozitiilor
din inventie sunt disponibile, de exemplu, in referintele [49] si [50].

Compozitia poate fi administrati pe cale orald si poate fi sub formd de tabletd, capsuld sau
pulbere. Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Bacteroides sunt anaerobe. Alte ingrediente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3204024 T2 2019.12.31
16

(cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse cu rol de colectori de oxigen si substraturi prebiotice
pentru a imbundtafi livrarea si/sau colonizarea si supravietuirea partiald sau totald in vive. Alternativ,
compozitia probiotici a inventiei poate fi administrati pe cale orald ca produs alimentar sau
nutrifional, cum ar fi lactat fermentat pe baza de lapte sau zer sau ca produs farmaceutic.

Compozitia poate fi pusa in formuld ca un probiotic.

O compozitie conform inventiei include o cantitate eficace terapeutic dintr-o tulpini
bacteriand conform inventiei. O cantitate eficace terapeutic dintr-o tulpind bacteriand este suficientd
pentru a exercita un efect benefic asupra unui pacient. O cantitate eficace terapeutic dintr-o tulpina
bacteriand poate fi suficientd pentru a avea ca efect livrarea citre intestinul pacientului si/sau
colonizarea partiald sau totald a acestuia.

O doz4 zilnicd adecvatd de bacterii, de exemplu pentru un om adult, poate fi de 1a circa 1 x
10° pand la circa 1 x 10" unititi care formeazi colonii (CFU); de exemplu, de la circa 1 x 107 pani la
circa 1 x 10'° CFU; intr-un alt exemplu de la circa 1 x 10° pani 1a circa 1 x 10'° CFU.

In anumite aplicatii, compozitia contine tulpina bacteriand intr-o cantitate de la circa 1 x 10°
pand la circa 1 x 10! CFU/g, in raport cu masa compozitiei; de exemplu, de la circa 1 x 10® pini la
circa 1 x 10'° CFU/g. Doza poate fi, de exemplu, de 1 g,3 g, 5 g si 10 g.

De obicei, un probiotic, cum ar fi compozifia conform inventiei, este combinat optional cu
cel putin un compus prebiotic adecvat. Un compus prebiotic este de obicei un carbohidrat nedigerabil,
cum ar fi un oligo- sau polizaharid sau un alcool din zahir, care nu este degradat sau absorbit in tractul
digestiv superior. Prebioticele cunoscute includ produse comerciale, cum ar fi inulina si transgalacto-
oligozaharidele.

In anumite aplicatii, compozitia probioticd conform prezentei inventii include un compus
prebiotic intr-o cantitate de la circa 1 pand la circa 30% din masd, in raport cu masa totald a
compozitiei (de exemplu, de la 5 pand la 20% din masd). Carbohidratii pot fi selectati din grupul
format din: fructo-oligozaharide (sau FOS), fructo-oligozaharide cu catend scurtd, inulind, izomalt-
oligozaharide, pectine, xilo-oligozaharide (sau XOS), chitosan-oligozaharide (sau COS), beta-glucani,
amidonuri modificate cu gumi arabica si rezistente, polidextroza, D—tagatoza, fibre de salcam, carob,
oviz si fibre de citrice. Intr-un aspect, prebioticele sunt fructo-oligozaharide cu catendi scurtii (pentru
simplitate, prezentate mai jos ca FOSs—c.c); respectivele FOSc-s nu sunt carbohidrafi digerabili, in
general sunt obtinute prin transformarea zahdrului din sfecld si includ o moleculd de zaharozi la care
se leagd trei molecule de glucoza.

Compozitiile conform inventiei pot cuprinde excipienti sau purttori acceptabili farmaceutic.
Exemple de astfel de excipienti potriviti pot fi gasiti in referinta [51]. Purtitorii sau diluantii
acceptabili pentru utilizare terapeuticd sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi, de
exemplu, in referinfa [52]. Exemple de purtdtori adecvati includ lactozd, amidon, glucoza, metil
celuloza, stearat de magneziu, manitol, sorbitol si altele asemenea. Exemple de diluanti adecvati
includ etanol, glicerol si apa. Alegerea purtitorului farmaceutic, a excipientului sau a diluantului poate
fi selectatd in ceea ce priveste calea de administrare prevdzutd si practica farmaceuticd standard.
Compozitiile farmaceutice pot cuprinde ca, sau in plus fatd de purtdtor, excipient sau diluant orice
liant sau lianti, lubrifiant (lubrifianti), agent (agentii) de suspendare, agent (agenti) de acoperire, agent
(agenti) de solubilizare adecvati. Exemple de lianti adecvati includ amidon, gelatind, zaharuri naturale
precum glucoz3, lactozd anhidrd, lactozd cu flux liber, beta—lactozd, indulcitori de porumb, gumai
naturald si sinteticd, cum ar fi acacia, tragacant sau alginat de sodiu, carboximetil celuloza si
polietilenglicol. Exemple de lubrifianti adecvati includ oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de
magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu, cloruri de sodiu si altele asemenca. In compozitia
farmaceuticd pot fi furnizafi conservanti, stabilizanti, coloranti si chiar aromatizanti. Exemple de
conservanii includ benzoatul de sodiu, acidul sorbic si esterii acidului p-hidroxibenzoic. Pot fi de
asemenea utilizafi antioxidan{i si agenti de punere In suspensie.

Compozitiile conform inventiei pot fi puse in formuld ca un produs alimentar. De exemplu,
un produs alimentar poate oferi beneficii nutritive in plus fati de efectul terapeutic al inventiei, cum ar
fi intr-un supliment nutritional. in mod similar, un produs alimentar poate fi pus in formuli pentru a
imbunititi gustul compozifiei inventiei sau pentru a face compozifia mai atractivd pentru a fi
consumata prin a fi mai asemandtoare cu un produs alimentar obisnuit, mai degraba decit cu o compo-
zitie farmaceutica. in anumite aplicatii, compozitia conform inventiei este formulati ca un produs pe
baza de lapte. Termenul ,,produs pe baza de lapte™ inseamnd orice produs lichid sau semisolid sau pe
bazd de lapte sau zer avind un continut diferit de grasimi. Produsul pe bazi de lapte poate fi, de
exemplu, lapte de vacd, lapte de caprd, lapte de oaie, lapte degresat, lapte integral, lapte recombinat
din lapte praf si zer, fira nicio prelucrare, sau un produs procesat, cum ar fi iaurt, lapte batut, cas, lapte
acru, lapte integral acru, unt din lapte si alte produse din lapte acru. Un alt grup important include
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bauturi din lapte, precum bduturi din zer, lapte fermentat, lapte condensat, lapte pentru sugari sau
pentru bebelusi; lapte aromatizat, inghetata; alimente care contin lapte, cum ar fi dulciurile.

In anumite aplicatii, compozitiile conform inventiei confin o tulpind sau specie bacteriand
unicd si nu contin alte tulpini sau specii bacteriene. Astfel de compozitii pot cuprinde numai cantitati
de minimis sau cantitafi irelevante biologic ale altor tulpini sau specii bacteriene. Astfel de compozitii
pot fi o culturd care este substantial lipsita de alte specii de organisme.

Comporzitiile pentru utilizare in conformitate cu inventia pot avea sau nu nevoie de aprobare
de comercializare.

In unele cazuri, tulpina bacteriani liofilizati este reconstituiti inainte de administrare. in
unele cazuri, reconstituirea se face prin utilizarea unui diluant descris aici.

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

In anumite aplicatii, inventia furnizeaza o compozitie farmaceuticd cuprinzand: o tulpini
bacteriand conform inventiei; si un excipient, purtdtor sau diluant acceptabil farmaceutic; in care
tulpina bacteriand este intr-o cantitate suficientd pentru a trata o tulburare atunci cand este
administratd unui subiect care are nevoie de aceasta; si in care tulburarea este selectatd din grupul
constind din astm, astm alergic, astm necutrofil, osteoartritd, artritd psoriaticd, artritd idiopatici
juvenild, neuromielitd opticd (boala lui Devic), spondilitd anchilozantd, spondiloartritd, lupus
eritematos sistemic, boald celiacd, boald pulmonard obstructivi cronicd (BPOC), cancer, cancer
mamar, cancer de colon, cancer pulmonar, cancer ovarian, uveitd, scleritd, vasculitd, boald Behcet,
ateroscleroza, dermatitd atopica, emfizem, parodontitd, rinitd alergica si rejet de alogrefa.

In anumite aplicatii, inventia furnizeaza o compozitie farmaceuticd cuprinzand: o tulpini
bacteriand conform inventiei; si un excipient, purtitor sau diluant acceptabil farmaceutic; in care
tulpina bacteriana este intr-o cantitate suficientd pentru a trata sau a preveni o boald sau o conditie
mediatd de citre IL-17 sau calea Thl7. In aplicatii preferate, boala sau condifia respectiva este
selectati din grupul constind din artritd reumatoida, sclerozd multipld, psoriazis, boald inflamatorie
intestinald, boald Crohn, coliti ulceroasa, boala celiacd, astm, astm alergic, astm neutrofil, osteoartritd,
artriti psoriaticd, artritd idiopaticd juvenild, neuromielitd optica (boala lui Devic), spondilitd
anchilozanti, spondiloartritd, lupus eritematos sistemic, boald pulmonara obstructiva cronicd (COPD),
cancer, cancer mamar, cancer de colon, cancer pulmonar, cancer ovarian, uveitd, scleritd, vasculitd,
boala Behcet, aterosclerozi, emfizem, parodontitd, rinitd alergica si rejet de alogrefa.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticdA de mai sus, in care
cantitatea de tulpinii bacteriani este de circa 1 x 10 pind la circa 1 ? 10! unititi formatoare de
colonii pe gram in raport cu masa compozifiei.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticdA de mai sus, in care
compozitia este administratd intr-o dozdde 1 g, 3 g, 5 gsau 10 g.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticdA de mai sus, in care
compozitia este administratd printr-o metodd selectati din grupul constind din caelea orald, rectala,
subcutanatd, nazald, bucala si sublinguala.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozitia farmaceutici de mai sus, cuprinzind un
purtdtor selectat din grupul constind din lactozd, amidon, glucozi, metil celulozd, stearat de
magneziu, manitol si sorbitol.

In anumite aplicatii, invenfia furnizeazd compozifia farmaceuticd de mai sus, cuprinzand un
diluant selectat din grupul constand din etanol, glicerol si apa.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozitia farmaceutici de mai sus, cuprinzind un
excipient selectat din grupul constind din amidon, gelatind, glucozi, lactozd anhidrd, lactozi cu
curgere liberd, beta—lactoza, indulcitor din porumb, salcAm, tragacantd, alginat de sodiu, carboximetil
celulozd, polietilenglicol, oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu,
acetat de sodiu si clorura de sodiu.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazi compozitia farmaceuticd de mai sus, cuprinzand in
plus cel putin unul dintre un agent de conservare, un antioxidant si un stabilizator.

In anumite aplicatii, invenfia furnizeazd compozifia farmaceuticd de mai sus, cuprinzand un
conservant selectat din grupul constand din benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri ai acidului p—
hidroxibenzoic.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticdA de mai sus, in care
respectiva tulpind bacteriand este liofilizata.

In anumite aplicatii, inventia furnizeazd compozifia farmaceuticd de mai sus, in care atunci
cand compozitia este depozitatd intr-un container etans la temperatura de aproximativ 4°C sau
aproximativ 25°C si recipientul este plasat intr-o atmosferd cu umiditate relativd de 50%, cel putin
80% din tulpina bacteriand masurati in unititi formatoare de colonii, rimane dupd 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.
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Metode de cultivare

Tulpinile bacteriene utilizate in prezenta inventie pot fi cultivate folosind tehnici de
microbiologie standard asa cum sunt detaliate, de exemplu, in referintele [53-55].

Tulpinile bacteriene ale genului Bacteroides pot fi cultivate folosind o metoda precum cea
prezentatd mai jos, care poate oferi o bund crestere si fiabilitate. Aceastd metoda este utild in particular
pentru cultivarea tulpinilor speciei Bacteroides coprocola.

Tulpinile bacteriene ale genului Bacteroides, si in particular ale speciei Bacteroides
coprocola, poate fi cultivat folosind un stoc lichid pentru a inocula placa (sau o culturd mai mare a
lichidului), mai degraba decét o colectie de resturi de stocuri congelate, care pot fi utilizate in general
(vezi, de exemplu, referinta [56]). fnﬁin;area de colonii mature este fiabila si rapidi, in cazul in care
stocurile inghetate de tulpini de Bacteroides sunt dezghetate si utilizate ca culturd lichida.

O metoda adecvatad pentru cultivarea unei tulpini bacteriene din genul Bacteroides, poate
cuprinde:

(a) furnizarea unui stoc inghetat de tulpina bacteriand;

(b) decongelarea stocului inghetat pentru a furniza un stoc lichid;

(c) addugarea stocului lichid la un mediu solid sau lichid; si

(d) incubarea mediilor solide sau lichide pentru a furniza o culturd a tulpinii bacteriene.

Aceasti metoda este utild in particular pentru cultivarea tulpinilor bacteriene de Bacteroides
coprocola.

Stocul inghetat poate fi un stoc in glicerol congelat. Mediul solid sau lichid poate fi mediu
YCFA agar sau mediu YCFA. Mediul YCFA poate include (Ia 100 ml, valori aproximative): casitond
(1,0 g), extract de drojdie (0,25 g), NaHCOs (0,4 g), cisteind (0,1 g), KoHPO4 (0,045 g), KH,PO,
(0.045 g), NaCl (0,09 g), (NH4)>SO4 (0,09 g), MgSO.-7TH,O (0,009 g), CaCl, (0.009 g), rezazurini
(0,1 mg), hemini (1 mg), biotini (1 ?g), cobalamini (1 ?g), acid p—aminobenzoic (3 ?g), acid folic (5
?g) si piridoxamina (15 ?g).

Incubarea in etapa (d) poate fi efectuatd timp de cel putin 36 de ore, cum ar fi 48 sau 72 de
ore. Incubarea in etapa (d) poate fi realizatd intr-un mediu anaerob, cum ar fi o hotd anaeroba. Cultura
furnizatd in ctapa (d) poate fi utilizatd pentru a subcultiva o culturd mai mare a tulpinii bacteriene. O
astfel de subculturd permite prepararea unor cantitifi mai mari de bacterii si poate fi utild pentru
furnizarea compozitiilor conform inventiei la scard comerciala.

Dezghetarea din etapa (b) poate fi efectuatd la temperatura camerei sau prin incilzire
manuala.

Cantitatea de stoc lichid adiugat in etapa (c) poate fi intre 300 ?1si 5 ml, cum ar fi de 500 ?1.
Stocul poate fi un stoc in 20% glicerol.

Metoda de mai sus poate fi utilizatd pentru prepararea unei compozitii farmaceutice sau a
unui produs alimentar, caz in care metoda poate cuprinde etape suplimentare de izolare a tulpinii
bacteriene, optional liofilizarea tulpinii bacteriene si combinarea tulpinii bacteriene cu unul sau mai
mulfi excipienfi sau purtdtori acceptabili farmaceutic sau una sau mai multe substante alimentare.
Aceastd compozifie farmaceuticd sau produs alimentar preparat prin metodd poate fi utilizatd intr-o
metodd de tratare sau de prevenire a unei boli sau a unei condifii mediate de cdtre IL-17 sau calea
Th17.

O metoda exemplificativd de cultivare a tulpinilor bacteriene ale genului Bacteroides, si in
particular a speciei Bacteroides coprocola, poate cuprinde:

1. 500 ul de 20% glicerol stoc este placat pe agar YCFA.

2. Placile sunt ldsate in hota anaeroba timp de 48/72 ore pentru a genera colonii mature.

3. Bacteriile sunt cultivate in volume de 10 ml, indiferent dacd acestea provin dintr-o singura colonie
sau dintr-o subcultura lichidi de 1%.

4. Placile cu colonii se folosesc doar 2/3 zile dupa obtinerea morfologiei de colonie matura.

Tulpinile bacteriene pentru utilizare in compoczitiile de vaccinuri

Inventatorii au identificat cd tulpinile bacteriene descrise aici sunt utile pentru tratarea sau
prevenirea bolilor sau starilor mediate de citre IL-17 sau calea Th17. Aceasta este probabil o
consecintd a efectului pe care tulpinile bacteriene conform inventiei il au asupra sistemului imunitar al
gazdei. Prin urmare, compozifiile conform inventiei pot fi, de asemenea, utile pentru prevenirea
bolilor sau stdrilor mediate de cdtre IL-17 sau calea Th17, atunci cand sunt administrate ca compozifii
de vaccin. In anumite astfel de aplicatii, tulpinile bacteriene conform inventiei pot fi omorate,
inactivate sau atenuate. In anumite astfel de aplicatii, compozitiile pot cuprinde un adjuvant al
vaccinului. In anumite aplicatii, compozitiile sunt pentru administrare prin injectie, cum ar fi prin
injectare subcutanata.
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Generalititi

Practica prezentei inventii va folosi, dacd nu se indica altfel, metode conventionale de
chimie, biochimie, biologie moleculard, imunologie si farmacologie, in cadrul competentelor in
domeniu. Asemenea tehnici sunt explicate pe deplin in literaturd. Vezi, de exemplu, referintele [57] si
[58—-64], etc.

Termenul ,cuprinzand” cuprinde ,incluzand“ precum si ,constind”, de exemplu o
compozitie ,.cuprinzind“ X poate consta exclusiv din X sau poate include ceva suplimentar, de
exemplu X + Y.

Termenul ,.circa™ in raport cu o valoare numerica x este optional si inseamnd, de exemplu,
x£10%.

Cuvantul ,substanfial* nu exclude ,complet®, de exemplu, o compozitic care este
»substantial liberd de Y poate fi complet liberd de Y. Atunci cind este necesar, termenul
»substantial“ poate fi omis din definitia inventiei.

Referintele la o identitate procentuald de secventd intre doud secvente de nucleotide
inseamna cd, atunci cand sunt aliniate, procentele de nucleotide sunt acelasi in compararea celor doud
secvente. Aceastd aliniere si procentul de omologie sau identitatea de secventd pot fi determinate
utilizand programe cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise in sectiunea 7.7.18 din ref. [65]. O
aliniere preferata este determinata de algoritmul de cdutare a omologiilor Smith-Waterman, utilizand o
clutare a golurilor afine cu o penalizare de deschidere a golului de 12 si o penalizare de extindere a
distantei de 2, matricea BLOSUM 62. Algoritmul de ciutare a omologiilor Smith-Waterman este
dezviluit in ref. [60].

Dacd nu se specificd altfel in mod specific, un procedeu sau o metodd care cuprinde
numeroase etape poate cuprinde etape suplimentare la inceputul sau la sfarsitul metodei sau poate
cuprinde etape suplimentare intercalate. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise sau executate
intr-o ordine alternativa, daca este cazul.

Sunt descrise aici diferite aplicafii ale invenfiei. Se va avea in vedere cd caracteristicile
specificate in fiecare aplicatie pot fi combinate cu alte caracteristici specificate, pentru a furniza alte
aplicatii. In particular, aplicatiile evidentiate aici ca fiind potrivite, tipice sau preferate pot fi
combinate intre ele (cu exceptia cazului in care acestea se exclud reciproc).

EXEMPLE
Exemplul 1 — Eficacitatea inoculilor bacterieni intr-un model de astm indus de acarieni indusi de
praf de casd la soareci Rezumat

Soarecilor 1i s-au administrat compozitii cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei si
au fost apoi provocati cu extract de praf domestic (HDM) pentru a produce un raspuns inflamator
alergic. Raspunsul inflamator la HDM include componente eozinofile si neutrofile, este mediat de
citre IL-17 si calea Thl7 si este un model pentru astm. Marimea si caracteristicile raspunsului
inflamator expus de soarecii tratafi cu compozitiile conform inventiei au fost comparate cu grupurile
martor. S-a constatat cd compozitiile conform inventiei amelioreazd raspunsul inflamator si reduc
recrutarea eozinofilelor si neutrofilelor, indicAnd faptul ca ele pot fi utile pentru tratarea conditiilor
mediate de catre IL-17 cum ar fi eozinofilia, neutrofilia si astmul.

Tulpind

675
Designul studinlui

Grupuri:

1. Grup martor negativ. Tratament cu martor vehicul (pe cale orald).

4. Tratamentul cu tulpina inoculului bacterian terapeutic 675 (pe cale orald).

7. Grup martor pozitiv. Tratament cu dexametazond (i.p.).

8. Grup martor netratat.

Numarul de soareci pe grup = 5

Ziua -14 pand in ziua 13: administrarea zilnicd a martorului vehicul pe cale orald (grupul 1).

Ziua -14 pand in ziua 13: administrarea zilnicd a inoculului bacterian terapeutic pe cale orala
(grupurile 2-6).

Ziua 0, 2, 4,7,9, 11: administrarea a 15 ?g de HDM (extract de acarieni din praf domestic — Numdr
de catalog: XPB70D3A25, Lot nr.: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, ) intr-un volumde 30 ?1 PBS
nazal (grupurile 1-8).

Ziua 0, 2, 4, 7,9, 11 administrarea dexametazonei (i.p., 3 mg/kg, Sigma-Aldrich, numir de catalog
D1159) (grupul 7).

Ziua 14 Sacrificarea tuturor animalelor pentru analiza.

Numarul total de soareci = 40.
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Obiective si analize

In ziua 14, animalele au fost sacrificate prin injectie letald intraperitoneald cu pentabarbitol
(Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) urmata imediat de un lavaj bronhoalveolar (BAL).

Celulele au fost izolate din lichidul BAL (de lavaj bronhoalveolar) si au fost numirate
celulelor diferentiate (200 de celule/esantion).

Material si metode

Soareci. Soarecii BALB/c femele in varstd de sapte siptimani au fost achizitionati de la
Charles River Laboratories si alocati in mod aleatoriu in custi cite 5 soareci per cuscd (custi ventilate
provenite de la Indulab AG, Gams, Switzerland Cage, tip: ,,The SealsafeTM - cage IVC*. Numir
produs: 1248L). Custile au fost marcate cu numarul studiului, numarul grupului si data de incepere a
experimentului. Soarecii au fost monitorizati sdptdmanal si au fost aclimatizati in instalatie timp de 7
zile inainte de inceperea studiului (Ziua Studiului — 14) iar alimentele au fost disponibile ad libitum. A
fost prezenti imbogitirea custilor. Ingrijirea zilnic a animalelor a fost efectuatd in conformitate cu
autorizafia locald numarul 2283.1 (eliberatd si aprobatd de: Service de consommation et des affaires
veterinaires du Canton de Vaud). Apad potabild si hrand au fost disponibile ad libitum si s-au
reimprospdtate o datd pe zi. A fost prezentd Tmbogdtirea custilor. Regulamentele privind bunistarea
animalelor au fost respectate de citre autoritdfile oficiale ale Elvetiei in baza Ordonantei 455.163 a
FVO (Federal Veterinary Office) privind cresterea animalelor de laborator, productia de animale
modificate genetic si metodele de experimentare pe animale.

Cultivarea inoculului de bacterii. Intr-o statie de Iucru sterild, un crio-flacon de bacterii a
fost dezghetat prin incdlzire cu mina inmanusatd si 0,7 ml de confinut au fost injectafi intr-un tub
Hungate (Cat Number, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Germania), continind 8
ml YCFA anaerob. Uzual au fost preparate doud tuburi pe tulpind. Tuburile Hungate au fost apoi
incubate (static) la temperatura de 37°C timp de pand la 24-26 de ore (tulpina 675).

Deoarece OD bacteriand a inoculumului de tulpind 675 a fost gisitd ca fiind variabild, au
fost aplicate 3 aborddri de cultivare in fiecare zi. 2 flacoane au fost cultivate asa cum s-a descris mai
sus si un al treilea esantion a fost cultivat utiilizand o parte de 400 ?1 din cultura din ziva anterioard
pentru insdmantare. In 4 zile de tratament, a fost utilizata ultima abordare, datoritd cresterii slabe din
stocul inghetat. De remarcat ca aceastd abordare a condus la cresterea robustd a bacteriei 675 in toate
ocaziile.

Cultivarea martorului vehicul. Un tub Hungate, care contine 8 ml de YCFA anaerob, a
fost incubat (static) la temperatura de 37°C timp de 16 ore.

Administrarea inoculului de bacterii sau martorului vehicul. 400 ?1 de inocul de bacterii
de culturd sau de martor vehicul au fost administrate pe zi prin gavaj oral.

Sensibilizarea intranazala. Soarecii au fost anesteziati prin injectare i.p. cu 9,75 mg xilazol
si 48,75 mg ketazol per kg (Dr. E. Gracub AG, Berna, Elvetia) si dozati cu 15 7g de HDM (numdr de
catalog: XPB70D3A25, Lot nr.: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, SUA) intr-un volum de 30
?1 PBS nazal.

Prepararea si administrarea compusului martor pozitiv dexametazona. Sarea disodici
de 21-fosfat de dexametazond (Sigma-Aldrich, nr. de catalog D1159, Lot nr SLBD.1030V) a fost
dizolvatd in H,O si administratd animalelor intr-o doza de 3 mg/kg intr-un volum de 200 ?1 oral, in
zilele indicate in protocolul de studiu de mai sus.

Procedura de terminare. In ziua 14, animalele au fost sacrificate prin injectare i.p. cu
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) urmatd imediat de lavajul bronhoalveolar
(BAL) in 500 ?1 de solutie salind.

Maisurarea infiltratiilor celulare in BAL. Celulele au fost izolate din fluidul BAL si au
fost numarate celulele diferentiate pe baza criteriilor standard morfologice si citochimice.

Grafice si analize statistice. Toate graficele au fost generate cu Graphpad Prism Version 6
si a fost aplicat un test ANOVA uni-directional. Rezultatele analizei statistice au fost furnizate cu
tabelele de date individuale. Clasele de eroare reprezinta eroarea standard a mediei (ESM).

Rezultate si analize

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figurile 1-9.

Nu a fost observati nici o morbiditate sau mortalitate la soarecii tratati cu bacteria sau
vehiculul. Cei doi martori, tratamentul cu vehicul (martorul negativ) si tratamentul cu dexametazond
(martorul pozitiv) s-au comportat asa cum era de asteptat, cu eozinofilia si neutrofilia afectate dupd
tratamentul cu dexametazona.

Cele mai importante rezultate ale acestui experiment sunt prezentate in Figurile 6 si 7, care
prezintd numarul si procentul total de neutrofile detectate in lavajul bronhiolar ca urmare a provocarii
cu HDM. Tulpina 675 a redus neutrofilele totale si proportia de neutrofile in BAL fatd de martorul
tratat numai cu vehicul.
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Exemplul 2 — Eficacitatea inoculior bacterieni intr-un model de astm neutrofil sever la soareci
Rezumat

Soarecilor 1i s-au administrat compozifii care conf{in tulpini bacteriene conform inventiei si
au fost ulterior sensibilizati prin administrarea subcutanatd a extractului de acarieni din praful
domestic (HDM) si au fost provocati cu o administrare intranazald de HDM pentru a modela
raspunsul inflamator al astmului neutrofil sever. Mirimea si caracteristicile rdspunsului inflamator
prezentat de citre soarecii tratati cu compozitiile conform inventiei au fost comparate cu grupurile
martor. S-a constatat cd compozitiile conform inventiei amelioreazd rdspunsul inflamator si, in
special, reduc recrutarea neutrofilelor, intr-o manierd comparabild cu martorul pozitiv care cuprinde
administrarea de anticorpi anti-IL-17. De aceea, datele indica faptul cd compozitiile din inventie pot fi
utile pentru tratarea conditiilor mediate de cdtre IL-17 si Th17, cum ar fi neutrofilia si astmul.

Tulpind

675
Designul studinlui

Grupuri:

1. Grup martor negativ. Tratamentul cu controlul vehiculului (oral).

3. Tratamentul cu inocul de bacterii terapeutice tulpina 675 (oral).

7. Grup martor pozitiv. Tratament cu anti-IL-17 (i.p.).

8. Grup martor netratat.

9: Soareci sanatosi (linie de referintd).

Numarul soarecilor pe grup (grupul 1-8) =5

Ziua —14 pand in ziua 17: administrarea zilnici a martorului vehicul pe cale orald (grupul 1).
Ziua —14 pand in ziva 17: Administrarea zilnicd a inoculului bacterian terapeutic pe cale orald
(grupurile 2-6).

Ziua 0: Sensibilizarea cu HDM in CFA (s.c.) (grupurile 1-8).

Ziua 7: Sensibilizarea cu HDM in CFA (s.c.) (grupurile 1-8).

Zilele 13, 15, 17: Administrarea i.p. a anticorpului de neutralizare anti-IL-17 (grupul 7).
Ziua 14, 15, 16, 17: Provocarea cu HDM in 30 ?1 PBS nazal (grupul 1-8).

Ziua 18: Sacrificarea tuturor animalelor pentru analiza.

Obiective si analize:

In ziua 14, animalele au fost sacrificate prin injectie intraperitoneald letald cu pentabarbitol
(Streuli PharmaAG, Uznach, Cat: 1170139A) imediat urmatd de un lavaj bronhoalveolar (BAL).
Celulele au fost izolate din fluidul BAL si s-au numarat celulele diferentiate (200 de celule/esantion).
Materiale si metode

Soareci. Soarecii femele C57BL/6 in varstd de sapte saptimani au fost achizitionati de la
Charles River Laboratories si au fost alocati aleatoriu in custi, cite 5 soareci per cusca in total (custi
ventilate provenite de la Indulab AG, Gams, Switzerland Cage, tip: ,,The SealsafeTM — cage [VC*.
Numar produs: 1248L). Custile au fost marcate cu numarul studiului, numarul grupului si data de
incepere a experimentului. Soarecii au fost monitorizati sdptimanal si au fost aclimatizati in instalatie
timp de 7 zile inainte de inceperea studiului (Ziva Studiului — 14). Animalele au avut varsta de 8
saptdmani in Ziua Studiului — 14. Apa potabild si alimentele au fost disponibile ad libitum si inlocuite
zilnic. A fost prezentd imbogdtirea custilor. Ingrijirea zilnici a animalelor a fost efectuati in
conformitate cu autorizatia locald numdarul 2283.1 (eliberat si aprobat de: Service de consommation et
des affaires vétérinaires du Canton de Vaud). Apa potabila si hrand au fost disponibile ad libitum si
s-au reimprospdtate o datd pe zi. A fost prezentd imbogitirea custilor. Regulamentele privind
bunastarea animalelor au fost respectate de citre autorititile oficiale ale Elvetiei in baza Ordonantei
455.163 a FVO (Federal Veterinary Office) privind cresterea animalelor de laborator, productia de
animale modificate genetic si metodele de experimentare pe animale.

Cultivarea inoculului de bacterii. Intr-o statie de Iucru sterild, un crio-flacon de bacterii a
fost dezghetat prin incdlzire cu méina inmdnusatd si 0,7 ml de con{inut au fost injectati intr-un tub
Hungate (Cat Number, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Germania), continind 8
ml YCFA anaerob. Uzual au fost preparate doud tuburi pe tulpini. Tuburile Hungate au fost apoi
incubate (static) la temperatura de 37°C timp de pand la 24-26 de ore (tulpina 675).

Deoarece OD bacteriand a inoculumului de tulpind 675 a fost gdsitd ca fiind variabild, au
fost aplicate 3 aborddri de cultivare in fiecare zi. 2 flacoane au fost cultivate asa cum s-a descris mai
sus si un al treilea esantion a fost cultivat utiilizind o parte de 400 ?1 din cultura din ziva anterioard
pentru insdmantare. In 4 zile de tratament, a fost utilizata ultima abordare, datoritd cresterii slabe din
stocul inghetat. De remarcat ca aceastd abordare a condus la cresterea robustd a bacteriei 675 in toate
ocaziile.
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Cultivarea martorului vehicul. Un tub Hungate, care contine 8 ml de YCFA anaerob, a
fost incubat (static) la temperatura de 37°C timp de 16 ore.

Administrarea inoculului de bacterii sau vehiculului martor. 400 ?1 de inocul de bacterii
de culturd sau de vehicul martor au fost administrate pe zi prin gavaj oral.

Sensibilizare la HDM. 50 ?g de HDM (numir de catalog: XPB70D3A25, numdr lot:
231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, SUA) in PBS a fost emulsionat intr-un volum egal de
adjuvant complet Freund (CFA Chondrex Inc. Washington, SUA) si administrat subcutanat intr-un
volum de 200 ?1, de doud ori in doud sdptdmani pe flancurile opuse. La o sdptdmana dupi cea de-a
doua imunizare, soarecii au fost anesteziati prin injectare i.p. cu 9,75 mg xilazol si 48,75 mg ketazol
per kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Elvetia) si apoi s-au administrat provociri intranazale de 15 7g de
HDM intr-un volum de 30 71 PBS timp de 4 zile consecutiv. Analiza a fost efectuatd la o zi dupd
provocarea finala.

Prepararea si administrarea martorului pozitiv — anticorpul de soarece anti-1L.-17 de
soarece. Anticorpul neutralizant anti-IL-17 a fost obfinut de la BioX Cell si a fost pastrat la
temperatura de 4°C (clona 17F3, Cat # BE0173, BioX Cell) si administrat i.p. 1a o doza de 12,5 mg/kg
in zilele indicate in protocolul de studiu de mai sus.

Procedura de terminare. In ziua 18, animalele au fost sacrificate prin injectare i.p. cu
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) urmatd imediat de lavajul bronhoalveolar
(BAL) in 500 ?1 de solutie salind.

Maisurarea infiltratiilor celulare in BAL. Celulele au fost izolate din fluidul BAL si au
fost numarate celulele diferentiate pe baza criteriilor morfologice si citochimice standard.

Grafice si analize statistice. Toate graficele au fost generate cu Graphpad Prism Version 6
si a fost aplicat un test ANOVA uni-directional. Rezultatele analizei statistice au fost furnizate cu
tabelele de date individuale. Clasele de eroare reprezintd eroarea standard a medici (ESM).

Rezultate si analize

Rezultatele experimentului sunt prezentate in Figurile 10-18.

Nu a fost observati nici o morbiditate sau mortalitate la soarecii tratati cu bacteria sau
vehiculul. Asa cum s-a ardtat in Figurile 15 si 16, tulpina 675 a prezentat un efect puternic si a redus
numadrul total de nutrofile comparatie cu martorii negativi. in plus, tulpina 675 a redus numerele de
eozinofile fa{d de martori, asa cum se aratd in Figurile 11 si 12.

Exemplul 3 — Eficacitatea inoculului bacterian pentru tratarea artritei la un model al artritei
induse de colagenul de tip II la soareci

Materiale si metode

Tulpina

675
Culturi bacteriene

Culturile bacteriene au fost cultivate pentru administrare intr-o statie de lucru anaeroba (Don
Whitley Scientific) conform schemei de crestere de mai jos:

. L/Mi/V: Se transferd stocul de glicerol pe gheatd si se manjeste o placd YCFA cu stocul de
glicerol. Se foloseste placa dupa cum urmeaz4, timp de maximum 3 zile.
. Zilnic PM: Se alege o singurd colonie din fiecare tulpind din culturile de plici, se transferd in

tubul aflat continind 8 ml de YCFA peste noapte (ON1)

. AM: Se subcultiva 80 71 (1%) ONI1 in tub proaspdt de 8 ml (DC1). Se foloseste cultura ON1
pentru gavajul oral AM.

. PM: Se utilizeaza cultura DC1 pentru gavajul oral PM.

Tulpina bacteriana # 675 a fost crescutd folosind stocurile in glicerol.

Stocurile de glicerol au fost depozitate la temperatura de —80°C. De trei ori pe sdptimana,
stocurile in glicerol au fost dezghetate la temperatura camerei si plasate pe pliaci YCFA. Cu fiecare
ocazie a fost utilizatd o noud fractiune de glicerol. Bacteriile au fost 1asate sd creasca pe o placi dati
timp de pani la 72 de ore.

Solutiile care trebuie administrate animalelor au fost preparate de doud ori pe zi, cu un
interval de opt ore pentru tratamentele de dimineata (AM) si dupd-amiaza (PM). O colonie bacteriani
a fost culeasa de pe placi si transferata intr-un tub care confine mediu YCFA. Tulpina bacteriand #675
a fost lasata si creascd timp de 16 ore inainte de administrareca AM. Bacteriile au fost subcultivate la
1% in mediu YCFA pentru administrarea PM. Valorile OD au fost inregistrate pentru fiecare tulpini
dupd preparatele de tratament de dimineata si de dupa-amiaza.

Modelul artritei induse de colagenul de tip II la soareci

Soareci masculi DBA/1 adulti au fost repartizati aleatoriu in grupuri experimentale si au fost
lisati si se aclimatizeze timp de doud siptimani. In ziua 0, animalelor li s-au administrat prin injectare
subcutanatd 100 microlitri dintr-o emulsie continAnd 100 micrograme de colagen de tip II (CII) in
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adjuvant Freund incomplet suplimentat cu 4 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra. In ziua 21,
animalelor li s-au administrat prin injectare subcutanatd o emulsie de rapel confinind 100 ?g de
colagen de tip II in adjuvant Freund incomplet.

Tratamentele au fost date in conformitate cu schema de administrare de mai jos. Din ziua —
14 pana la sfarsitul experimentului in ziua 45, animalele au fost cintdrite de trei ori pe sdptdmana. Din
ziua 21 pand la sfarsitul experimentului, animalele au fost evaluate de trei ori pe sdptdmand pentru
semnele clinice de artritd care includ umflarea labelor posterioare si a celor din fatd, articulatiilor
radio-carpale (incheieturi) si articulatiilor tibio-tarsale (glezne).

In ziua 45, soarecii au fost sacrificati si au fost prelevate probe de sange terminale pentru
analiza citokinelor.

In Ziva -14, Ziva 0 si Ziua 45, probe de fecale au fost colectate pentru analizi
microbiologici, inghetate imediat si stocate 1a temperatura de —80°C.

Modelul de artritd indusd de colagen (CIA) la soareci este un model bine stabilit de soarece
pentru artrita reumatoidd [67]. Imunizarea cu CII provoacd o patogenezad care include citeva
caracteristici patologice importante ale artritei reumatoide, incluzand hiperplazia sinoviald, infiltrarea
celulelor mononucleare si degradarea cartilajelor. In mod semnificativ, dezvoltarea CIA este mediati
de catre celulele Th17 prin secretia de IL-17A [68]. Raspunsul imunitar care std la baza modelului de
artritd este sporit prin utilizarea adjuvantului Freund suplimentat cu Mycobacterium tuberculosis.

In ziua 21, au fost recoltate splinele de la trei animale satelit din fiecare grup. Celulele au
fost cultivate timp de 72 de ore in prezenta sau absenta colagenului de tip II. Citokinele, incluzind
TNF-a., IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 si IL-17, au fost cuantificate in supernatantii de culturd si in serul
terminal de citre Luminex. Proliferarca celulard a fost cuantificatd folosind o metoda de incorporare a
timidinei tritiate.

Grupuri de tratament si doze

Toate grupurile au fost n = 15 (n = 12 pentru grupul principal de studiu si n = 3 pentru
grupurile satelit).

Vehiculul utilizat pentru bioterapeutice a fost mediu cu extract de drojdie-casitond-acizi
grasi (YCFA).

. Administrare .
Grup Dozd Cale Regim Iducerea bolii
7 | Venicul 5milkg |PO Zlu(z 0: colagen/CFA, o
. . data, SC
- - BID: Ziua —14*-Sfarsit -
4 Bioterapeutic s milke PO Ziua 21: colagenl/lFA, o
#675 8 datd, SC
PO: gavaj oral, SC: injectie subcutanatd, BID: de doud ori pe zi, CFA: adjuvant complet
Freund. * Cu exeptia grupului 4, tratat din ziua 0

Mase corporale

Din ziua —14 pani la sfarsitul experimentului, animalele au fost cintirite de trei ori pe
sdptdmand. Datele au fost reprezentate grafic ca (Medie £ ESM).
Observatii clinice nespecifice

Din ziua —14 pand la sfarsitul experimentului, animalele au fost verificate zilnic pentru
semne clinice nespecifice pentru a include postura anormald (cocosatd), starea anormald a pielii
(piloerectia) si nivelurile de activitate anormald (activitate redus sau crescutd).
Observatii clinice

Din ziua 21 pana la sfarsitul experimentului in ziua 45, animalele au fost evaluate de trei ori
pe sdptimind pentru semnele clinice de artritd care includ umflarea labelor din spate si din fat,
articulatiilor radio-carpale (incheieturile labelor din fatd) si articulatiilor tibio-tarsale (glezne). Fiecare
membru a fost evaluat utilizind urmitoarea scald: (0) normal, (1) umflare usoard, (2) umflare blanda,
(3) umflare moderata si (4) umflare severd. Un scor clinic a fost calculat prin adunarea scorurilor
corespunzitoare fiecirui membru. Scorul clinic maxim posibil pentru un animal a fost (16). Animalele
cu un scor egal cu (12) in doud ocazii consecutive si animalele cu un scor mai mare decat (12) in orice
moment au fost sacrificate. Datele au fost notate ca (Medie + ESM).
Analiza proliferarii celulelor

In ziua 21, au fost sacrificate trei animale satelit pe grup si splinele au fost disecate. Celulele
splenice au fost cultivate timp de 72 de ore in prezenta sau in absenta colagenului de tip II. Dupa 72
de ore, celulele au fost pulsate peste noapte in prezenta timidinei tritiate. Proliferarea celulelor a fost
cuantificatd prin misurarca Incorpordrii timidinei. Datele au fost notate ca (Medie = ESM).
Supernatantii au fost preluati si testati pentru prezenta citokinelor-cheie.
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Analiza citokinelor

Supernatantii din culturile de celule splenice au fost testati pentru a cuantifica TNF-o, IL-6,
IFN-v, IL-4, IL-10 si IL-17 de catre Luminex. Datele au fost notate ca (Medie + SEM).
Analiza microbiologica

In ziua -14, ziua O si ziua 45, probe de fecale au fost colectate de la fiecare animal, inghetate
imediat si stocate la temperatura de —80°C. Cacumurile (inclusiv continuturile) au fost inghetate
imediat si depozitate la temperatura de —80°C. Un test de identificare bacteriand a fost efectuat zilnic
prin placarea bacteriilor.
Histopatologie

La sfarsitul experimentului, labele posterioare au fost stocate in fixativ pentru tesut.
Esantioanele au fost transferate in solufie de decalcificare. Esantioanele de tesut au fost prelucrate,
sectionate si colorate cu hematoxilind si eozind. Secfiunile au fost evaluate de un histopatolog
calificat, orbit fatd de designul experimental, pentru semnele de artritd, care includ inflamatia,
afectarea cartilajului articular si deteriorarea osului metafizar subiacent. A fost utilizat un sistem
detaliat de evaluare (vezi mai jos). Datele au fost reprezentate grafic ca (Medie £ ESM). Au fost
furnizate date brute si analizate, precum si imagini reprezentative.

Tabelul 1; Sistemul de evaluare histopatologica

Grad Descriere
Inflamatie
0 Articulatie normal

Hiperplazie sinoviald simpld cu inflamatie dominatd de neutrofile. Numir scizut de
neutrofile si macrofage in spatiul comun.

Hiperplazie sinoviald cu inflamatie moderata pana la marcatd, implicand atit neutrofile, cit
2 si macrofage. Neutrofile si macrofage in spatiul articulatiilor; pot exista unele resturi de
fesut necrotic.

Hiperplazia sinoviald cu inflamatie marcatd implicind atit neutrofile, cit si macrofage.
Pierderea mucoasei sinoviocitare. Inflamatia se poate extinde de la sinoviu la {esutul
inconjurator incluzand muschiul. Numeroase neutrofile si macrofage in spatiul articular,
impreund cu reziduuri semnificative de tesut necrotic.

1

Articulatia leziunilor cartilajului

0 Articulafie normala

Articulatia cartilajului prezinti doar schimbdri degenerative usoare. Formarea timpurie a

! pannusului poate fi prezentd periferic.

Articulatia cartilajului prezintd modificiri degenerative moderate si pierderi focale.
Formarea pannusului este prezentd focal.

Distrugerea semnificativd si pierderea cartilajului articular cu formarea extinsd a

3 .
pannusului.

Deteriorarea osului metafizar subiacente

0 Articulafie normala
1 Nu existi nicio modificare a osului metafizar subiacent.
2 Poate exista necroza focala sau fibroza a osului metafizar.

Perturbarea sau distrugerea osului metafizar. Inflamatia extinsd, necroz sau fibroza care se

3 extinde pand la spatiul medular al metafizei.

Rezultate si analize
Supravietuire si observatii clinice nespecifice

Unele animale au fost sacrificate inainte de sfarsitul programat al studiului, datoriti
severitdtii semnelor clinice de artritd sau datoriti severitdtii observatiilor clinice nespecifice.

Un animal din grupul 1 a fost sacrificat (tratat cu vehicul, animalul a sosit de la furnizor cu
un picior rupt).

Unsprezece animale au fost sacrificate din cauza severitdtii semnelor clinice de artritd: cinci
animale din grupul 1 (tratate cu vehicul) si sase animale din grupul 2 (tratate cu agentul bioterapeutic
#675).

Cinci animale au fost sacrificate din cauza severitdfii semnelor clinice nespecifice, incluzand
postura anormald (cocosatd), starea anormald a pielii (piloerectia), nivelurile anormale ale activitatii
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(activitate redusd): trei animale din grupul 1 (tratate cu vehicul) si doud animale din grupul 2 (tratate
cu agentul bioterapeutic # 675).
Mase corporale

Datele privind masa corporald inregistrate din ziva —14 pand in ziua 0 si exprimate ca
procent din greutdtile corporale initiale (ziua —14) au fost analizate prin ANOVA bidirectionala
urmatd de post-testul Dunnett pentru comparatii multiple cu ziua —14, apoi pentru comparatie multipla
cu grupul tratat cu martor. Datele sunt prezentate in Figura 19. Datele obtinute de la animalele
sacrificate inainte de sfarsitul planificat al experimentului au fost excluse din analize.

In comparatie cu ziva —14, administrarea de doud ori pe zi prin gavaj oral a determinat o
pierdere semnificativi de masi corporald in grupul tratat cu vehicul in ziva -9 si ziua —7.

Masele corporale ale grupului 4 (netratat pand In ziua O, apoi tratat cu agentul bioterpeutic
#675) au fost semnificativ mai mari decat cele ale grupului martor tratat cu vehicul din ziua —11 pana
in ziua -1 (p < 0,0001 cu exceptia zilei 4, cand p < 0,05).

Masele corporale mdsurate intre ziua —14 si ziva -1 in grupurile tratate cu agenti
bioterapeutici nu au fost diferite de masele corporale misurate in grupul tratat cu vehicul, in orice zi.

Masele corporale misurate intre ziua —14 si ziua —1 in grupurile tratate cu agent
bioterapeutic nu s-au diferentiat de masa corporald masuratd in grupul tratat cu vehiculul in oricare zi
data.

Masele corporale inregistrate din ziua O pand in ziua 28 si exprimate ca procent din masele
corporale initiale (ziua 0) au fost analizate prin ANOVA bidirectionald urmatd de post-testul Dunnett
pentru comparatii multiple cu ziua 0 in grupul tratat cu vehicul apoi pentru comparatii multiple cu
grupul tratat cu vehicul. Datele sunt prezentate in Figura 20. Datele provenite de la animalele
sacrificate inainte de sfarsitul planificat al experimentului si de la animalele satelit au fost excluse din
analize. Datele din ziua 28, ziua 35 si ziva 42 au fost analizate in continuare prin ANOVA uni-
directionald, urmati de post-testul Dunnett pentru comparatii multiple cu grupul tratat cu vehicul.

Debutul semnelor clinice de artriti a fost asociat cu o pierdere semnificativd in masa
corporald in ziua 26 si ziua 28 (p < 0,0001) in comparatie cu ziua O in grupul tratat cu vehicul.

Masele corporale, in comparatie cu grupul tratat cu vehicul, au fost semnificativ mai mari in
grupul 4 (tratat cu agentul bioterapeutic # 675) in ziua 3, ziua 5, ziua 10 (p < 0,05) si in ziva 25 (p <
0,001).

Analizand datele prin ANOVA unidirectionald, masele corporale au fost semnificativ mai
mari in grupul 4 (tratat cu agentul bioterapeutic # 675) in comparatie cu grupul tratat cu vehicul in zua
28 (p < 0,01). Nu a existat o diferentd semnificativd intre grupurile experimentale in ziua 35 sau in
ziua 42.

Observatii clinice

Datele scorului clinic au fost analizate prin ANOVA bidirectionald urmatd de post-test
Dunnett pentru comparatii multiple intre zile in grupul tratat cu vehicul, apoi pentru comparatii
multiple intre grupurile experimentale si grupul tratat cu vehicul in fiecare zi. Datele sunt prezentate in
Figura 21. Datele inregistrate de la animalele sacrificate inainte de sfarsitul experimentului au fost
excluse din analiza. Atunci cand animalele au fost sacrificate din cauza severitdtii semnelor clinice de
artritd, a fost raportat si utilizat in analizele statistice ultimul scor inregistrat pentru urméitoarele zile.

O crestere semnificativd a scorurilor clinice a fost observatd in grupul tratat cu vehicul din
ziua 28 pand in ziua 45 (p < 0,0001) in comparatie cu ziua 21.

Agentul bioterapeutic #675 nu a redus scorurile clinice in comparatie cu grupul tratat cu
vehicul. Animalele din acest grup au fost imunizate la un moment de timp diferit in comparatie cu alte
grupuri experimentale, ceea ce poate explica scorurile clinice mai mari observate.

Analiza proliferarii celulare

Pentru a valida analiza, splenocitele au fost cultivate in prezenfa anti-CD3 si anti-CD28
solubili (anti-CD3/CD28) ca stimuli martori pozitivi pentru a confirma potentialul proliferativ al
celulelor.

Au fost observate raspunsuri proliferative puternice la anti-CD3/CD28 in toate grupurile
experimentale, ardtind cd celulele sunt sdnitoase, viabile si capabile si rispundi la semnalele de
activare.

Pentru a testa raspunsul proliferativ in prezenta colagenului II (CII), splenocitele au fost
cultivate in prezenta CII la 50 7g/ml. Raspunsul proliferativ al splenocitelor la CII a fost analizat prin
ANOVA bidirectionald, urmatd de post-testul lui Sydak pentru comparatii multiple intre splenocitele
nestimulate si cele stimulate cu CII si ANOVA unidirectionald urmatd de post-testul Iui Dunnett
pentru compararea raspunsului stimulat cu CII in diferite grupuri experimentale cu grupul tratat cu
vehicul. Datele sunt prezentate in Figura 22.

CII a indus o crestere semnificativi a incorporaririi de H*~timidind (cpm) in comparatie cu
splenocitele nestimulate in grupul tratat cu vehicul (p < 0,0001).
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Proliferarea splenocitelor in grupurile tratate cu agentul bioterapeutic #675 a fost stabilitd
intr-o zi diferitd, asadar comparatia cu grupul tratat cu vehicul nu a fost efectuatd, chiar daci a fost
observatd o reducere notabila.

Nivelurile de citokine din supernatantii de cultura tisulara

Nivelurile fiecdrei citokine au fost masurate in supernatantii de culturd tisulard derivati din
culturi stimulate anti-CD3/CD28 prin analizi luminex. Acestea au prezentat rispunsuri robuste pentru
toate citokinele masurate (nivelurile medii in grupul tratat cu vehicul au fost dupa cum urmeazi: IL-4
= 6,406 pg/ml; IL-6 = 306 pg/ml; IL-10 = 10,987 pg/ml; IL-17A = 11,447 pg/ml; IFN-y = 15,581
pg/ml; TNF-o = 76 pg/ml).

Sectiunile urmdtoare rezumd datele obtinute din culturile stimulate de cétre colagenul II
Dacd este cazul, s-au efectuat analize statistice ale diferenfelor dintre nivelurile de citokine din
supernatantii splenocitelor nestimulate si stimulate cu CII folosind ANOVA bidirectionale urmate de
post-testul Sidak pentru comparafii multiple, si ANOVA unidirectionald, urmatid de post-testul
Dunnett pentru compararea raspunsului stimulat cu CII in grupurile tratate cu agenti bioterapeutici cu
grupul tratat cu vehicul. Nu a existat o diferentd semnificativa in nivelurile de citokine intre grupuri in
ambele cazuri. Acest lucru se datoreaza probabil dimensiunii mici a esantionului utilizat (n = 3).

Pentru a prezenta cu mai multd precizie distributia datelor pentru citokine cu o raspandire
substantiald a datelor, acestea sunt prezentate ca grafice impristiate.

Mediile grupurilor tratate cu IL-4 in supernatantii de culturd tisulard dupd stimularea cu CII
au fost < 5 pg/ml. Acestea nu sunt considerate semnificative din punct de vedere biologic si nu sunt
incluse aici. Mediile grupurilor tratate cu TNF-a in supernatantii de culturd tisulard dupd stimularea
cu colagen au fost sub limita de cuantizare.

Nivelurile in supernatanti ale IFN-y (Figura 23)

Impreuni cu IL-17, IFN-y este citokina majori care conduce boala in modelul CIA. Graficul
impristiat din Figura 23 demonstreazi nivelurile de IFN-y dupa stimularea cu CII, media grupului
fiind mai mare pentru grupul tratat cu vehicul in compa-ratie cu cel tratat cu agent bioterapeutic (vezi
Figura 27).

Nivelurile in supernatanti ale IL-17A (Figura 24)

Nivelurile de IL-17A au fost de 50 pg/ml in culturi stimulate cu CII pentru grupul tratat cu
vehicul. Nivelurile acestei citokine pidrecau mai scizute in grupul tratat cu agent bioterapeutic
comparativ cu cel tratat cu vehicul (vezi Figura 27).

Nivelurile in supernatanti ale IL-10 (Figura 25)

Nivelurile de IL-10 in grupul tratat cu vehicul au fost de 13 pg/ml si de 2,1 pg/ml pentru
culturile stimulate cu CII, respectiv pentru culturile cu mediu martor Niveluri mai ridicate de IL-10
(care este o citokind antiinflamatoare) pentru grupul tratat cu vehicul pot fi de asteptat deoarece
inflamatia si inductia citokinelor pro—inflamatorii pot fi insotite de un mecanism de reactie
antiinflamatorie.

Nivelurile in supernatanti ale IL-6 (Figura 26)

Citokinele inflamatorii, cum ar fi IL-6 si TNF-o, nu sunt produse tipic la niveluri ridicate in
culturi anti-CIL. Cu toate acestea, nivelurile lor pot fi modificate ca urmare a modulatiei imunitare.
Nivelurile de IL-6 in culturile stimulate cu CII au fost modeste, atingand 10 pg/ml. Desi au fost mai
mari decat in culturile in mediu de control, aceste diferenfe au fost prea mici pentru a oferi motive
pentru efectuarea analizelor statistice.

Supernatanti de cultura tisulara din grupul 4 — Agentul bioterapeutic # 675 (Figura 27)

Culturile de splenocite pentru acest grup au fost infiinfate intr-o zi diferitd si, prin urmare,
sunt separate de grupul tratat cu vehiculul. Desi comparatiile directe ar putea s nu fie adecvate, se
pare ca tratamentul cu agent bioterapeutic # 675 a fost eficient la scdderea nivelurilor de IFN-y, IL-
17A si IL-6.

Analiza microbiologica

Cresterea bacteriand a fost confirmat prin masurarea densitdtii optice la 600 nm utilizind un
spectrofotometru. Identitatea bacteriand a fost confirmati prin compararea imaginilor de pe placa cu
imaginile de referin{a.

In urma metodei de preparare imbunitititi a bacteriilor, s-au administrat in mod consistent
doze mari de tulpind bacteriand din ziua -2 si ziua -3 (cu exceptia tulpinii nr. 675 din ziua 0), dupa
cum se indica prin valorile ridicate ale OD madsurate.

Esantioanele de fecale au fost colectate si inghetate in ziua —14, ziua O si la terminarea
studiului.
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Histopatologie

Rezultatele histopatologiei sunt prezentate in Figurile 66-71. Asa cum era de asteptat pentru
acest model, variabilitatea intra-individuald si inter-individuald a fost observata in ceea ce priveste
prezent{a/absenia artritei sau severitatea schimbdrii prezente.

Natura patologiei a fost asa cum era de asteptat pentru acest model, cu inflamatia cronica
activd mixtd a sinovium-ului si a burselor care se extinde pentru a implica fesuturile moi peri-
articulare (muschi, tesut adipos, colagen dermic). in articulatiile cele mai sever afectate a existat
degenerarea si pierderea cartilajului articular cu resturile intraarticulare si inflamatia si intreruperea
structurii articulare si osoase prin fibroza si inflamatie.

Incidenta modificarilor histopatologice a fost: vehicul — 80% (16/20); agent bioterapeutic
#675 — 83% (20/24). Tratamentul cu agent bioterapeutic #675 a fost eficace pentru reducerea
deteriordrii histopatologice observate in articulatiile membrelor posterioare si reducerea scorurilor de
inflamatie a articulatiilor, scorurilor de deteriorare a cartilajului, scorurilor de deteriorare a osului si
scorurilor histopatologice totale (vezi Figura 70), chiar dacd comparatiile statistice cu grupul tratat cu
vehicul nu au fost efectuate.

Rezumat

Scorurile clinice crescute au fost observate in ziua 28 dupd prima administrare de colagen de
tip 11, asa cum se astepta in acest model al artritei la soareci DBA/1. Agentul bioterapeutic #675 s-a
dovedit a fi eficace in tratarea artritei in acest model. Animelele tratate cu agentul bioterapeutic #675
au fost imunizate la un moment de timp diferit in comparatie cu grupul tratat cu vehicul, ceea ce poate
explica scorurile clinice mai mari observate. Totusi, agentul bioterapeutic #675 a fost eficace pentru
reducerea bolii patologice la nivelul articulatiilor, asa cum s-a demonstrat in analiza histopatologica.

Au fost observate rispunsuri de memorie proliferativd la colagenul II in culturile de
splenocite din toate grupele experimentale. Analiza statisticd nu a fostr efectuatipt culturilede agent
bioterapeutic #675, dat fiind cd acstea au fost stabilite la un moment de timp diferit, dar a fost observat
o reducere a raspunsului specific 1a colagen fati de la martor.

Cele mai multe dintre citokinele testate ale celulelor T au prezentat cresteri detectabile intre
martorul stimulat de colagenul II si cel din grupul tratat cu vehicul. Aceste cresteri nu au fost atat de
evidente in grupul tratat cu agenti bioterapeutici. Aceasta sustine in linii mari rispunsurile de memorie
proliferativa la colagenul I descris mai sus. Au existat dovezi de suprimare a axei Th1/Th17, care este
rdspunsul patogen in acest model si in RA umani. Corelarea nivelurilor reduse de citokine cu
proliferarea redusd este sugestiva pentru modularea imunitard. Nu a existat nici o dovadid ci aceasti
modulare a rezultat fie din niveluri crescute ale IL-4 asociate cu Th2, fie cu cresteri ale citokinei
modulate imunitar, IL-10.

Exemplul 4 — Analiza ulterioard a efectului inoculdrii bacteriene in modelul astmului indus de
acarienii din praful domestic la soareci

Soarecii testati in Exemplul 1 au fost supusi analizei ulterioare pentru a caracteriza mai
departe efectul compozitiilor conform inventiei asupra raspunsului inflamator in astmul alergic.
Materiale si metode

Prelevarea sangelui §i prepararea serului in ziua 14. Probele de sange de la animale au
fost colectate prin punctie cardiaci. Serul a fost izolat din proba de singe prin centrifugare timp de 5
minute la 14000 g si depozitat la temperatura de
—20°C.

Prelevarea organelor in ziua 14. Colectarea lobului pulmonar sting in formalind pentru
analiza histologica ulterioard. Colectarea lobilor pulmonari drepti (tofi lobii rdmasi) si indepartarea
serului pentru inghetarea instantanee si analiza ulterioard. Fluidul BAL rdmas a fost inghetat pentru
analiza ulterioara.

Misurarea nivelurilor de anticorpi in ser si in fluidul BAL

Productia totala de anticorpi IgE si de IgG1 specifici acarianului de praf domestic (HDM) a
fost msuratd in BAL si ser prin analiza ELISA.
Izolarea plamainilor si analiza histologici

Lobii pulmonari stangi au fost fixati in formalind, urmati de incorporarea in parafind,
sectionarea si colorarea cu hematoxilind si eozind si PAS. Evaluarea histologicd ulterioard a fost
efectuatd in orb dupd cum urmeazi: cinci cAmpuri aleatorii pentru fiecare probd au fost evaluate
pentru inflamatie (infiltrafie peribronhiald si infiltratie perivasculard) si productie de mucus. Infiltrarea
inflamatorie a fost Inregistratd cu urméitorul sistem de evaluare:

0 —normal

1 — infiltrate inflamatorii usoare

2 —infiltrate inflamatorii moderate
3 — infiltrate inflamatorii marcate
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4 — infiltrate inflamatorii severe
5 — infiltrate inflamatorii foarte severe

In fiecare cAmp vizual, ciile respiratorii au fost misurate in dimensiune, si a fost cuantificat
numdrul celulelor mucus/?m.

Masurarea mediatorilor inflamatori in tesutul pulmonar

Lobii pulmonari drepfi (toti lobii rAmasi) izolati pentru cuantificarea mediatorilor inflamatori
au fost congelafi instantaneu pentru masurarea ulterioard a CCL11, IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-17A, CXCL1, CCL3, CXCL2 si CCL5 prin analizi multiplex disponibilad
comercial (Merck-Millipore). Analiza a fost efectuatd in conformitate cu instructiunile producatorului.

Rezultate si analize

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figurile 28—-46.

In sprijinul descoperirilor descrise in Exemplul 1, analiza infiltratelor celulare din tesutul
pulmonar al soarecilor tratati cu tulpina 675 a ardtat o reducere notabild si semnificativd din punct de
vedere statistic a scorului mediu de inflamatie (vezi Figurile 32 si 34).

Au fost analizate nivelurile anticorpilor in lichidul si serul BAL (vezi Figurile 28-31). Nu a
fost observat niciun efect clar al tratamentului bacterian asupra nivelurilor serice ale anticorpilor.
Acest lucru poate reflecta o esec in experiment, deoarece raspandirea datelor si barele de eroare pentru
fiecare tratament sunt mari, iar martorii pozitivi si negativi nu par sd se fi comportat asa cum ar fi de
asteptat. De asemenea, nivelurile de anticorpi serice de referintd ar fi putut masca orice modificare.

In mod similar, nu a fost observat niciun efect clar al tratamentului bacterian asupra
nivelurilor de citokine in tesutul pulmonar (vezi Figurile 36—46). Din nou, acest lucru poate reflecta un
esec in experiment, deoarece rispandirea datelor si barele de eroare pentru fiecare tratament sunt mari,
iar martorii pozitivi si negativi nu par sa se fi comportat asa cum ar fi de asteptat. Este, de asemenea,
posibil ca mecanismul de acfiune implicat sd influen{eze reactiile anterioare ale citokinelor care nu au
mai putut fi detectate in ziua 4 dupa provocarea finala ca HDM a cdilor respiratorii. O atentie separati
trebuie acordatd interpretirii datelor referitoare la citokine in studiul curent, datoritd variabilitatii
nivelurilor detectate. Aceastd variabilitate poate fi explicatd in parte prin faptul ca tesutul pulmonar a
fost separat pentru diferitele analize si, astfel, un lob de plamani s-ar putea si nu fi fost pe deplin
reprezentativ sau comparabil cu acelasi lob din alti soareci datoritd distributiei neuniforme a
inflamatiei.

Exemplul 5 — Analiza ulterioard a efectului inoculdrii bacteriene in modelul astmului neutrofil
sever la soareci

Soarecii testati in Exemplul 2 au fost supusi unor analize suplimentare pentru a caracteriza
in continuare efectul compozitiilor conform inventiei asupra raspunsului neutrofil asociat cu astmul
sever.

Materiale si metode

Prelevarea organelor in ziua 18. Colectarea lobului pulmonar stang in formalind pentru
analiza histologicad ulterioard. Colectarea lobilor pulmonari drepti (toti lobii rdmasi) si indepirtarea
serului pentru inghetarea instantanee si analiza ulterioard. Fluidul BAL rdmas a fost inghetat pentru
analiza ulterioara.

Masurarea mediatorilor inflamatori in tesutul pulmonar (analiza ulterioard). Lobii
pulmonari drepfi (tofi lobii rdmasi) izolafi pentru cuantificarea mediatorilor inflamatori au fost
inghetati instantaneu pentru masurarea ulterioard a IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta, CXCL1, CCL3,
CXCL2, CCLS, IL-17A, TNF-alfa , IL-17F, IL-23 si IL-33 prin analizd multiplex disponibild
comercial (Merck-Millipore). Analiza a fost efectuatd in conformitate cu instructiunile producatorului.

Masurarea nivelurilor de anticorpi in ser si fluidul BAL (analiza ulterioari). Productia
de anticorpi IgG1 si IgG2a specifici acarienilor de praf domestic (HDM) a fost masuratd in BAL si ser
prin analizi ELISA.

Izolarea plamanilor §i analiza histologici (analiza ulterioari). Lobii pulmonari stangi au
fost fixati in formalind, urmatd de incorporarea in parafind, sectionarea si colorarea cu hematoxilind si
eozind si PAS. Evaluarea histologicd ulterioard a fost efectuatd in orb dupd cum urmeaza: Cinci
campuri aleatorii pentru fiecare esantion au fost evaluate pentru inflamatie (infiltratie peribronhiala si
infiltratie perivasculard) si productie de mucus. Infiltrarea inflamatorie a fost inregistratd cu urmitorul
sistem de evaluare:

0 —normal

1 — infiltrate inflamatorii usoare

2 — infiltrate inflamatorii moderate
3 —infiltrate inflamatorii marcate
4 — infiltrate inflamatorii severe
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5 — infiltrate inflamatorii foarte severe
Rezultate si analize

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figurile 47-64.

Analiza ulterioard a nivelurilor de anticorpi a artat ca eficacitatea tulpinii bacteriene 671 a
fost, de asemenea, reflectatd in nivelurile reduse ale IgG1 specifice HDM 1in fluidul BAL si ser (vezi
Figurile 47 si 49). Nu pot fi trase concluzii ferme privind efectul asupra nivelurilor de IgG2a. In
general, datele din analiza anticorpului sugereazd o reducere legatd de un raspuns inflamator global
redus, spre deosebire de un efect selectiv asupra comutirii izotipului de anticorp.

Analiza histologici a sprijinit numarul diferentiat de celule din fluidul BAL, prezentand un
infiltrat celular redus la soarecii tratati cu tulpina 675 (vezi Figurile 51-53).

In ceea ce priveste nivelurile de citokine, ca si in cazul Exemplului 4, rdspandirea datelor si
barele de eroare pentru fiecare tratament sunt mari, iar martorii pozitivi si negativi nu par sd se fi
comportat asa cum ar fi fost de asteptat In mod necesar. Este, de asemenea, posibil ca mecanismul de
actiune sa influenteze raspunsurile anterioare ale citokinelor care nu mai pot fi detectate in ziua 4 dupa
provocarea finald cu HDM a cdilor respiratorii. O atentie speciald trebuie acordatd interpretirii datelor
referitoare la citokine in studiul curent, datorita variabilitatii nivelurilor detectate. Aceastd variabilitate
poate fi explicatd in parte prin faptul ca tesutul pulmonar a fost separat pentru analizele diferite i,
astfel, un lob de plamani s-ar putea sd nu fi fost pe deplin reprezentativ sau comparabil cu acelasi lob
din alti soareci datoriti distributiei neuniforme a inflamatiei. In ciuda acestei variabilititi, s-a
demonstrat un efect antiinflamator clar asupra nivelurilor citokinelor pentru tulpina 675, iar martorul
pozitiv anticorp anti-IL-17 s-a comportat in general asa cum era de asteptat.

Cu dezavantajele de mai sus, datele din Figurile 56, 58, 59, 61 si 63 sugereaza ci tratamentul
cu tulpinile bacteriene conform inventiei si in special tulpina 751 poate realiza o reducere a nivelurilor
de IL-1b, IFNg, RANTES, MIP-1a si KC (forma ortoloagd de soarece a IL-8 umane), care poate
indica un mecanism de actiune legat de influentele asupra eliberdrii de chemokine (si astfel de
recrutare a celulelor) de citre celulele imunitare stromale sau inndscute. Aceste citokine fac parte din
calea Th17. Luand impreund acest sct de date, se poate trage concluzia clard ci tulpina 675 a fost
extrem de eficace pentru protejarea soarecilor impotriva inflamatiei la acest model al astmului
neutrofil sever la soareci.

Exemplul 6 — Eficacitatea inoculdrii bacteriene la un model al sclerozei multiple la soareci
Rezumat

Soarecilor 1i s-au administrat compozitii cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei si
soarecii au fost ulterior imunizati cu glicoproteind oligendendrocitard de mielind pentru a induce
encefalomielita autoimund experimentald (EAE). EAE este modelul experimental cel mai frecvent
utilizat pentru scleroza multipla la om. S-a constatat cd compozitiile conform inventiei au un efect
izbitor asupra incidentei bolii si asupra severitdtii bolii.

Tulpind

675: bacterie depusi sub numdrul de acces NCIMB 42408
Designul studinlui

Grupuri:
1. Grup martor negativ. Tratamentul cu martor vehicul (pe cale orald).
3. Tratament cu tulpina inoculului bacterian terapeutic 675 (pe cale orald).
9. Grup martor pozitiv. Tratament cu dexametazona (i.p.).
10. Grup martor netratat.
Numarul de soareci pe grup = 10
Ziua -14 pand in ziua 27: administrarea zilnicd a martorului vehicul pe cale orald (grupul 1).
Ziua —14 pand in ziua 27: administrarea zilnicd a inoculului bacterian terapeutic pe cale orala (grupul
4).
Zile 0-28: administrarca dexametazonei (i.p.) de trei ori pe sdptimand (grupul 9).
Ziua 0: MOG35-55 (glicoproteind oligendendocitard mielind — 2 mg/ml) si CFA (2 mg/ml MTB) au
fost amestecate 1:1 rezultand solutii de 1 mg/ml. 100 ?1 din amestecul peptidd-CFA au fost injectate
subcutanat in fiecare picior posterior. Administrarea toxinei pertussis s-a facut intraperitoneal (300
ng).
Ziua 1: administrarea intraperitoneald a toxinei pertussis (300 ng).
Ziua 7 — In continuare: msurarea incidentei bolii si a greutdtii de trei ori pe sdptimana.
Obiective si analize

Soarecii au fost analizati pentru incidenta bolii si severitatea bolii de trei ori pe sdptdmana.
Evaluarea a fost efectuata in orb. Gravitatea bolii a fost evaluata utilizand un scor clinic cuprins intre 0
si 5, cu 5 indicAnd un soarece mort (vezi sistemul de evaluare clinic de mai jos).
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Monitorizare

In zilele indicate, soarecii au fost cintiriti si observati pentru evaluarea activitatii bolii si

incidentei bolii.

Observatii privind evaluarea activititii bolii:

0 — Nu au apirut modificiri evidente ale functiei motorii in comparatie cu soarecii neimunizati.

0,5 — Varful cozii este moale.

1,0 — Coada moale.

1,5 — Coadi moale si inhibare a picioarelor din spate.

2,0 — Coada moale si sldbiciunea picioarelor din spate; SAU — Existd semne evidente de inclinare a
capului cand se observa mersul pe jos. Echilibrul este slab.

2,5 — Coada moale si tirarea picioarelor din spate; SAU — Existd o Inclinare puternica a capului care
cauzeaza ciderea ocazionald a soarecelui.

3,0 — Coada moale si paralizia completi a picioarelor din spate.

3,5 — Coada moale si paralizia completd a picioarelor din spate. in plus: soarecele se deplaseazd in
jJurul custii, dar atunci cAnd este plasat pe partea sa, nu este in misurd si se orienteze.Picioarele din
spate sunt impreund pe o parte a corpului.

4,0 — Coada moale, paralizie completa a piciorelor din spate si paralizia partiala a picioarelor din fata.
Soarecele se miscd minimal in jurul custii, dar pare alert si se hraneste.

4,5 — Paralizia completd a picioarelor din spate si partiald a celor din fatd, fard miscare in jurul custii.
Soarecele este imediat eutanasiat si scos din cusca.

5,0 — Soarecele este eutanasiat din cauza unei paralizii severe.

Cand un animal are un scor de activitate al bolii egal sau mai mare de 1, s¢ considerd ci are
un scor pozitiv referitor la incidenta bolii.
Rezultate

Rezultatele studiului sunt prezentate in Figurile 72 si 73.

Inducerea bolii in grupurile martor negative a avut succes, cu scoruri ridicate demonstrate de
martorul vehicul si de martorul netratat. Efectul tratamentului cu tulpina 675 a fost izbitor §i soarecii
tratati cu tulpina 675 au prezentat o incidentd a bolii si o severitate a bolii reduse semnificativ.
Intr-adevar, reducerea incidentei bolii si a severitatii bolii a fost comparabila cu grupul martor pozitiv.
Aceste date indica faptul cd tulpina 675 poate fi utild pentru tratarea sau prevenirea sclerozei multiple.
Exemplul 7 — Testarea stabilitdtii

O compozitie descrisd aici continind cel putin o tulpind bacteriani descrisa aici este pastratd
intr-un recipient sigilat la temperatura de 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. Dupa 1 luni, 2 luni, 3
luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani, trebuie sd rAmana cel putin 50%, 60%, 70%, 80%
sau 90% din tulpina bacteriand. misurata in unititi de formare a coloniei, determinate prin protocoale
standard.

Secvente

SEQ ID NO: 1 (Bacteroides coprocola gena pentru ARN 16S, secventd partiald, tulpind: M11 —
AB200223)



1

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
60l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatccg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcc
acgtccgggyg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccgc

cgccctaggg
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cctggctcag
acttagcttg
ccgtttactc
gcatgatggc
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggce
ttacccgggce
gaaggtgctyg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcc

taaaaccggt

31

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagc
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttc
cgcatcagcc
atgaaagccg

aattggggct

agctacaggc
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctgcga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctyg

aagtctaaca

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttgge
tacgccggca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa

aggtaaccaa

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgcgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
agggctctgg
cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggcecttg
ccgcaaggag

g

SEQ ID NO: 2 (Bacteroides coprocola gena pentru ARN 16S, secventd partiald, tulpind: M16 —
AB200224)
1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgct agctacaggc ttaacacatg caagtcgagg

61 ggcagcatga acttagcttg ctaagtttga tggcgaccgg cgcacgggtg agtaacacgt

121 atccaacctt ccgtttactc agggatagcc tttcgaaaga aagattaata cctgatagta



181
241
301
361
421
481
541
601
60l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatccg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcc
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccgc

cgccctaggg
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gcatgatggc
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggc
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggce
ttacccgggce
gaaggtgctg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcecce

taaaaccggt

32

accattaaag
acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagc
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttc
cgcatcagcc
atgaaagccg

aattggggct

atttattggt
tagcctgcga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg

aagtctaaca

aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttggce
tacgccggca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa

aggtaaccaa

gatgcgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
agggctctygg

cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggcecttg

ccgcaaggag

SEQ ID NO: 3 (Bacteroides coprocola gena pentru ARN 16S, secventd partiald, tulpind: M158 —
AB200225)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatccg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac

ccagactgcc

cctggctcag
acttagcttg
ccgtttactc
gcatgatagc
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggc
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggce
ttacccgggce
gaaggtgctg
gagcgcaacc

atcgtaagat

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagc
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca

gtgaggaagg

agctacaggc
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctncga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtatccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca

tggggatgac

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttggc
tacgccggca
gtggtttaat
gaggaaactt
gcegtgaggt
ggttaagctg

gtcaaatcag

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgcgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgcg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
aggactctgg

cacggccctt



1201
1261
1321
1381
1441

acgtccgggg

gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccgc

cgccectaggg
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ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcec

taaaaccggt

33

gttacaatgg
ctctcagttc
cgcatcagcc
atgaaagccg

aattggggct

gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg
aagtcgtaac

SEQ ID NO: 4 (secventa consens ARNr 16S pentru tulpina 675)

GTCTGGCTCAKGATGAACGCTAGCTACAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGGGGCAGCATGAACTTAGCTTGCTAAGT
TTGATGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTATCCAACCTCCCGCTTACTCAGGAATAGCCTTTCGAAAGAAAG
ATTAATGCCTGATGGTATCTTAAGCACACATGTAATTAAGATTAAAGATTTATCGGTAAGCGATGGGGATGCGTTCC
ATTAGGTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGCCGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGG
AACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCGAGCCTGAACCAGCC
AAGTAGCGTGAAGGATGAAGGTCCTATGGATTGTAAACTTCTTTTATACGGGAATAAAGTGGTCCACGTGTGGGCCT
TTGCATGTACCGTATGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATC
CGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGCAGACGGGGGATTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATT
GCAGTTGATACTGGTTCCCTTGAGTGCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGCGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATCA
CGAAGAACCCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTAAGCTGTAACTGACCTTCGAGGCTCGAAACGTGTGGGTATCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACACGCTAAACGATGCGATACTCGCTIGTTGGCGATATACTGTCAGCGGCCAAGCGARAA
GCATTAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGCGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGA
GGAACATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTAAATTGCAGACGAATTACTTGGAAACAG
GTAAGCCGCAAGGCGTCTGTGAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCAT
AACGAGCGCAACCCTCGTGGCCAGTTACTAGCAGGTAACGCTGAGGACTCTGGCCAGACTGCCATCGTAAGATGCGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGAGGTACAGAA
GGCAGCTACCCGGCGACGGGATGCCAATCTCCAAAGCCTCTCTCAGTTCGGACTGGAGTCTGCAACCCGACTCCACG
AAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AAGCCATGAAAGCCGGGAGTACCTGAAGTGCGTAACCGCAAGGAGCGCCCTAGGGTARAACCGGTAATTGGGGCTAA

GTCNTACGGGG
SEQ ID NO: 5 (Bacteroides thetaiotaomicron gena pentru ARN 168, secventd partiald — M58763)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
5 1141

cttntacaat
tgcaagtcna
ggtgagtaac
aatacccnat
ggggatgcgt
gggttctgag
ggcagcagtg
gatgactgcc
aattttgtat
acggagnatc
aagtcagttg
agtacagtag
aactccgatt
gtatcaaaca
tgcgatatac
gcaacggtga
aattcgatga
cagtatagcc
ggtgtcgget
ctgaggactc

gaagagtttg
ggggcagcat
acgtatccaa
ggtataatca
tccattaggc
aggaaggtcc
aggaatattg
ctatgggttg
gtaccatatg
cgagcgttat
tgaaagtttg
aggtgggcgyg
gcgaaggcag
ggattagata
agtaagcggc
aactcaaagqg
tacgcgagga
gyaaggcaaa
taagtgccat
tagagagact

atcctggctc
ttcagtttgce
cctgccgata
gaccgcatng
agttggtgag
cccacattgg
gtcaatgggc
taaacttctt
aataaggatc
ccggatttat
cggctcaacc
aattcgtggt
ctcactggac
ccctggtagt
caagcgaaag
aattgacggg
accttacccg
tgtgaaggtg
aacgagcgca

gccgtcgtaa

aggatnaacg
ttgcaaactg
actcggggat
tcttrttatt
gtaacggctc
aactgagaca
gcaggcctga
ttatatggga
ggctaactcc
tgggtttaaa
gtaaaattgc
gtagcggtga
tgcaactgac
ccacacagta
cattaagtat
ggccngcaca
ggcttaaatt
ctgcatggtt

acccttatct

gatgtgagga

aggcagctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa

aaggtaacca

ctagctacag
gagatggcga
agcctttcga
aaagaatttc
acnnaacctt
cggtccaaac
accagccaag
ataaagtttt
gtgccagcag
gggagcgtag
agttgatact
aatgcttaga
actgatgctc
aacgatgaat
tccacctggg
agcggaggaa
gcatttgaat
gtcgtcagcet
ttagttacta
aggtggggat

ccggcgacgg
actccacgaa
ccgggcecttg
ccgcaaggag
a

gcttaacaca
ccggcgcacy
aagaaagatt
ggttatcgat
cgatggatag
tcctacggga
tagcgtgaag
ccacgtgtgg
ccnecgntnat
gtggacagtt
ggctgtcttg
tatcacgaag
gaaagtgtgg
actcgctgtt
gagtacgccg
catgtggttt
atattggaaa
cgtgccgtga
acaggtcatg

gacgtcaaat
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34

1201
1261
1321
1381

1441 taaccgcaag gagcgtccta gggtaaaact ggtaattggg gc

SEQ ID NO: 6 (secventa cromozomului tulpinii 675) — vezi lista secventelor electronice a WO

2016/203217.

SEQ ID NO: 7 (secventa plasmidicd a tulpinii 675) — vezi lista secventelor electronice a WO

2016/203217.
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<213> Bacteroides coprocola

<400> 1



agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gecgttatecg
aagtttgegg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacce
aggagtetgt
gtgccataac
ccagactgcc
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattceg
tacacaccgce
cgcectaggg

<210> 2

<211> 1490

<212> ADN
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cctggctcag
acttagcttg
ccgtttactce
gcatgatgge
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacggggge
ttaccecggge
gaaggtgetyg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcece
taaaaccggt

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacce
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccegtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagce
ttaaattgca
catggttgte
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttce
cgcatcagcc
atgaaagccg
aattggggct

<213> Bacteroides coprocola

<400> 2

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccce
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatceg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacce
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgece
acgtcecgggg
gatgccaatc
getggatteg
tacacaccgce
cgcectaggg

cctggetcag
acttagcttg
ccgtttactce
gcatgatggc
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggc
ttaccecggge
gaaggtgctg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatceg
ccgtcaagec
taaaaccggt

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccace
tgagacacgg
agcctgaacce
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagce
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagtte
cgecatcagee
atgaaagccg
aattggggct

agctacaggc
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctgega
tccaaactcce
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagecg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagetagt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg
aagtctaaca

agctacaggce
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagecetgega
tccaaactce
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagccecg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgeggt
ggggtacctg
aagtctaaca

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggce
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttcettgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgetgttgge
tacgccggeca
gtggtttaat
gaggaaactt
gecgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaaccceg
gaatacgttc
aagtgcgtaa
aggtaaccaa

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttgge
tacgccggea
gtggtttaat
gaggaaactt
gccecgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaacccg
gaatacgtte
aagtgcgtaa
aggtaaccaa

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgegttcec
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgea
gteggettaa
agggctctgg
cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggecttg
ccgcaaggag
g

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgecgttcce
ttectgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagyg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgeca
gtcggcttaa

agggctctgg
cacggccctt

ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggecettyg

ccgcaaggag
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<213> Bacteroides coprocola

<400> 3

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gecgttatecg
aagtttgegg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacce
aggagtetgt
gtgccataac
ccagactgcc
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattceg
tacacaccgce
cgcectaggg

<210> 4

<211> 1474

<212> ADN

cctggctcag
acttagcttg
ccgtttactce
gcatgatagc
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacggggge
ttaccecggge
gaaggtgetyg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcece
taaaaccggt

<213> Bacteroides

<400> 4

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacce
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccegtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagce
ttaaattgca
catggttgte
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttce
cgcatcagcc
atgaaagccg
aattggggct

agctacaggc
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctncga
tccaaactcce
agccaagtag
aagtatccta
ccagcagecg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagetagt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg
aagtcgtaac

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggce
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttcettgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgetgttgge
tacgccggea
gtggtttaat
gaggaaactt
gecgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggcagctac
ctgcaaccceg
gaatacgttc
aagtgcgtaa
aaggtaacca

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgecgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgea
gteggettaa
aggactctgg
cacggccctt
ccggcecgacgyg
actccacgaa
ccgggecttg
ccgcaaggag
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1491

gtctggctca kgatgaacgc tagctacagg cttaacacat gcaagtcgag gggcagcatg 60

aacttagctt gctaagtttg atggcgaccg gcgcacgggt gagtaacacg tatccaacct
cccegettact caggaatage ctttcgaaag aaagattaat gecctgatggt atcttaagea

120
180



cacatgtaat
taggcggggt
cacattggaa
caatgggege
aacttctttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccgt
ttecgtggtgt
tgctaagetg
ctggtagtcce
agcgaaagca
ttgacggggg
cttacccggg
tgaaggtgcet
cgagcgcaac
catcgtaaga
gctacacacg
ctccaaagcce
gctagtaatc
cccegtcaage
gtaaaaccgg

<210> 5
<211>
<212>
<213>

ADN

<400> 5

cttntacaat
tgcaagtcna
ggtgagtaac
aatacccnat
ggggatgegt
gggttctgag
ggcagcagtg
gatgactgcc
aattttgtat
acggagnatc
aagtcagttg
agtacagtag
aactccgatt
gtatcaaaca
tgcgatatac
gcaacggtga
aattcgatga
cagtatagece
ggtgtcggcet
ctgaggactc
cagcacngcc
tacctggtga
ccgacttegt
ttcececgggen
taaccgcaag

1482
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taagattaaa
aacggcccac
ctgagacacg
gagcctgaac
atacgggaat
ctaactcecgt
ggtttaaagg
aaaattgcag
agcggtgaaa
taactgacgt
acacggtaaa
ttaagtatcc
cccgcacaag
cttaaattgce
gcatggttgt
cctegtggece
tgcgaggaag
tgttacaatg
tctctcagtt
gcgcatcage
catgaaagcc
taattggggce

gaagagtttg
ggggcagcat
acgtatccaa
ggtataatca
tccattaggce
aggaaggtcc
aggaatattg
ctatgggttg
gtaccatatg
cgagcgttat
tgaaagtttg
aggtgggegyg
gcgaaggcag
ggattagata
agtaagcggce
aactcaaagg
tacgcgagga
gyaaggcaaa
taagtgccat
tagagagact
cntacgtccg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac
gagcgtccta

38

gatttatcgg
ctagccgacg
gtccaaactce
cagccaagta
aaagtggtcc
gccagcagcece
gagcgcagac
ttgatactgg
tgcatagata
tgaggctcga
cgatggatac
cacctgggga
cggaggaaca
agacgaatta
cgtcagetceg
agttactagc
gtggggatga
ggaggtacag
cggactggag
cacggcegegg
gggagtacct
taagtcntac

atcctggetce
ttcagtttge
cctgccgata
gaccgcatng
agttggtgag
cccacattgg
gtcaatgggce
taaacttctt
aataaggatc
ccggatttat
cggctcaacce
aattcgtggt
ctcactggac
ccetggtagt
caagcgaaag
aattgacggg
accttacccg
tgtgaaggtyg
aacgagcgca
gccegtegtaa
gggctacaca
atcccaaaag
tcgctagtaa
cgcccgtcecaa
gggtaaaact

taagcgatgg
atggataggg
ctacgggagyg
gcgtgaagga
acgtgtgggce
gcggtaatac
gggggattaa
ttececttgag
tcacgaagaa
aagtgtgggt
tcgetgttgg
gtacgccgge
tgtggtttaa
cttggaaaca
tgcegtgagg
aggtaacgct
cgtcaaatca
aaggcagcta
tctgcaacce
tgaatacgtt
gaagtgcgta
9999

Bacteroides thetaiotaomicron

aggatnaacg
ttgcaaactg
actcggggat
tcttrttatt
gtaacggctce
aactgagaca
gcaggcctga
ttatatggga
ggctaactcc
tgggtttaaa
gtaaaattge
gtagcggtga
tgcaactgac
ccacacagta
cattaagtat
ggcengcaca
ggcttaaatt
ctgeatggtt
acccttatcet
gatgtgagga
cgtgttacaa
cctectcteag
tcgcgeatca
gccatgaaag

ggtaattggg

ggatgcgttc
gttctgagag
cagcagtgag
tgaaggtcct
ctttgcatgt
ggaggatgcg
gtcagttgtg
tgcagttgag
cceccgattge
atcaaacagg
cgatatactg
aacggtgaaa
ttcgatgata
ggtaagccge
tgtcggetta
gaggactctg
gcacggccct
ccecggegacg
gactccacga
ccecgggectt
accgcaagga

ctagctacag
gagatggcga
agcctttcega
aaagaatttc
acnnaacctt
cggtccaaac
accagccaag
ataaagtttt
gtgccagcag
gggagcgtag
agttgatact
aatgcttaga
actgatgctc
aacgatgaat
tccacctggg
agcggaggaa
gcatttgaat
gtegtecaget
ttagttacta
aggtggggat
tggggggtac
ttcggatcga
gccatggcge
ccgggggtac
gc

cattaggtag
gaaggtcccc
gaatattggt
atggattgta
accgtatgaa
agcgttatcc
aaagtttgcg
gcaggcggaa
gaaggcagcc
attagatacc
tcagcggceca
ctcaaaggaa
cgcgaggaac
aaggcgtctg
agtgccataa
gccagactge
tacgtccggg
ggatgccaat
agctggattc
gtacacaccg
gcgccecctagg

gcttaacaca
ccggegeacg
aagaaagatt
ggttatcgat
cgatggatag
tcctacggga
tagcgtgaag
ccacgtgtgg
ccncgntnat
gtggacagtt
ggctgtettg
tatcacgaag
gaaagtgtgg
actcgetgtt
gagtacgccg
catgtggttt
atattggaaa
cgtgecgtga
acaggtcatg
gacgtcaaat
agaaggcagc
agtctgcaac
ggtgaatacg
ctgaagtacg
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1474

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1482



MD/EP 3204024 T2 2019.12.31

39

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
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(57) Revendicari;

1. O compozitie care cuprinde o tulpina bacteriand de gen Bacteroides avand o secventd de
ARNr 16s care este cel putin 98% identicd cu SEQ ID NO: 4, pentru utilizare intr-o metoda de
tratare sau de prevenire a unei boli inflamatorii sau autoimune.

2. Compozifia pentru utilizarea conform revendicdrii 1, in care compozitia este destinata
utilizarii intr-o metodd de tratare sau de prevenire a unei boli sau a unei conditii selectate din
grupul constand din astm, cum ar fi astmul alergic sau astmul neutrofil; artritd, cum ar fi artrita
reumatoidd, osteoartrita artrita psoriazicd sau artrita idiopaticd juvenild; sclerozd multipld;
neuromielitd opticd (boala lui Devic); spondilitd anchilozantd; spondiloartritd; psoriazis; lupus
eritematos sistemic; boald inflamatoric intestinald, cum ar fi boala Crohn sau colita ulceroasai;
boald celiacd; boli pulmonare obstructive cronice (COPD); uveitd; sclerit; vasculitd; boald
Behcet; ateroscleroza; dermatitd atopicd; emfizem; parodontitd; rinitd alergicd; si rejet de alogrefa.

3. Compozifia pentru utilizarea conform revendicdrii 2, in care compozitia este destinata
utilizarii intr-o metoda de tratare sau de prevenire a astmului, cum ar fi astmul neutrofil sau astmul
alergic, si in care compozifia este utilizatd intr-o metodd de reducere a neutrofiliei sau a
eozinofiliei in tratamentul astmului.

4. Compozifie pentru utilizarea conform revendicdrii 2, in care compozitia este destinata
utilizdrii intr-o metod de tratare sau de prevenire a artritei reumatoide si in care compozitia este
destinata utilizarii intr-o metodd de reducere a umfldrii articulatiei in artrita reumatoida.

5. Compozifia pentru utilizarea conform revendicdrii 2, in care compozitia este destinata
utilizdrii intr-o metodd de tratare sau de prevenire a sclerozei multiple, si in care compozitia este
destinata utilizarii intr-o metodd de reducere a incidentei bolii sau a gravitatii bolii.

6. Compozifia pentru utilizarea conform revendicdrii 2, in care compozitia este destinata
utilizdrii Intr-o metoda de tratare sau de prevenire a uveitei si In care compozifia este destinata
utilizarii intr-o metodd de reducere sau de prevenire a afectirii retiniene in uveita.

7. Compozitia pentru utilizarea conform oricireia dintre revendicdrile precedente, in care
compozitia este destinatd utilizdrii intr-o metodd de reducere a productiei de IL-17 sau de reducere
a diferentierii de celule Th17 in tratamentul sau prevenirea bolii inflamatorii sau autoimune.

8. Compozitia pentru utilizarea oricdreia dintre revendicarile precedente, in care compozitia
este destinatd utilizirii la un pacient cu niveluri IL-17 ridicate sau celule Th17.

9. Comporzitia pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicarile precedente, in care
tulpina bacteriand este din specia Bacteroides coprocola.

10. Compozitia pentru utilizarea conform oricdreia dintre revendicarile 1-9, in care tulpina
bacteriand are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu SEQ
ID NO: 4 sau in care tulpina bacteriand are secventa ARN 16s. reprezentatd de SEQ ID NO: 4.

11. Compozitie pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicarile precedente, in care
compozitia este pentru administrare orald, in care compozitia cuprinde unul sau mai multi
excipienti sau purtitori acceptabili farmaceutic si/sau in care tulpina bacteriana este liofilizata.

12. Un produs alimentar sau o compozitie de vaccin cuprinzind compozitia conform
oricdrei revendicari precedente, pentru utilizarea conform oricirei revendicari precedente.

13. O culturd de celula sau biologic purd a tulpinii depuse sub numéirul de acces NCIMB
42408.

14. Compozitia cuprinzind celula conform revendicarii 13, cuprinzand optional un purtitor
sau excipient acceptabil farmaceutic.

15. O celuld din tulpina depusd sub numdrul de acces NCIMB 42408 pentru utilizare in
terapie, opfional in care celula este destinatd utilizarii intr-o metoda definitd in oricare dintre
revendicdrile 1-8.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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FiG. 56
Nivel de IFNg in tesutul pulmonar
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FIG. 57
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FIG. 65
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FiG. 67
Histopatologie: Scoruri ale cartilajului

FiG. 66
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