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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL TEHNIC

Aceasta inventie este in domeniul compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene izolate din
tractul digestiv de mamifer si utilizarea de astfel de compozitii in tratamentul bolilor.
FUNDAL INVENTIEI

Se crede cd intestinul uman este steril in utero, dar este expus la o largd varictate de
microbi maternali si din mediu imediat dupd nastere. Apoi, are loc o perioadd dinamici de
colonizare si succesiune microbiand, care este influentati de factori cum ar fi metodele de livrare,
mediul, dicta si genotipul gazdei, din care toate impacteazd asupra compozitici microbiotei
intestinale, in special in primii ani de viatd. Ulterior, microbiota se stabilizeazd si devine
asemdnitoare cu cea adultd [1]. Microbiota intestinului uman contine mai mult de 500-1000 de
filotipuri diferite apartinind in mod esential la doud divizii bacteriene majore, Bacteroidetes si
Firmicutes [2]. Reactiile simbiotice de succes care apar din colonizarea bacteriand a intestinului
uman au dat o larga varietate de functii metabolice, structurale, protectoare si alte functii benefice.
Activitatile metabolice sporite ale intestinului colonizat asigurd cd, componente alimentare altfel
nedigerabile, sunt degradate cu eliberarea produselor secundare furnizind o sursd nutrientd
importanti pentru gazdi. In mod similar, importanta imunologici a microbiotei intestinale este
bine recunoscuti si este exemplificatd la animalele fard germeni care au un sistem imunitar alterat
care este reconstituit functional dupa introducerea bacteriei comensale [3-5].

Modificdri dramatice in compozifia microbiotei au fost documentate in tulburirile
gastrointestinale cum ar fi boala inflamatorie intestinald (IBD). De exemplu, nivelurile de bacterii
CIVa in clusterul Clostridium sunt reduse la pacientii cu IBD in timp ce numarul de E. coli este
crescut, sugerand o deplasare in echilibrul simbiontilor si patobiontilor in intestin [6-9].

In recunoasterea potentialului efect pozitiv pe care anumite tulpini bacteriene il pot avea
asupra intestinului animalului, au fost propuse diferite tulpini pentru utilizare in tratamentul
diferitelor boli (vezi, de exemplu, [10-13]). De asemenea, anumite tulpini, incluzand mai ales
tulpinile Lactobacillus si Bifidobacterie, au fost propuse pentru utilizare in tratarea diferitelor boli
inflamatorii si autoimune care nu sunt direct legate de intestin (vezi [14] si [15] pentru revizii).
Totusi, relatia intre diferite boli si diferite tulpini bacteriene, si efectele precise ale tulpinilor
bacteriene particulare asupra intestinului si la un nivel sistemic si pe orice tip particular de boli
sunt slab caracterizate, in special pentru tulburdrile neurodegenerative.

Recent, in domeniu, a crescut interesul cu privire la alterdrile din microbiomul intestinal
care poate juca un rol patofiziologic in bolile creierului uman [16]. Dovada preclinica si clinicd
sugereaza puternic o legiturd intre dezvoltarea creierului si microbiotd [17]. Un corp in crestere
din literatura preclinicA a demonstrat semnalizare bidirectionald intre creier si microbiomul
intestinal, implicind multiple sisteme de semnalizare neurocrine si endocrine. Intr-adevir,
nivelurile crescute de specii Clostridium in microbiom au fost legate de tulburdrile creierului [18],
si un dezechilibru al filei Bacteroidetes si Firmicutes a fost de asemenea implicat in dezvoltarea
tulburdrilor creierului [19]. Sugestiile cd nivelurile alterate ale comensalelor intestinale, inclusiv
cele de Bifidobacterie, Lactobacillus, Sutterella, Prevotella si Ruminococcus genera i ale
familiei Alcaligenaceae sunt implicate in tulburdrile sistemului nervos central (CNS) mediate
imun, sunt chestionate prin studii sugerind o lipsd a alterdrii in microbiotd intre pacienti si
subiectii sdndtosi [10]. Parabacteroides distasonis au fost propuse pentru tratarea unei varietiti de
tulburdri incluzand astmul, artrita reumatoidi si scleroza multipla [20].

Ca si astmul §i artrita reumatoidd, scleroza multipld este in primul rAnd mediatd de
sistemul imunitar. Sistemul imunitar atacd axonii mielinati in sistemul nervos central, distrugind
plicile sau leziunile denumite mielind. Demiclinarea apare in particular in nervii optici, miduva
spindrii subpiald, trunchiul cercbral, cerebel, si regiunile materiei albe juxtacorticale si
periventriculare.

Ca atare, scleroza multipld are o patologie diferiti de a altor boli neurodegenerative, cum
ar fi boala Parkinson, boala Alzheimer sau dementa. De exemplu, scleroza multipld este
diagnosticatd in mod obisnuit la pacienti de 20 ani si de 30 ani, in timp ce multe alte boli
neurodegenerative, cum ar fi boala Parkinson, Alzheimer si dementa, sunt diagnosticate
predominant la pacienti cu varste de peste 65 ani.

Boala Parkinson, la fel ca multe boli neurodegenerative, este in primul rand mediatd de
acumularea de proteind pliatd gresit. Boala Parkinson este o sinucleinopatologie care implicd
acumularea de o-sinucleind, care se agregd ca fibrile insolubile in corpi Lewy in citoplasma
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corpului neuronal. Acumularea de a-sinucleind este toxici si afecteaza functiile mitocondriilor,
lisozomilor, si reticulului endoplasmatic, si interfereaza cu transportul microtubulelor.

Medicamentele antiinflamatorii nonsteroidiene (NSAID) cum ar fi ibuprofenul, au fost
testate pentru eficacitatea lor in tratarea unei varietiti de boli neurologice, dar impactul clinic al
NSAID asupra bolilor neurodegenerative cum ar fi boala Parkinson rimane neclar. in timp ce
unele studii au ardtat ci utilizarea NSAID cronica este protectoare impotriva bolii Parkinson, alte
studii nu ar putea confirma existenta unei relatii semnificative. O meta analiz recentd a indicat cad
utilizarea de NSAID neaspirinice, in special ibuprofen, reduce riscul de PD cu 15% in timp ce
utilizarea aspirinei nu a prezentat nici un efect [21].

In prezent, efectul practic al legiturii intre microbiom si bolile creierului uman este slab
caracterizat. Corespunzitor, sunt necesare studii analitice mai directe pentru a identifica impactul
terapeutic al alterdrii microbiomului asupra tulburdrilor neurodegenerative.

Exista o cerintil in domeniu pentru noi metode de tratare a tulburdrilor neurodegenerative.
Existd de asemenea o cerintd pentru efecte potentiale ale bacteriei intestinale de a fi caracterizata
astfel incat sa poata fi dezvoltate noi terapii utilizand bacteria intestinald.

WO02016/203220 descric  compozitii  cuprinzand o  tulpind  bacteriand  din
genul Parabacteroides pentru utilizare intr-o metodd de tratament sau prevenire a bolilor
inflamatori si autoimune mediate de IL-17 sau de calea Tyl7. Yang Fang si colab. (Int J Clin Exp
Med 2016;9(9):17946-17951) descriu niveluri mai ridicate de citokine in sangele periferic al
pacientilor cu boala Parkinson in comparatie cu un grup de control sinitos. Waisman Ari si colab.
(Acta Neuropathol 2015; 129:625-637) descriu IL-17 si rolul sdu in sistemul nervos central.
REZUMATUL INVENTIEI

Inventatorii au dezvoltat noi terapii pentru tratarea si prevenirea tulburdrilor
neurodegenerative. Inventatorii au identificat ca tulpinile bacteriene din genul Parabacteroides pot
fi eficiente pentru tratarea bolilor neurodegenerative. Cum s-a descris in exemple, administrarea
compozitiilor cuprinzind Parabacteroides distasonis poate proteja impotriva speciilor reactive de
oxigen si preveni inflamatia, care actioneaza astfel ca neuroprotector. Inventatorii au identificat de
asemenea cd tratamentul cu Parabacteroides distasonis poate reduce activarea de molecule
proinflamatoare, cum ar fi NFxB si IL-6, prin LPS si a-sinucleina mutantd AS3T. Inventatorii au
identificat cd tratamentul cu Parabacteroides distasonis poate reduce activitatea de deacetilare
histond si peroxidare lipidd in vitro, care poate ajuta la reducerea mortii celulei si apoptozei.
Inventatorii au identificat de asemenea ci Parabacteroides distasonis poate produce indol care
poate atenua inflamatia si stresul oxidativ. Mai mult, inventatorii au demonstrat ¢a tratamentul
cu Parabacteroides distasonis poate creste nivelurile de kinurenine.

Inventatorii au descoperit de asemenca c¢id tratamentul cu Parabacteroides
distasonis creste activarea de BDNF. BDNF este un factor neurotrofic de crestere care a dovedit ci
sporeste diferentierea si supravietuirea neuronilor. Astfel, compozitiile inventiei pot fi utilizate
intr-o metodd de amplificare a supravietuirii celulei nervoase in tratamentul sau prevenirea bolilor
neurodegenerative.

Inventia furnizeazd o compozitic cuprinzind o tulpind bacteriand  din
genul Parabacteroides, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a unei boli sau
afectiuni selectate din grupul constind din: boald Parkinson, inclusiv paralizie supranucleard
progresivd, sindrom Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu presiune normala,
parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si parkinsonism indus de medicament; boald Alzheimer,
inclusiv sindrom Benson; boald Huntington; sclerozi laterald amiotroficd; boald Lou Gehrig; boald
a neuronului motor; boald prion; ataxic spinocercbrald; atrofic musculard spinald; dementi,
inclusiv corpi Lewy, dementd vasculara si frontotemporald; afazie progresivd primard; depreciere
cognitiva usoard; depreciere cognitiva asociati cu HIV si degenerare corticobazala.

In realizirile preferate, inventia furnizeazi o compozitie cuprinzand o tulpini bacteriani
din genul Parabacteroides, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a bolii
Parkinson, cum ar fi din mediu, familial sau Parkinson asociat cu stiri inflamatorii generale.
Inventatorii au identificat cd tratamentul cu tulpini Parabacteroides poate reduce activarea
moleculelor proinflamatoare, cum ar fi NFxB si IL-6, prin LPS si a-sinucleina mutanti A53T in
modelele in vitro de Parkinson din mediu si familial. In realizirile preferate, inventia furnizeaza o
compozitie cuprinzind o tulpini bacteriand a speciilor Parabacteroides distasonis, pentru utilizare
in tratamentul bolii Parkinson. Compozitiile utilizind Parabacteroides distasonis pot fi in special
eficiente pentru tratarea Parkinsonului.

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare intr-o metodi de tratare sau
prevenire a bolii neurodegenerative cu debut timpuriu. In unele realizari, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare intr-o metodd de prevenire sau intirziere a debutului sau progresului unei
tulburiri neurodegenerative.
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In realizirile preferate ale inventiei, tulpina bacteriani din compozitic este
de Parabacteroides distasonis. Pot fi de asemenea utilizate tulpinile strans asociate, cum ar fi
tulpinile bacteriene care au o secventd ARNr 168 care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% sau 99,9% identicd cu secventa ARNr 16S a unei tulpini bacteriene de Parabacteroides
distasonis. Preferabil, tulpina bacteriana are o secventd ARNr 16S care este cel putin 95%, 96%,
97%., 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici cu SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 8 sau 9. Preferabil,
identitatea de secventd este cu SEQ ID NO:9. Preferabil, tulpina bacteriand pentru utilizare in
inventie are secventa ARNr 168 reprezentatd de SEQ ID NO:9.

In anumite realiziri, compozitia inventiei este pentru administrare orali. Administrarea
orald a tulpinilor inventiei poate fi eficientd pentru tulburirile neurodegencrative. De asemenca,
administrarca orald este convenabild pentru pacienti §i practicieni si permite livrarea la si/sau
colonizarea partiala sau totald a intestinului.

In anumite realiziri, compozitia inventiei cuprinde unul sau mai multi excipienti
acceptabili farmaceutic sau purtitori.

In anumite realiziri, compozitia inventiei cuprinde o tulpini bacteriani care a fost
liofilizatd. Liofilizarea este o tehnica eficientd si convenabild pentru prepararea compozitiilor
stabile care permit livrarea bacteriei.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi un produs alimentar cuprinzind compozitia cum
s-a descris mai sus.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi o compozitie de vaccin cuprinzind compozitia
cum s-a descris mai sus.

In anumite realizdri ale inventiei, compozitia este pentru utilizare in tratarca leziunii
creierului. Activitatea neuroprotectoare a compozitiilor inventiei si abilitatea lor de a reduce
nivelurile de activitate de deacetilazd histond (HDAC) le poate face utile pentru tratarea leziunii
creierului. In realizirile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarca
accidentului vascular cerebral, cum ar fi tratarea leziunii creierului care rezultd dintr-un accident
vascular cerebral.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Viabilitatea celulard a celulelor neuroblastom

Figura 2A: Reglare negativa a secretiei IL-6 Figura 2B: Reglare negativi a secretiei IL-8

Figura 3: Inhibarea secretiei IL-6 si IL-8 o- sinucleind

Figura 4: Inhibarea de a- sinucleind indusd de activarea promotorului NFxB

Figura 5: Inhibarca de LPS indusi de activarea promotorului NFxB

Figura 6: Modificare in capacitatea antioxidantd

Figura 7: Modificare in capacitatea antioxidantd totala (oxidare lipidad)

Figura 8: Modificare in activitatea de deacetilaza histond (HDAC)

Figura 9: Nivel de productie de indol

Figura 10: Nivel de productie de kirunenine

Figura 11: Neuroprotectie - viabilitate celulard. Figura 11 prezintd aceleasi date ca Figura 1.
Figura 12: Niveluri de productie de metaboliti - neurotransmitdtori in creier

Figura 13: Niveluri de productie de metaboliti - acizi organici in supernatantul

Figura 14: Efect asupra functiondrii barierei intestinale

Figura 15: Nivel de productice BDNF

Figura 16: Modificare in nivelurile ROS in (A) celule U373, (B) celule SH-SY5Y

Figura 17: Productic de neurotransmititori in creier

Figura 18: Modificiri in expresia receptorului hipocampal - A) receptor oxitocin, B) receptor
vasopresin, C) receptor glucocorticoid si D) receptor mineralocorticoid

Figura 19: Modificdri in expresia hipocampald a A) hormonului de eliberare a corticotropinei
(CRH), B) expresici BDNF si C) TLR4

Figura 20: A) Modificiri in expresia receptorului 1 al hormonului de eliberare a corticotropinei
hipocampale (CRFR1) si B) expresia receptorului 2 al hormonului de eliberare a corticotropinei
(CRFR2)

Figura 21: Modificdri in expresia hipocampald a A) factorului de necroza tumorald, B)
interleukinei 1b si C) IL-6

Figura 22: A) Modificdri in expresia alfa M integrinei hipocampale (CD11b) si B) modificari in
expresia receptorului 1A de serotonind hipocampala (receptor 5-HT1A)

Figura 23: A) Modificiri in expresia subunititii 2A de tip NMDA a receptorului ionotropic
glutamat hipocampal (Grin2A) si B) subunititii 2B de tip NMDA a receptorului ionotropic
glutamat (Grin2B)
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Figura 24: Modificiri in expresia hipocampald a A) receptorului 2 al acidului A gama-
aminobutiric (GABA A2), B) receptorului 1 al acidului B gama-aminobutiric (GABA BR1) si C)
receptorului 1 de dopamini (DRD1)

Figura 25: Modificdri in expresia receptorului de amigdald - A) receptor oxitocin, B) receptor
vasopresin, C) receptor glucocorticoid si D) receptor mineralocorticoid

Figura 26: Modificiri in expresia amigdald de A) factor neurotrofic derivat din creier (BDNF), B)
receptor 4 de tip Toll (TLR-4), C) receptor 1 al hormonului de eliberare a corticotropinei (CRFR1)
si D) receptor 2 al hormonului de eliberare a corticotropinei (CRFR2)

Figura 27: Modificdri in expresia amigdald de A) alfa M integrind (CD11b), B) Interleukini-6
(IL-6), C) subunitate 2A de tip NMDA a receptrorului ionotropic glutamat (Grin2A) si D)
subunitate 2B de tip NMDA a receptorului ionotropic glutamat (Grin2B)

Figura 28: Modificdri in expresia amigdald de A) subunitate alfa 2 a receptorului GABA-A
(GABRA?2), B) subunitate a receptorului 1 de tip B al GABA-A (GABBR1) si C) receptor 1 de
dopamind (DRD1)

Figura 29: Modificiri in expresia cortexului prefrontal al A) receptorului oxitocin, B) factorului
neurotrofic derivat din creier (BDNF), C) receptorului mineralocorticoid si D) receptorului
glucocorticoid

Figura 30: Modificari In expresia cortexului prefrontal al A) receptorului 4 de tip Toll (TLR-4),
B) receptorului 1 al hormonului de eliberare a corticotropinei (CRFR1), C) receptorului 2 al
hormonului de eliberare a corticotropinei (CRFR2) si alfa M integrinei (CD11b)

Figura 31: Modificari in expresia cortexului prefrontal al A) Interleukinei-6 (IL-6), B) subunitafii
2A de tip NMDA a receptorului ionotropic glutamat (Grin2A), C) subunititii 2B de tip NMDA a
receptorului ionotropic glutamat (Grin2B) si D) subunititii alfa 2 a receptorului GABA-A
(GABRA2)

Figura 32: Modificdri in expresia cortexului prefrontal al A) subunititii 1 a receptorului de tip B
al receptorului GABA-A (GABBRI1) si B) receptorului 1 de dopamini (DRD1)

Figura 33: Modificiri in expresia colonului de A) Triptofan Hidroxilazi-1 (Tphl) si B)
Indolamin&?2,3-Dioxigenazi-1 (IDO1)

Figura 34: Modificiri in expresia ileumului de A) Triptofan Hidroxilazi-1 (Tphl) si B)
Indolamin&?2,3-Dioxigenazi-1 (IDO1)

Figura 35: Modificdri in circulatia nivelurilor metabolite de triptofan A) kinurenine, B) triptofan
si C) indice de metabolism kinurenine/triptofan

Figura 36: Efect asupra productiei de interferon-y de la splenocitele de soarece de la soareci
alimentati ca MRx0005 si MRx0029

Figura 37: Efect asupra productiei de interleukini- 1 de la splenocite

Figura 38: Efect asupra productiei de interleukini-6 de la splenocite

Figura 39: Efect asupra productiei de factor de necroza tumorala de la splenocite

Figura 40: Efect asupra productiei de interleukini-10 de la splenocite

Figura 41: Efect asupra productiei de chemoatractant CXCL1 de la splenocite

Figura 42: Modificiri in nivelurile de acid gras ale catenei scurte cecale

Figura 43: Modificiri induse de MRx0029 si MRXO005 in nivelurile de expresie ale genei de
Actind, Villin, Occludin TJP1, TIP2, MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK7 si NSE.
Figura 44: Diferentiere celulard SHSYSY indusd de MRx0005 si MRx0029. (A-C) Imagini
reprezentative de celule imuno etichetate cu Phalloidin si MAP2. (D-F) Imaginile A-C imbinate cu
imagini DAPIL. (G-1) Celule imunoctichetate cu tubulin 3. (J-L) imbinate cu imagini DAPIL
Amplificare x630. J-K) Analizi de culoare Western a efectelor tratamentului cu MRx0005 si
MRx0029 asupra celulelor SHSYS5Y. Membranele colorate Western au fost sondate cu anticorpi la
MAP2 (M) si tubulind B3 (N). Actina a fost utilizati ca control de incédrcare. Panourile de jos:
culori reprezentative de la unul pand la sase experimente separate; panourile de sus: intensitate
densitometrica relativa.

DIVULGAREA INVENTIEI

Tulpini bacteriene

Compozitiile inventiei cuprind 0 tulpind  bacteriani din genul
Parabacteroides. Exemplele demonstreazi ca bacteriile din acest gen sunt utile pentru tratarea sau
prevenirea tulburdrilor neurodegenerative. Tulpinile bacteriene preferate sunt ale
speciilor Parabacteroides distasonis.

Exemple de specii Parabacteroides pentru utilizare in inventie includ Parabacteroides
distasonis, Parabacteroides goldsteinii, Parabacteroides merdae $i Parabacteroides
Johnsonii. Parabacteroides seamdnd cu Bacteroides i sunt gram-negative, obligatoriu anaerobe,
carec nu formeazd spori, nemotile si in formd de tiji, si de dimensiuni 0,8-1,671,2-
12um. Parabacteroides distasonis este una dintre cele mai comune specii in excrementele umane.
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Tulpina de tip P. distasonis este JCM 58257 (=CCUG 49417=DSM 20701T=ATCC 85037).
Numerele de acces GenBank/EMBL/DDBI pentru secventele genetice ARNr 16S de tulpini P.
distasonis JCM 5825T, JCM 13400, JCM 13401, JCM 13402, JCM 13403 si JCM 13404 si de
tulpini P. merdae JCM 9497T si JCM 13405 sunt AB238922-AB238929, respectiv (divulgate aici
ca SEQ ID NO:1-8). Exemple de tulpini sunt de asemenea descrise in [22].

Bacteria Parabacteroides distasonis depozitatd sub numirul de acces NCIMB 42382 a
fost testatd in exemple si este de asemenea cea la care se face referire in acest document ca tulpina
755 sau MRx0005. O secventd ARNr 16S pentru tulpina 755 care a fost testatd este prevazutd in
SEQ ID NO:9. Tulpina 755 a fost depozitati cu autoritatea de depozitare internationald NCIMB,
Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland) de GT Biologics Ltd. (Life Sciences
Innovation Building, Aberdeen, AB25 27ZS, Scotland) pe 12 martie 2015 ca ,,Parabacteroides
sp 7557 si i-a fost asignat numdrul de acces NCIMB 42382. GT Biologics Ltd. si-a modificat
ulterior numele in 4D Pharma Research Limited.

WO 2016/203220 descrie administrarea tulpinei 755 la soareci si aratd ci ea poate afecta
procesele bolii in exteriorul intestinului (cum ar fi astm si artritd). Tulpina 755 afecteaza de
asemenea procesele bolii in exteriorul intestinului in tratamentul tulburdrilor neurodegenerative
descrise aici.

O secventd genom pentru tulpina 755 este previzutd in SEQ ID NO:10
din WO2018229189. Aceastid secventd a fost generati utilizind platforma PacBio RS 11

Se asteapti de asemenea ca tulpinile bacteriene strins asociate cu tulpina testatd in
exemple si fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea tulburirilor neurodegenerative. In anumite
realizdri, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie are o secventd ARNr 16s care este cel putin
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu secventa ARNr 16s a unei tulpini
bacteriene de Parabacteroides distasonis. Preferabil, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie
are o secventd ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5% sau 99,9%
identicd cu SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau 9. Preferabil, identitatea de secventd este ca SEQ
ID NO:9. Preferabil, tulpind bacteriand pentru utilizare in inventic are secventa ARNr 16s
reprezentatd de SEQ ID NO:9.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri de bacterii depozitate sub numdrul de acces 42382
sunt de asemenea de asteptat si fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea tulburdrilor
neurodegenerative. Un biotip este o tulpind strins asociati care are aceleasi sau foarte similare
caracteristici fiziologice si biochimice.

Tulpinile care sunt biotipuri ale bacteriilor depozitate sub numirul de acces NCIMB
42382 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin secventierea altor
secvente de nucleotidd pentru bacteriile depozitate sub numirul de acces NCIMB 42382, De
exemplu, substantial intregul genom poate fi secventiat si o tulpind biotip pentru utilizare in
inventie poate avea cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventi
de-a lungul a cel putin 80% din Intregul sdu genom (de exemplu de-a lungul a cel putin 85%, 90%,
95% sau 99%, sau de-a lungul intregului sdu genom). Alte secvente adecvate pentru utilizare in
identificarea tulpinilor biotip pot include hsp60 sau secvente repetitive cum ar fi BOX, ERIC,
(GTG)s, sau REP sau [23]. Tulpinile biotip pot avea secvente cu cel putin 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventd cu secventa corespunzitoare a bacteriei depozitate
sub numadrul de acces NCIMB 42382,

In anumite realiziri, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie are un genom cu
identitate de secventi cu SEQ ID NO:10 din W02018229189. In realizirile preferate, tulpina
bacteriand pentru utilizare in inventie are un genom cu cel putin 90% identitate de secventd (de
exemplu cel putin 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate de secventd) cu
SEQ ID NO:10 din W02018229189 de- a lungul a cel putin 60% (de exemplu cel putin 65%,
70%, 5%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) din SEQ ID NO:10
din WO2018229189. De exemplu, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie poate avea un
genom cu cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10 din W02018229189 de-a lungul
a 70% din SEQ ID NO:10 din WO2018229189, sau cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ
ID NO:10 din W02018229189 de-a lungul a 80% din SEQ ID NO:10 din W02018229189, sau cel
putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10 din W02018229189 de-a lungul a 90% din
SEQ ID NO:10 din WO2018229189, sau cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10
din W02018229189 de-a lungul a 100% din SEQ ID NO:10 din W02018229189, sau cel putin
95% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10 din W0O2018229189 de-a lungul a 70% din SEQ ID
NO:10 din WO2018229189, sau cel putin 95% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10
din W02018229189 de-a lungul a 80% din SEQ ID NO:10 din WO2018229189, sau cel putin
95% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10 din W02018229189 de-a lungul a 90% din SEQ ID
NO:10 din WO2018229189, sau cel putin 95% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

din W02018229189 de-a lungul a 100% din SEQ ID NO:10 din WO2018229189, sau cel putin
98% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10 din W02018229189 de-a lungul a 70% din SEQ ID
NO:10 din WO2018229189, sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10
din W02018229189 de-a lungul a 80% din SEQ ID NO:10 din W02018229189, sau cel putin
98% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10 din W02018229189 de-a lungul a 90% din SEQ ID
NO:10 din WO2018229189, sau cel putin 98% identitate de secventd cu SEQ ID NO:10
din W02018229189 de-a lungul a 100% din SEQ ID NO:10 din W02018229189.

Alternativ, tulpinile care sunt biotipuri de bacterii depozitate sub numirul de acces
NCIMB 42382 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin utilizarca
analizei fragmentului de depozit si restrictie cu numdrul de acces NCIMB 42382 si/sau analizei
PCR, de exemplu prin utilizarea polimorfismului cu lungimea fragmentului amplificatd fluorescent
(FAFLP) si a amprentei (rep)-PCR a elementului ADN repetitiv, sau a profilului proteinei, sau a
secventierii ADNr partiale 16S sau 23S. In realizirile preferate, astfel de tehnici pot fi utilizate
pentru a identifica alte tulpini Parabacteroides distasonis.

in anumite realiziri, tulpinile care sunt biotipuri de bacterii depozitate sub numirul de
acces NCIMB 42382 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie sunt tulpini care furnizeaza
acelasi tipar ca bacteriile depozitate sub numérul de acces NCIMB 42382 cind s-au analizat prin
analizd de restrictiec ADN ribozomald amplificati (ARDRA), de exemplu cind se utilizeazd enzima
de restrictie Sau3Al (pentru exemple de metode si ghiddri vezi, de exemplu [24]). Alternativ,
tulpinile biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi tipare de fermentare a carbohidratilor ca
bacteriile depozitate sub numarul de acces NCIMB 42382,

Alte tulpini Parabacteroides care sunt utile in compozitiile si metodele inventiei, cum ar
fi biotipurile de bacterii depozitate sub numarul de acces NCIMB 42382, pot fi identificate
utilizAnd orice metodd sau strategie adecvatd, inclusiv testele descrise in exemple. De exemplu,
tulpinile pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin cultivare cu celule neuroblastom si apoi
evaluand nivelurile citokinelor si nivelurile de neuroprotectic sau neuroproliferare. In particular,
tulpinile bacteriene care au tipare de crestere similare, antigeni de tip metabolic si/sau de suprafati
cu bacteriile depozitate sub numarul de acces NCIMB 42382 pot fi utile in inventie. O tulpini utild
va avea activitate modulatoare imunii comparabild cu tulpina NCIMB 42382. in particular, o
tulpind biotip va declansa efecte comparabile asupra modelelor neurodegenerative de boald si
efecte comparabile asupra nivelurilor citokinelor cu efectele prezentate in exemple, care pot fi
identificate prin utilizarea protocoalelor de cultivare si administrare descrise in exemple.

O tulpini in special preferatd divulgatd aici este tulpina Parabacteroides distasonis
depozitatd sub numdrul de acces NCIMB 42382. Acesta este exemplul de tulpind 755 testat in
exemple si prezentat a fi eficient pentru tratarea bolii. Prin urmare, divulgarea furnizeaza o celula,
cum ar fi o celuld izolat, de tulpind Parabacteroides distasonis depozitati sub numarul de acces
NCIMB 42382, sau un derivat al acesteia. Divulgarea furnizeazd de asemeneca o compozitie
cuprinzand o celuld de tulpind Parabacteroides distasonis depozitatd sub numirul de acces
NCIMB 42382, sau un derivat al acesteia. Divulgarea furnizeazi de asemenea o culturd biologic
purd de tulpind Parabacteroides distasonis depozitatd sub numdirul de acces NCIMB 42382,
Inventia furnizeazd de asemenca o celuld de tulpind Parabacteroides distasonis depozitatd sub
numarul de acces NCIMB 42382, pentru utilizare in terapie pentru bolile descrise aici.

Un derivat al tulpinei depozitate sub numdrul de acces NCIMB 42382 poate fi o tulpind
fiicd (descendentd) sau o tulpind cultivatd (subclonatd) din original. Un derivat de tulpini al
inventiei poate fi modificat, de exemplu la nivel genetic, fard ablatia activitdtii biologice. in
particular, o tulpini derivatd a inventiei este activa terapeutic. O tulpini derivati va avea activitate
modulatoare imuni comparabilid cu tulpina NCIMB 42382 originald. In particular, o tulpini
derivatd va declansa efecte comparabile pe modelele de boli neurodegenerative si efecte
comparabile pe nivelurile citokinelor cu efectele prezentate in exemple, care pot fi identificate prin
utilizarea protocoalelor de cultivare si administrare descrise in exemple. Un derivat al tulpinei
NCIMB 42382 va fi in general un biotip de tulpind NCIMB 42382.

Referirile la celulele de tulpind Parabacteroides distasonis depozitate sub numarul de
acces NCIMB 42382 cuprind orice celule care au aceleasi caracteristici de siguranti si eficacitate
terapeuticd ca tulpinile depozitate sub numdirul de acces NCIMB 42382, si astfel de celule sunt
cuprinse in inventie.

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

Inventatorii au descoperit ca tulpinile Parabacteroides distasonis reduc secretia de
citokine proinflamatorii cum ar fi IL-6 si IL-8. IL-8 au fost implicate in formarea tecii de mielind.
Inflamatie cronicd indusi de IL-6 poate conduce in final la moartea celulei. Prin urmare, tulpinile
bacteriene ale inventiei sunt in special utile in tratamentul sau prevenirea tulburdrilor
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neurodegenerative. In unele realizari, tulpinile bacteriene sunt utile in tratamentul afectiunilor
caracterizate prin activarea sporitd de IL-6. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratamentul sau prevenirea bolilor neurodegenerative caracterizate prin demielinare.
Multe boli neurodegenerative sunt caracterizate de demielinare. Demielinarea impiedica
propagarea de actiune potentiald cu neuronii, afectind comunicatia eficienta in sistemul nervos. S-
a aratat ca IL-8 contribuie pozitiv la formarea si repararea tecii de mielind. MRx0029 creste per
se secretia de IL-8. Prin urmare, compozitiile inventiei sunt in special benefice in tratamentul sau
prevenirea tulburdrilor neurodegenerative caracterizate prin demielinare.

Inventatorii au descoperit de asemenea ci tulpinile bacteriene ale inventiei cresc activarea
de BDNF. BDNF este un factor neurotrofic de crestere care s-a dovedit ca sporeste diferentierea si
supravictuirea neuronilor. Astfel, compozitiile inventici pot fi utilizate intr-o metodd de
amplificare a supravietuirii celulei nervoase in tratamentul sau prevenirea bolilor
neurodegenerative.

O bacterie suplimentard care poate fi utilizati in compozitiile inventiei este
specia Megasphaera massiliensis. Exemplele demonstreazi cd Parabacteroides
distasonis 51 Megasphaera massiliensis au ambele activitdti neuroprotectoare, dar produc
metabolifi diferiti si pot avea mecanisme de actiune diferite si activititi neuroprotectoare specifice.
Prin urmare, aceste specii pot fi in special eficiente cand sunt utilizate in combinatie. In realizirile
preferate, compozitia cuprinde o tulpind a speciilor Parabacteroides distasonis $i o tulpind a
speciilor Megasphaera massiliensis.

Bacteria Parabacteroides distasonis depozitatd sub numirul de acces NCIMB 42382 a
fost testatd in exemple si este de asemenca cea la care se face referire n acest document ca tulpind
MRx0005. MRX0005, MRX005, MRx005 si MRx0005 sunt utilizate aici interschimbabil. O
secventd ARNr 16S pentru tulpina MRx0005 care a fost testat este previzutd in SEQ ID NO:9.
Tulpina MRx0005 a fost depozitati cu autoritatea de depozitare internationald NCIMB, Ltd.
(Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland) de GT Biologics Ltd. (Life Sciences
Innovation Building, Aberdeen, AB25 27ZS, Scotland) pe 12 martie 2015 ca ,,Parabacteroides
sp 7557 si i-a fost asigat numdrul de acces NCIMB 42382. GT Biologics Ltd. si-a modificat
ulterior numele in 4D Pharma Research Limited.

Tulpina Megasphaera massiliensis depozitatd sub numirul de acces NCIMB 42787 este
exemplul de tulpind MRx0029 testat in exemple si prezentatd a fi eficientd pentru tratarea bolii.
Tulpina NCIMB 42787 a fost depozitatd cu autoritatea de depozitare internationald NCIMB, Ltd.
(Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland) de 4D Pharma Research Ltd. (Life Sciences
Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotland) pe 26 iulie 2017 ca ,Megasphaera
massiliensis MRx0029” si i-a fost asignat numdrul de acces NCIMB 42787. Prin urmare,
divulgarea furnizeaza o celuld, cum ar fi o celuld izolatd, de tulpind Megasphaera massiliensis
depozitatd sub numarul de acces NCIMB 42787, sau un derivat al acesteia. Divulgarea furnizeaza
de asemenea o compozitie cuprinzand o celuld de tulpind Megasphaera massiliensis depozitati sub
numarul de acces NCIMB 42787, sau un derivat al acesteia. Divulgarea furnizeaza de asemenea o
culturd biologic purd de tulpind Megasphaera massiliensis depozitatd sub numdirul de acces
NCIMB 42787. Divulgarea furnizeazi de asemenea o celuld de tulpind Megasphaera massiliensis
depozitatd sub numirul de acces NCIMB 42787, sau un derivat al acesteia, pentru utilizare in
terapie, in particular pentru bolile descrise aici.

In unele realiziri, divulgarea furnizeazi o compozitie cuprinzand tulpina depozitati la
NCIMB sub numirul de acces NCIMB 42787, sau un derivat sau biotip al acesteia, si tulpina
depozitatd la NCIMB sub numéirul de acces NCIMB 42382, sau un derivat sau biotip al acesteia,
preferabil pentru utilizare in terapie, preferabil pentru utilizare in tratarea unei boli
neurodegenerative cum ar fi boala Parkinson.

Utilizdiri terapeutice

Dupa cum s-a demonstrat in exemple, compozitiile bacteriene ale inventiei sunt eficiente
pentru tratarea tulburirilor neurodegenerative. In particular, tratamentul cu compozitiile inventiei
crestere neuroproliferarea si actioneaza ca neuroprotector impotriva agentilor care distrug neuronii
dopaminergici. Prin urmare, compozitiile inventici pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea
tulburdrilor neurodegenerative care sunt rezultatul mortii neuronilor.

Compozitiile inventici pot scade activarea promotorului NFkB, care activeazi productia
de citokine, de exemplu IL-1p, IL-1o, IL-18, TNFa si IL-6. Tratarea celulelor cu a-sinucleind
mutantd este un model pentru Parkinsonul familial. O mutatie punctuald la pozitia 53 din adenini
la treonind conduce la plierea gresita a a-sinucleinei. a-sinucleina pliatd incorect se agrega ulterior
in fibrile insolubile care formeazi corpi Lewy. Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi utile
pentru tratarea sau prevenirea tulburirilor neurodegenerative care sunt rezultatul neuroinflamatiet,
plierii inadecvate a proteinei si/sau expunerii la mediu. Comporzitiile inventiei pot fi utilizate
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pentru tratamentul Parkinsonului familial. Activarea promotorului NFxB este mediatd prin
ligandul TLR4. TL4 este cunoscut pentru medierea mortii celulei pe modelul MPTP la soarece,
care simuleazd boala Parkinson. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a inhiba abilitatea de
semnalizare TLR4 pentru a activa promotorul NFxB. De o relevanta particulard pentru PD, ambii
TLR2 si TLR4 au fost gisiti ca fiind reglati pozitiv in creierele pacientilor cu PD [25]. Mai mult,
o-syn a fost descris ca ligand pentru TLR2 [26] si am demonstrat ¢d a-syn este de asemenea un
ligand pentru TLR4 utilizand celule HEK-TLR4.

Compozitiile inventiei scad secretia de citokine proinflamatorii cum ar fi IL-6, care poate
fi indusa de lipopolizaharidd (LPS). Tratamentul celulelor cu LPS simuleazd Parkinsonul cauzat de
factori din mediu. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a scidea secretia de IL-6.
Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru tratamentul Parkinsonului din mediu.

S-a postulat cd cemokinele au functii importante in sistemul nervos central (CNS), in plus
fatd de rolul lor principal de migratie directionald a leucocitelor. Intr-o linie celulard de tip
precursor de oligodendrocite murine cemokinele MCP-1 nu au crescut proliferarea precursorului
de oligodendrocite. In culturile de miclinare primari MCP-1 nu a sporit formarea segmentului de
mielind in acest sistem. Inventatorii au descoperit cd MRx0005 promoveazi nivelurile MCP-1. In
anumite realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor MCP-1 in
tratamentul bolii.

Bolile neurodegenerative pentru a fi tratate cu compozitiile inventiei includ: boald
Parkinson, inclusiv paralizie supranucleard progresiva, sindrom Steele-Richardson-Olszewski,
hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si parkinsonism indus
de medicament; boald Alzheimer, inclusiv sindrom Benson; boald Huntington; sclerozi laterala
amiotroficd; boald Lou Gehrig; boald a neuronului motor; boald prion; ataxie spinocercbrali;
atrofie musculard spinald; dementd, incluzand corpi Lewy, dementi vasculard si frontotemporal;
afazie progresiva primard; depreciere cognitivd usoard; depreciere cognitivi asociatd cu HIV, si
degenerare corticobazald. O boald neurodegenerativd suplimentard pentru a fi tratatd cu
compozitiile divulgate aici este neuropatia inflamatorie progresiva.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei pot fi eficiente pentru tratarea tulburirilor
neurodegenerative care apar la pacientii in virsti. Exemplele aratd cd compozitiile inventiei pot
tratata boala Parkinson care este predominant diagnosticatd la pacientii peste 65 ani. in realizirile
preferate, compozitiile inventiei sunt pentru tratarea pacientilor de 65 ani sau mai in varstd. In alte
anumite realiziri, pacientii sunt intre 40 pani la 65 ani. In alte realiziri, pacientii sunt mai in varsti
de 40 ani. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unei boli
asociate cu varsta Tnaintatd, de exemplu, o boald diagnosticatd dupa varsta de 50 ani.

In anumite realiziri, compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in
tratarea unei tulburiri neurodegenerative mediate sau caracterizate de acumularea de proteind, in
particular de proteind pliata gresit.

In anumite realiziri, compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in
tratarea unei tulburiri neurodegenerative asociate cu pierderea neuronald a materiei gri. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru tratarea unei tulburdri neurodegenerative care nu este
asociat cu leziunile materiei albe.

In anumite realiziri, compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in
tratarea unei tulburdri neurodegenerative asociate cu simptome permanente.

In anumite realiziri, compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in
tratarea unei tulburiri neurodegenerative care nu este o tulburare autoimuni. In anumite realiziri,
compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in tratarea unei tulburdri
neurodegenerative care nu este sclerozd multipla.

In anumite realiziri, compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in
reducerea mortii neuronilor, in particular, in tratamentul tulburdrilor neurodegenerative. In anumite
realizdri, compozitiile divulgate in acest document sunt pentru utilizare in protejarea neuronilor, in
particular in tratamentul tulburdrilor neurodegenerative.

Proprietafile neuroprotectoare ale compozitiilor inventiei, asa cum se aratd in exemple,
inseamna cd, compozitiile pot fi in special eficiente pentru prevenirea sau intirzierea debutului sau
progresului tulburirilor neurodegenerative. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in intirzierea debutului sau progresului unei tulburari neurodegenerative.

Compozitiile inventiei pot creste secretia de IL-8. S-a ardtat ¢i IL-8 joacd un rol in
miclinarea neuronald. In unele realiziri, compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a creste
secretia de IL-8.

Compozitiile terapeutice ale inventiei pot crestere activarea de BDNF. BDNF actioneazi
pe anumitit neuroni ai sistemului nervos central pentru a sustine supravietuirea neuronilor
existenfi si ajuta la cresterea si dezvoltarea de noi neuroni si sinapse. BDNF este activ in
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hipocampus, cortex si antecreierul bazal, si este important pentru memoria pe termen lung,
Compozitiile inventiei pot fi prin urmare utilizate pentru a creste secretia de BDNF. Compozitiile
pot fi prin urmare utilizate in tratamentul bolilor neurodegenerative asociate cu deprecierea
memoriei pe termen lung. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru imbunitétirea memoriei pe
termen lung, in particular pentru Tmbunititirea memoriei pe termen lung care este alteratd de o
boald neurodegenerativa.

In anumite realiziri, comporzitiile inventiei cresc activitatea metabolicd a mitocondriilor
in celulele neuronale.
Modularea axei microbiotd-intestin-creier

Comunicatia Intre intestin si creier (axa microbiotd-intestin-creier) are loc printr-un
sistem de comunicatie neurohumoral bidirectional. Dovezi recente aratd cd microbiota care rezida
in intestin poate modula dezvoltarea creierului si produce fenotipuri comportamentale prin axa
microbiotd-intestin-creier. Intr-adevir, un numdr de revizii sugereazi un rol al axei microbiota-
intestin-creier in mentinerea functionalitdtii sistemului nervos central si au implicat disfunctia axei
microbiotd-intestin-creier in dezvoltarea tulburdrilor si afectiunilor sistemului nervos central [16-
27].

Comunicatia bidirectionald intre creier si intestin (adicd axa -intestin-creier) include
sistemul nervos central, sistemele neuroendocrine i neuroimunitare, incluzind axa hipotalamus-
pituitar-adrenal (HPA), bratele simpatice si parasimpatice ale sistemului nervos autonom (ANS),
inclusiv sistemul nervos enteric (ENS) si nervul vag, si microbiota intestinala.

Dupd cum s-a demonstrat In exemple, compozitiile prezentei inventii pot modula axa
microbiotd-intestin-creier §i reduce moartea celulei asociate cu tulburdrile neurodegenerative.
Corespunzitor, compozitiile inventici pot fi utile pentru tratarca sau prevenirea tulburdrilor
neurodegenerative, in particular a acelor tulburdri si afectiuni asociate cu disfunctia axei
microbiotd-intestin-creier.

Compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea unei boli sau afectiuni
selectate din grupul constind din: boald Parkinson, inclusiv paralizic supranucleard progresiva,
sindrom Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular
sau arteriosclerotic si parkinsonism indus de medicamente; boald Alzheimer, inclusiv sindrom
Benson; boald Huntington; scleroza laterald amiotrofica; boald Lou Gehrig; boald a neuronului
motor; boald prion; ataxie spinocercbrald; atrofic musculard spinald; dementd; incluzind corpi
Lewy; dementd vasculard si frontotemporald; afazie progresivd primard; depreciere cognitiva
usoard; depreciere cognitivi asociatd cu HIV si degenerare corticobazala.

Compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru tratarea sau prevenirea bolii cronice,
tratarea sau prevenirea bolii la pacientii care nu au raspuns la alte terapii (cum ar fi tratamentul cu
Levodopa, agonisti de dopamind, inhibitori MAO-B, inhibitori COMT, antagonisti Glutamat,
si/sau anticolinergice), si/sau tratarea sau prevenirea deteriorarii tesutului si simptomele asociate
cu disfunctia axei microbiotd-intestin-creier.

In anumite realiziri, compozitiile inventici moduleazi CNS. In unele realiziri,
compozitiile inventiei moduleazi sistemul nervos autonom (ANS). In unele realiziri, compozitiile
inventiei moduleazi sistemul nervos enteric (ENS). In unele realiziri, compozitiile inventiei
moduleazi axa hipotalamicd, pituitar, adrenald (HPA). In unele realiziri, compozitiile inventiei
moduleazi calea neuroendocrind. In unele realiziri, compozitiile inventici moduleazi calea
neuroimuni. In unele realiziri, compozitiile inventiei moduleaza CNS, ANS, ENS, axa HPA si/sau
cdile neuroendocrine §i neuroimune. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi
nivelurile de metaboliti comensali si/sau permeabilitatea gastrointestinald a unui subiect. in
anumite realizari, compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a modula sistemul dopaminergic.

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulatd de citre sistemele neurale.
Corespunzitor, in unele realiziri, compozitiile inventiei moduleazi semnalizarea in sistemele
neurale. In anumite realizir, compozitiile inventiei moduleazd semnalizarea sistemului nervos
central. In unele realiziri, compozitiile inventiei moduleazi semnalizarea in neuronii senzoriali. in
alte realizdri, compozitiile inventiei moduleazd semnalizarea in neuronii motori. In unele realiziri,
compozitiile inventiei moduleazi semnalizarea in ANS. In unele realiziri, ANS este sistemul
nervos parasimpatic. In realizirile preferate, compozitiile inventiei moduleazi semnalizarea
nervului vag. In alte realiziri, ANS este sistemul nervos simpatic. In alte realiziri, compozitiile
inventiei moduleazi semnalizarea in sistemul nervos enetric. In anumite realiziri, semnalizarea
neuronilor ANS si ENS rispunde direct la continuturile luminale ale tractului gastrointestinal. in
alte realizdri, semnalizarea neuronilor ANS si ENS raspunde indirect la substantele neurochimice
produse de bacteria luminald. In alte realiziri, semnalizarea neuronilor ANS si ENS rispunde la
substantele neurochimice produse de bacteria luminali sau de celulele enteroendocrine. In anumite
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realizdri preferate, neuronii aferentilor vagali care activeazd ENS, influenteaza functiile CNS. in
unele realizdri, compozitiile inventiei regleazi activitatea celulelor enterocromafine.
Boli neurodegenerative

Tauopatiile sunt boli neurodegenerative asociate cu agregarea patologicd a proteinei tau
in incélcirile neurofibriliare sau gliofibriliare din creierul uman. Boala Alzheimer este un exemplu
al unei tauopatologii. Sinucleinopatiile (denumite de asemenea a-Sinucleinopatii) sunt boli
neurodegenerative caracterizate prin acumularea anormald de agregate de o-sinucleind in neuroni,
fibre nervoase sau celule gliale. Boala Parkinson este un exemplu al unei sinucleinopatologii.

Existd suprapunere clinicd si patologicd intre aceste doud patologii. Pacientii cu boala
Parkinson au frecvent dementd si pacientii cu boald Alzheimer manifestd adesea parkinsonism
[28]. De exemplu, paralizia supranuclearad progresivd (cunoscutd de asemenea ca sindrom Steele-
Richardson-Olszewski) are o tauopatologie, dar conduce de asemenea la parkinsonism proeminent
[29]. Mutatiile in LRRK?2 cunoscute cd cauzeazi parkinsonism sunt asociate cu acumularea de
sinucleind, tau, nici una, sau ambele proteine [30].

Boala cu corpi Lewy (LBD) este o boald neurodegenerativd care este una dintre cauzele
cele mai comune de dementd la varstnici. LBD exemplificd existenta unui continuu intre
patologiile tau si sinucleinid. LBD partajeazd caracteristicile clinice si patologice cu boala
Parkinson, dementa bolii Parkinson si boala Alzheimer [28].

In realizari particulare, compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea
tauopatiilor si/sau sinucleinopatiilor. In realiziri particulare, compozitiile inventici pot fi utile
pentru tratarea sau prevenirea tauopatiilor. In realiziri particulare, compozitiile inventiei pot fi
utile pentru tratarea sau prevenirea sinucleinopatiilor. In anumite realiziri, compozitiile inventiei
pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea unei boli sau afectiuni selectate din grupul constand din:
boald Parkinson, inclusiv paralizia supranucleard progresivd, sindrom Steele-Richardson-
Olszewski, hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si
parkinsonism indus de medicamente; boald Alzheimer, inclusiv sindrom Benson; si dementd;
incluzand corpi Lewy; dementd vasculard si frontotemporala.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea
bolii Parkinson, inclusiv a paraliziei supranucleare progresive, sindrom Steele-Richardson-
Olszewski, hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si
parkinsonism indus de medicamente. In realizirile preferate, compozitiile inventiei pot fi utile
pentru tratarea sau prevenirea bolii Alzheimer, inclusiv sindrom Benson. In alte realizdri preferate,
compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea dementei; incluzand corpi Lewy;
dementd vasculara si frontotemporala.

Boala Parkinson

Boala Parkinson este o boald neurodegenerativd comund caracterizati neuropatologic prin
degenerarea populatiilor eterogene de celule neurale (celule producitoare de dopamind).
Diagnosticul clinic al bolii Parkinson necesitd bradikinezie si cel putin unul dintre urmatoarele
simptome cheie: tremur in repaus; rigiditate musculard si deprecierea reflexelor posturale. Alte
semne si simptome care pot fi prezente sau dezvoltate in timpul progresului bolii sunt tulburdrile
autonome (sialoree, seboree, constipatie, tulburdri de mictiune, functionare sexuald, hipotensiune
ortostaticd, hiperhidrozd), tulburdri de somn si tulburdri in sens de miros sau in sens de
temperaturd. Boala Parkinson este o boald neurodegenerativd care se poate dezvolta sau persista
din cauza disfunctici axei microbiotd-intestin-creier. Prin urmare, In realizdrile preferate,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea bolii Parkinson 1a un subiect.

In alte realiziri preferate, inventia furnizeazi o compozitic cuprinzand o tulpini
bacteriand din genul Parabacteroides, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a bolii
Parkinson. Compozitiile cuprinzind o tulpind bacterian din genul Parabacteroides pot imbunitati
functille motoare si  cognitive in modele bolii  Parkinson. Tratamentul cu
tulpini Parabacteroides poate modula semnalizarea in sistemele nervoase central, autonomic i
enteric; poate modula activitatea ciii axei HPA; poate modula cdile neuroendocrine si/sau
neuroimune; si poate modula nivelurile de metaboliti comensali, markeri inflamatori si/sau
permeabilitatea gastrointestinald a unui subiect, din care toate sunt implicate in neuropatologia
bolii Parkinson. In realizirile preferate, inventia furnizeazi o compozitie cuprinzand o tulpini
bacteriand a speciilor Parabacteroides distasonis pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau
prevenire a bolii Parkinson. Compozitiile utilizind Parabacteroides distasonis pot fi in special
eficiente pentru tratarea bolii Parkinson.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza unul sau mai
multe simptome ale bolii Parkinson la un subiect. In realizirile preferate, compozitiile inventiei
previn, reduc sau atenueaza unul sau mai multe simptome cheie ale bolii Parkinson la un subiect.
In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi bradikinezia la un subiect.
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In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi tremurul in repaus;
rigiditatea musculard si/sau deprecierea reflexelor posturale la un subiect. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazd unul sau mai multe simptome asociate cu
progresul bolii Parkinson selectat dintre perturbdrile autonome (sialoree, seboree, constipatie,
tulburdri de mictiune, functionare sexuald, hipotensiune ortostatica, hiperhidroza), perturbari de
somn §i perturbiri in sens de miros sau in sens de temperaturd.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi simptomele
depresive comorbide cu boala Parkinson. In anumite realizari, compozitiile inventiei imbundtatesc
memoria verbald si/sau functiile executive. In anumite realizdri, compozitiile inventiei
imbunititesc atentia, memoria de lucru, fluenta verbala si/sau anxietatea.

In alte realizirile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi disfunctiile
cognitive comorbide cu boala Parkinson.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi progresul bolii
Parkinson. In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi complicatiile
motoare mai tirzii. In anumite realizdri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi
fluctuatiile motoare mai tarzii. In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau
atenucazd pierderea neuronald. In anumite realiziri, compozitiile inventiei imbunatitesc
simptomele de dementa ale bolii Parkinson (PDD). In anumite realiziri, compozitiile inventiei
previn, reduc sau atenueazi deprecierea functiei executive, atentiei si/sau memoriei de lucru. in
anumite realiziri, compozitiile inventiei imbunititesc neurotransmiterea dopaminergici. In
anumite realizdri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazd neurotransmiterea
dopaminergicd alterati.

In unele realiziri, compozitiile inventiei imbunititesc simptomele bolii Parkinson in
conformitate cu o scali simptomatici sau de diagnozi. In anumite realiziri, testele pentru
evaluarea imbunatdtirii simptomatice a functiondrii motoare in boala Parkinson este Scala de
Notare Unificati a Bolii Parkinson. In particular, UPDRS II ia in considerare activitatea vietii
zilnice si UPDRS III ia in considerare examinarea motoare.

In unele realiziri, comporzitiile inventiei imbundtitesc simptomele asociate PDD in
conformitate cu un test si/sau scali simptomatice sau de diagnozi. In anumite realiziri, testul sau
scala sunt selectate dintre Testul de Invitare Verbald Hopkins - Revizuit (HVLT-R); Sistemul
Functiei Executive Delis-Kaplan (D-KEFS) Testul de Interefrentd Culoare-Cuvant; Scala de
Notare a Depresiei Hamilton (HAM-D 17; depresie); Scala de Notare a Anxietdtii Hamilton
(HAM-A; anxietate) si Scala de Notare Unificati a Bolii Parkinson (UPDRS; severitatea
simptomului PD).

In unele realiziri, compozitiile inventiei imbunatitesc scala de Impresie Clinicd Globali -
Imbunititire Globald (CGI-I) pentru evaluare psihiatrici si tulburdri neurologice. In unele
realizdri, compozitiile inventiei afiseazd un efect pozitiv asupra deprecierii sociale globale si
ocupationale a subiectului cu boala Parkinson.

Boala Alzheimer si dementa

In DSM-5, termenul dementd a fost inlocuit cu termenii tulburare neurocognitivd majora
si tulburare neurocognitivd usoard. Tulburarea neurocognitivd este o clasi eterogend de boli
psihiatrice. Cea mai comund tulburare neurocognitiva este boala Alzheimer, urmati de dementa
vasculard sau forme amestecate ale celor doud. Alte forme de tulburdri neurodegenerative (de
exemplu boald cu corpi Lewy, dementd frontotemporald, dementd Parkinson, boald Creutzfeldt-
Jakob, boala Huntington, si sindrom Wernicke-Korsakoff) sunt insotite de dementa.

Boala Alzheimer si dementa sunt de asemenea caracterizate prin pierdere neuronald,
astfel ca efectele neuroprotectoare si neuroproliferative prezentate in exemple pentru compozitiile
inventiei au indicat cd ele pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea acestor afectiuni.

Criteriile simptomatice pentru dementa sub DSM-5 sunt dovada sciderii cognitive
semnificative de la un nivel de performantd anterior in unul sau mai multe domenii cognitive
selectate dintre: invatare si memorie; limbaj; functie executivd; atentie complexd; cognitie
perceptual-motoare si sociald. Deficitul cognitiv trebuie s interfere cu independenta in activititile
zilnice. In plus, deficitul cognitiv nu apare exclusiv in contextul unui delir si nu este mai bine
explicat de o altd tulburare mentald (de exemplu MDD sau schizofrenie).

In plus fatd de simptomul primar, subiectii cu tulburiri neurodegenerative afiscazi
simptome comportamentale si psihiatrice incluzand agitare, agresiune, depresie, anxietate, apatie,
psihoza si tilburdri in ciclul somn-veghe.

Tulburdrile neurodegenerative se pot dezvolta sau persista din cauza disfunctiei axei
microbiotd-intestin-creier. Prin urmare, in realizdrile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea sau prevenirea tulburirilor neurodegenerative la un subiect. In realizirile
preferate, tulburarea neurodegenerativd este boala Alzheimer. in alte realizdri, tulburarea
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neurodegenerativa este selectatd dintre dementa vasculard; forme amestecate de boald Alzheimer si
dementd vasculard; boald cu corpi Lewy; dementd frontotemporald; dementd Parkinson; boald
Creutzfeldt-Jakob; boald Huntington; si sindrom Wernicke-Korsakoft.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi unul sau mai
multe simptome ale tulburirilor neurodegenerative la un subiect. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei previn, reduc sau atenueazi aparitia sciderii cognitive la un subiect. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei imbunititesc nivelul de performantd al unui subiect cu tulburdri
neurodegenerative in unul sau mai multe domenii cognitive selectate dintre: invitare si memorie;
limbaj; functie executivd; atentie complexd; cognitic perceptual-motoare si sociald. in unele
realizdri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenucazd aparitia unuia sau mai multor
simptome comportamentale si psihiatrice asociate cu tulburdrile neurodegenerative selectate dintre
agitare, agresiune, depresie, anxietate, apatie, psihoza si tulburari ale ciclului somn-veghe.

In anumite realizari, compozitiile inventieci previn, reduc sau atenucazd boala
simptomatici prin interventia in mecanismele patogene suspectate la un stadiu preclinic. In
anumite realizari, compozitiile inventiei imbundtitesc modificarea bolii, cu incetinirea sau oprirea
progresului simptomului. In unele realiziri, incetinirea sau oprirea progresului simptomului se
coreleazi cu dovada de intdrziere a procesului neuropatologic de bazi. In realizirile preferate,
compozitiile inventici imbunititesc simptomele tulburdrilor neurodegenerative cuprinzand
sporirea cognitivd si inbunatitirea functionala. in realizirile preferate, compozitiile inventici
imbundititesc simptomele comportamentale si psihiatrice de dementi (BPSD).

In realizirile preferate, compozitiile inventiei imbunatitesc abilitatea unui subiect cu
tulburare neurodegenerativa de a intreprinde activititi zilnice.

In realizirile preferate, compozitiille inventiei imbundtitesc atit cognitia cit si
functionarea la un subiect cu boali Alzheimer. In unele realiziri, compozitia inventici
imbunititeste obiectivul cognitiv la un subiect cu boald Alzheimer. In unele realiziri, compozitiile
inventiei imbunititesc obiectivul functional la un subiect cu boali Alzheimer. in realizirile
preferate, compozitiile inventiei imbunititesc obiectivele cognitive si functionale la un subiect cu
boald Alzheimer. In inci alte realiziri preferate, compozitiile inventiei imbunititesc rispunsul
clinic global (obiectivul global) la un subiect cu boald Alzheimer.

In unele realiziri, compozitiile inventici imbunititesc simptomele tulburirilor
neurodegenerative in conformitate cu un test simptomatic sau de diagnozi. In anumite realiziri,
testele pentru evaluareca simptomaticd a imbunititirii bolii Alzheimer (si a altor tulburdri
neurodegenerative) sunt selectate dintre obiectivul cognitiv, activitdtile vietii zilnice, evaluarea
globald a modificirii, teste de calitatea vietii asociate cu sdndtatea si teste de evaluare
comportamentald si simptome psihiatrice de tulburiri neurodegenerative.

In anumite realiziri, testele obiectivului cognitiv pentru evaluarea imbunitatirii
simptomatice utilizeazd subscala cognitiva a Scalei de Evaluare a Bolii Alzheimer (ADAS-cog) si
scala ADAS clasici. In anumite realiziri, inbunitdtirea simptomatici a cognitiei este evaluati
utilizand Bateria de Teste Neurofiziologice pentru utilizare in boala Alzheimer (NTB).

in unele realiziri, evaluarea globali a testelor de modificare utilizeazi scala de Impresie
Clinici Globala - imbunititire Globald (CGI-I) pentru evaluare psihiatrici si tulburiri neurologice.
In unele realiziri, scala globala este Impresia pe Bazi de Interviu a Clinicianului a Modificirii plus
(CIBIC-plus). In unele realiziri, scala globali este Impresia Globald a Unitdtii de Studiu
Cooperativ al Bolii Alzheimer a Clinicianului a Modificérii (ADCS-CGIC).

In anumite realiziri, misuritorile de calitate a vietii asociati cu sinitatea sunt QOL
asociatd cu Boala Alzheimer (ADRQL) si QOL Bolii Alzheimer (QOL-AD).

In anumite realiziri, testele de evaluare a simptomelor comportamentale si psihiatrice ale
tulburdrilor neurodegenerative sunt selectate dintre patologia comportamentald in Scala de Notare
a Bolii Alzheimer (BEHAVE-AD); Scala de Notare Comportamentald pentru Dementd (BRSD);
Inventarul Neuropsihiatric (NPI); si Inventarul de Agitare Cohen-Mansfield (CMAI).

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt in special eficiente la prevenirea, reducerea
sau atenuarea tulburdrilor neurodegenerative cind sunt utilizate in combinatic cu o altd terapie
pentru tratarea tulburirilor neurodegenerative. In anumite realiziri, astfel de terapii includ
inhibitori acetilcolinesterazd incluzind donepezil (Aricept®), galantamini (Razadyne®) si
rivastigmind (Exelon ®), si memantind.

Factori neurochimici, neuropeptide si neurotransmitdtori si axa microbiotd-intestin-creier

Cum s-a evidentiat mai sus, axa microbiotd-intestin-creier este modulatd de citre un
numdr de diferite sisteme fiziologice. Axa microbiotd-intestin-creier este modulatd de citre un
numir de molecule de semnalizare. Alterdrile In nivelurile acestor molecule de semnalizare conduc
la boli neurodegenerative. Experimentele efectuate de inventatori au indicat cd administrarea de
specii Parabacteroides, si in particular Parabacteroides distasonis, poate modula nivelurile de
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indol si kinurenine. Dereglarea acestor metaboliti poate conduce la boli neurodegenerative, cum ar
fi boala Parkinson.

In anumite realiziri, compozitiile inventici moduleazd nivelurile de monoamine ale
creierului si metabolitii acestora. In realizirile preferate metabolitul este kinurenina. in anumite
realizdri, compozitiile inventiei moduleazi kinurenina, care este principala cale de metabolism a
triptofanului, care serveste ca cale de productie a dinucleotidei adenind nicotinamidd (NAD+).
Kinureninele pot fi metabolizate la compusi neuroactivi cum ar fi acidul kinurenic (KYNA) si 3-
hidroxi-1-kinurenina (3-OH-1-KYN), si in ctape suplimentare la acidul chinolinic (QUIN).
Dereglarea ciii kinurenine poate conduce la activarea sistemului imunitar si la acumularea de
compusi potential neurotoxici. Alterdrile in metabolismul kinureninelor pot fi implicate in
dezvoltarea bolii Parkinson. S-a demonstrat ¢ nivelurile de kinurenine sunt scizute in cortexul
frontal, putamen si substantia nigra pars compacta ale pacientilor cu PD [31]. Prin urmare, in
anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor de kinurenine
in tratamentul bolii Parkinson.

In anumite realiziri ale inventiei, compozitiile inventiei pot creste nivelurile de
kinurenind. S-a demonstrat ¢d nivelurile crescute de kinurenind atenueazd moartea celulei
neuronale indusd de MPP+- in vitro intr-o linie celulard neuroblastom dopaminergicd umani [32].
In anumite realizdri kinurenina si acidul kinurenic, pot activa receptorul de hidrocarburi aril GI
(Ahr) si receptorii GPR35. Activarea receptorului Ahr induce productia de IL-22, care poate inhiba
inflamatia locald. Activarea GPR35 induce productia de inozitol trifosfat i mobilizarca Ca2+.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile de indol. In realizirile
preferate metabolitul este kinurenina. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi ciile
kinurenine, care constituie calea principald a metabolismului de triptofan.

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulatd de niveluri de factori
neurochimici, neuropeptide si neurotransmititori. Corespunzitor, in anumite realizdri, compozitiile
inventiei moduleazd nivelurile de factori neurochimici, neuropeptide si neurotransmititori.
Corespunzitor, in anumite realiziri preferate, compozitiile inventiei altercazd direct biochimia
CNS.

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulatd de niveluri de acid y-
aminobutiric (GABA). Corespunzitor, in realizirile preferate, compozitiile inventiei moduleazi
nivelurile de GABA. GABA este un neurotransmititor inhibitor care reduce excitabilitatea
neuronali. In anumite realiziri, compozitiile inventiei cresc nivelurile de GABA. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei scad nivelurile de GABA. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei altereazi neurotransmiterea GABAergici. In anumite realiziri, compozitiile inventiei
moduleazi nivelul de transcriptic GABA in diferite regiuni ale sistemului nervos central. in
anumite realiziri, derivatele comensale GABA traverseazi bariera hematoencefalica si afecteaza
direct neurotransmiterea. in anumite realiziri, compozitiile inventiei conduc la o reducere a GABA
in hipocampus, amigdald si/sau locus cocruleus. In anumite realiziri, compozitiile inventiei
conduc la o crestere a GABA in regiunile corticale.

Rdspuns imun

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulata de citre alterdrile In rispunsul
imun si factori si markeri inflamatori. Corespunzitor, in anumite realiziri, compozitiile inventiei
pot modula rispunsul imun. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi nivelurile
sistemice ale moleculelor de semnalizare neuroimune in circulatie. In anumite realiziri preferate,
compozitiile inventiei moduleaza productia si inflamatia de citokine proinflamatorii. in anumite
realiziri, compozitiile inventiei moduleazi starea inflamatorie. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei scad productia si secretia de IL-6. In anumite realiziri, compozitiile inventiei scad
activarea promotorului NFxB. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt capabile si
moduleze activarea productiei de IL-6 prin lipopolizaharida endotoxind proinflamatorie potentd
(LPS). In anumite realiziri, compozitiille inventici sunt capabile si moduleze activarea
promotorului NFkB prin proteine LPS si a-sinucleind mutantd cum ar fi A53T. Nivelurile crescute
in circulatic de citokine sunt strins asociate cu diferite tulburdri neurodegenerative, incluzand
Parkinson, dementi si Alzheimer. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare
in reducerea nivelurilor IL-6 si/sau nivelurilor NFxB in tratamentul unei tulburiri
neurodegenerative.

In unele realiziri, compozitiile inventiei cresc secretia de IL-8. S-a ardtat cd IL-8 induce
formarea tecii de mielind si reface sau conservd comunicatia neuronald eficientd. Astfel, in unele
realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in inducerea formdrii tecii de mielind in
tratamentul bolilor neurodegenerative. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in refacerea comunicatiei neuronale. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in conservarea comunicatiei neuronale.
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Semnalizarea axei microbioti-intestin-creier este modulatd de niveluri de metabolifi
comensali. Corespunzitor, in anumite realizdri, compozitiile inventici moduleazd nivelurile
sistemice de metaboliti ai microbiotei. In anumite realiziri preferate, compozitiile inventiei
moduleazi nivelul de acizi grasi cu catend scurtd (SCFA). In anumite realiziri nivelul de SCFA
este crescut sau scizut. In unele realiziri, SCFA este acidul butiric (BA) (sau butiratul). In unele
realizari, SCFA este acidul propionic (PPA). In unele realiziri, SCFA este acidul acetic. In
anumite realiziri, comporzitiile inventiei moduleazi abilitatea SCFA de a traversa bariera
hematoencefalica.

Acetilarea si deacetilarea histond sunt regulatori epigenetici importanti ai expresiei genei.
Un dezechilibru in acetilarea si deacetilarea histond poate conduce la apoptozi. Dereglarea de
astfel de acetiltransferaze histone a fost implicati in patogencza asociati cu bolile
neurodegenerative asociate cu varsta, cum ar fi boala Parkinson, boala Huntington, boala
Alzheimer, scleroza laterald amiotroficd si scdderea cognitivd [33]. Corespunzitor, in anumite
realizdri, compozitiile inventiei pot modula activitatea de deacetilaza histond. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei pot reduce activitatea de deacetilazi histoni. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei pot reduce activitatea de acetilazi histona.

Pacientii cu boli neurodegenerative, incluzand boala Parkinson, boala Huntington, boala
Alzheimer si scleroza laterald amiotrofica, prezintd niveluri ridicate de peroxidare lipidd. Lipidele
sunt vulnerabile la oxidare cu specii reactive de oxigen, si creierul este bogat in acizi grasi
polinesaturafi. Corespunzaitor, in anumite realiziri, compozitiile inventiei pot modula peroxidarea
lipidi. In anumite realiziri, compozitiile inventiei poate reduce peroxidarea lipidi. Reducerea
deteriordrii oxidative cauzate de speciile reactive de oxigen poate fi utilizatd pentru a tinti din timp
stadiile de boli neurodegenerative. Corespunzitor, in anumite realizdri, compozitiile inventiei sunt
pentru utilizare in tratarea stadiului timpuriu de neurodegenerare. De asemenea corespunzitor, in
anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in prevenirea dezvoltdrii unei
tulburiri neurodegenerative. in astfel de realiziri, compozitiile inventiei pot fi pentru utilizare la
un pacient care a fost identificat cu risc de a dezvolta o tulburare neurodegenerativa.

Semnalizarea axei microbioti-intestin-creier este modulatd de niveluri de permeabilitate
gastrointestinale. Corespunzitor, in unele realiziri, compozitiile inventiei altercazd integritatea
epiteliului tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi
permeabilitatea tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi
functionarea barierei si integritatea tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei moduleazi motilitatea tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile
inventieci moduleazd translocarea metabolitilor comensali si moleculelor inflamatorii de
semnalizare in fluxul sanguin din lumenul tractului gastrointestinal.

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulati de citre compozitia
microbiomei in tractul gastrointestinal. Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei
moduleazd compozitia microbiomei tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei previn disbioza microbiomei si cresterea asociatd in metabolifi toxici (de exemplu LPS).
In anumite realiziri, compozitiile inventici moduleazi nivelurile de Clostridium in tractul
gastrointestinal. In realizirile preferate, compozitiile inventiei reduc nivelul de Clostridium in
tractul gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile inventici reduc nivelurile de
Campilobacter jejuni. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi proliferarea de
bacterii anaerobe nocive si productia de neurotoxine produsi de aceste bacterii. In anumite
realizdri, comporzitiile inventici moduleazd nivelurile microbiome de Lactobacillus si/sau
Bifidobacterium. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi nivelurile microbiome de
Sutterella, Prevotella, Ruminococcus genera si/sau ale familiei Alcaligenaceae. in anumite
realizdri, compozitiile inventiei cresc nivelul de Lactobacillus plantarum si/sau Saccharomyces
boulardii.

Leziunea creierului

Exemplele demonstreazi cd compozitiile inventiei sunt neuroprotectoare §i au activitate
inhibitoare HDAC. HDAC?2 este o tintd cruciald pentru recuperarea functionald dintr-un accident
vascular cerebral [34] si inhibarea HDAC poate preveni leziunea materiei albe [35], astfel incat
compozitiile inventiei pot fi utile in tratamentul leziunii creierului.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii
creierului. In unele realiziri, leziunea creierului este o leziune traumatici a creierului. in unele
realiziri, leziunea creierului este o leziune a creierului dobanditd. In unele realiziri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezulti din traumi. In uncle
realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezulti
dintr-o tumoare. In unele realizir, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii
creierului care rezultd dintr-un accident vascular cerebral. In unele realiziri, compozitiile inventiei




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31
17

sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd dintr-o hemoragie a creierului. In
unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezulta
din encefaliti. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii
creierului care rezultd din hipoxie cerebrald. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea leziunii creierului care rezulti din anoxie cerebrala.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului
vascular cerebral. Efectele prezentate in exemple sunt in special relevante pentru tratamentul unui
accident vascular cerebral. Accidentul vascular cerebral are loc cAnd curgerea singelui la cel putin
o parte din creier este Intreruptd. Fird o alimentare adecvatd cu sange pentru a furniza oxigen si
nutrienti la tesutul cerebral si pentru a indeparta deseurile produse din tesutul cerebral, celulele
creierului incep rapid si moard. Simptomele accidentului vascular cerebral sunt dependente de
regiunca creierului care este afectatd de curgerea inadecvatd a sangelui. Simptomele includ
paralizie, amorteald sau sldbiciune a muschilor, pierderea echilibrului, ameteald, dureri bruste
severe de cap, deprecierea vorbirii, pierderea memoriei, pierderea abilititii de motivare, confuzie
bruscd, depreciereca vederii, comi sau chiar moarte. Un accident vascular cerebral este de
asemenea referit ca atac cerebral sau accident cerebrovascular (CVA). Simptomele accidentului
vascular cerebral pot fi scurte dacd curgerea adecvati a singelui este reficutd intr-o perioada
scurtd de timp. Totusi, dacd curgerea inadecvatd a sangelui continud pe o perioadd semnificativa
de timp, simptomele pot fi permanente.

In unele realiziri, accidentul vascular cerebral este ischemia cerebrali. Ischemia cerebrald
rezultd cind existd o curgere insuficientd a singelui la tesuturile creierului pentru a indeplini
cererea metabolici. In unele realiziri, ischemia cerebrald este ischemia cerebrald focald, adici
localizatii la o regiune specifici a creierului. In unele realiziri ischemia cerebrali este ischemie
cerebrald globald, adicd cuprinzind o zond largi a tesutului cerebral. Ischemia cerebrald focala are
loc in mod obisnuit cind un vas cerebral devine blocat, fie partial sau complet, reducand fluxul de
sange la o regiune specifici a creierului. In unele realiziri ischemia cerebrala focali este accidentul
vascular cerebral ischemic. In unele realiziri, accidentul vascular cerebral ischemic este trombotic,
adicd cauzat de o trombozd sau cheag de singe, care se dezvoltd iIntr-un vas cerebral si
restrictioneaza sau blocheazd curgerea singelui. In unele realiziri accidentul vascular cerebral
ischemic este un accident vascular cerebral trombotic. In unele realiziri, accidentul vascular
cerebral ischemic este embolic, adici cauzat de o embolie, sau 0 masd neatasata care circuld prin
fluxul sanguin si restrictioneazi sau blocheazi curgerea sngelui la un loc distant fatd de punctul
sau de origine. In unele realiziri accidentul vascular cerebral ischemic este un accident vascular
cerebral embolic. Ischemia cerebrald globala are loc in mod obisnuit cind curgerea singelui la
creier ca intreg este blocati sau redusd. In unele realiziri ischemia cerebralid globali este cauzati
de hipoperfuzie, adici din cauza socului. In unele realiziri ischemia cerebrali globali este un
rezultat al unui stop cardiac.

in unele realiziri subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o ischemic
cerebrald. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o ischemie
cercbrali focald. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un
accident vascular cerebral ischemic. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului
a suferit un accident vascular cerebral trombotic. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu
leziunea creierului a suferit un accident vascular cerebral embolic. In unele realiziri, subiectul
diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o ischemie cerebrald globali. In unele realiziri,
subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit hipoperfuzie. In unele realiziri, subiectul
diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un stop cardiac.

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea ischemiei
cerebrale. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea ischemiei
cerebrale focale. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarca
accidentului vascular cerebral ischemic. In unele realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral trombotic. In unele realiziri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral embolic. In unele realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea ischemiei cerebrale globale. in unele
realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea hipoperfuziei.

In unele realiziri, accidentul vascular cerebral este accident vascular cerebral hemoragic.
Accidentul vascular cerebral hemoragic este cauzat de singerarea in, sau in jurul creierului
conducand la umflarea, presiunca si deteriorarea celulelor si tesuturilor creierului. Accidentul
vascular cerebral hemoragic este in mod obisnuit un rezultat al unui vas de singe sldbit care se
rupe si singereazi imprejurul creierului. In unele realiziri, accidentul vascular cerebral hemoragic
este o hemoragie intracerebrali, adici cauzati de singerarea in tesutul cerebral insusi. in unele
realiziri hemoragia intracerebrald este cauzati de o hemoragic intraparenchimali. In unele
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realiziri hemoragia intracerebrali este cauzati de o hemoragie intraventriculard. In unele realiziri
accidentul vascular cerebral hemoragic este o hemoragie subarahnoida adica sangerare care apare
in exteriorul tesutului cerebral dar inci in cavitatea craniand. In unele realiziri, accidentul vascular
cerebral hemoragic este un rezultat al angiopatiei amiloide cerebrale. In unele realiziri, accidentul
vascular cerebral hemoragic este un rezultat al unui anevrism cerebral. in unele realiziri,
accidentul vascular cerebral hemoragic este un rezultat al malformdrii arteriovenoase cercbrale
(AVM).

In uncle realiziri subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un accident
vascular cerebral hemoragic. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a
suferit o hemoragie intracerebrald. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a
suferit o hemoragie intraparenchimali. in unele realiziri, subiectul diagnosticat cu leziunea
creierului a suferit o hemoragie intraventriculari. In unele realiziri, subiectul diagnosticat cu
leziunea creierului a suferit o hemoragie subarahnoidi. in unele realiziri, subiectul diagnosticat cu
leziunea creierului a suferit o angiopatic amiloidd cercbrali. In unele realiziri, subiectul
diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un anevrism cerebral. in unele realiziri, subiectul
diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un AVM cerebral.

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului
vascular cerebral hemoragic. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
tratarea unei hemoragii intracerebrale. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea unei hemoragii intraparenchimale. In unele realiziri, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in tratarea unei hemoragii intraventriculare. in unele realiziri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unei hemoragii subarahnoide. In unele realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unei angiopatii amiloide cerebrale. in unele
realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unui naevrism cerebral. In unele
realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarca AVM cerebral.

Refacerea curgerii adecvate a sangelui la creier dupd o perioadd de intrerupere, desi
eficientd in atenuarea simptomelor asociate cu accidentul vascular cerebral, poate conduce
paradoxal la deteriorarea in continuare a tesutului cerebral. in timpul perioadei de intrerupere,
tesutul afectat suferd de lipsa oxigenului si nutrientilor, si refacerea brusci a curgerii singelui
poate conduce la inflamatie si deteriorare oxidativa prin inducerea de stres oxidativ. Aceasta este
cunoscutd ca leziune de reperfuzie, si este bine documentatd nu numai dupd accidentul vascular
cerebral, ci si de asemenea dupd un atac de cord sau altd deteriorare a esutului cand alimentarea
cu sange se intoarce la tesut dupi o perioadd de ischemie sau lipsa de oxigen. in unele realiziri
subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit de leziune de reperfuzie ca rezultat al
accidentului vascular cerebral. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
tratarea leziunii de reperfuzie ca rezultat al accidentului vascular cerebral.

Un atac ischemic tranzitoriu (TTA), referit adesea ca miniaccident vascular cerebral, este
un semnal de alarmd recunoscut pentru un accident vascular cerebral mai serios. Subiectii care au
suferit unul sau mai multe TIA sunt prin urmare la un risc mai mare de accident vascular cerebral.
In unele realiziri subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un TIA. In unele realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unui TIA. In unele realiziri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului la un subiect care a suferit un TTA.

Presiunea sanguind ridicati, colesterolul marit in sdnge, un istoric familial al accidentului
vascular cerebral, boala de inimd, diabetul, anevrismele cerebrale, malformatiile arteriovenoase,
boala celulei secerd, vasculita, tulburdrile de singerare, utilizareca unor medicamente
antiinflamatoare nonsteroidiene (NSAID), fumatul, consumul unor cantititi mari de alcool,
utilizarea ilegald a medicamentelor, obezitatea, lipsa de activitate fizica si o dictd nesdndtoasd sunt
toti considerati a fi factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. in particular, sciiderea
presiunii sanguine s-a dovedit a fi conclusivd pentru a preveni atat accidentul vascular cerebral
ischemic cat si hemoragic [36, 37]. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
tratarea leziunii creierului la un subiect care are cel putin un factor de risc pentru accidentul
vascular cerebral. In unele realiziri subiectul are doi factori de risc pentru accidentul vascular
cerebral. In unele realiziri subiectul are trei factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. in
unele realizari subiectul are patru factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. In unele
realiziri subiectul are mai mult de patru factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. In unele
realiziri subiectul are presiune sanguini ridicati. In unele realiziri subiectul are colesterol mirit in
sange. In unele realiziri subiectul are un istoric familial al accidentului vascular cerebral. in unele
realizari subiectul are o boald de inima. In unele realiziri subiectul are diabet. In unele realizdri
subiectul are un anevrism cerebral. In unele realiziri subiectul are malformatii arteriovenoase. in
unele realiziri subiectul are vasculiti. In unele realiziri subiectul are boala celulei secerd. in unele
realiziri subiectul are o tulburare de singerare. In unele realiziri subiectul are un istoricul de
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utilizarea a unor medicamente antiinflamatoare nonsteroidiene (NSAID). In unele realiziri
subiectul fumeazi. In unele realiziri subiectul consumi cantititi mari de alcool. In unele realiziri
subiectul utilizeazi medicamente ilegale. In unele realiziri subiectul este obez. In unele realiziri
subiectul este supraponderal. In unele realiziri subiectul are o lipsi de activitate fizica. In unele
realizari subiectul are o dietd nesdnditoasa.

Exemplele au indicat cd comporzitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea leziunii
creierului si ajutd la recuperare cand sunt administrate inainte si apard evenimentul leziunii. Prin
urmare, compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru tratarea leziunii creierului cand sunt
administrate subiectilor cu risc de leziune a creierului, cum ar fi accidentul vascular cerebral.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea deterioririi
cauzate de o potentiald leziune a creierului, preferabil de un accident vascular cerebral.
Compozitiile pot reduce deteriorarea cauzati cind ele sunt administrate inainte ca potentiala
leziune a creierului sd aiba loc, In particular cAnd se administreazd unui pacient identificat cu risc
de leziune a creierului.

Exemplele au indicat cd compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea leziunii
creierului si ajutorarea recuperdrii cand sunt administrate dupa ce evenimentul de leziune a avut
loc. Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru tratarea leziunii creierului
cand sunt administrate subiectilor dupd o leziune a creierului, cum ar fi accidentul vascular
cerebral.

in unele realiziri, compozitiile inventiei trateazi leziunea creierului prin reducerea
deteriordrii motorii. In unele realiziri, compozitiile inventiei trateazi leziunea creierului prin
imbunititirea functiei motoare. In unele realiziri, compozitiile inventiei trateazi leziunea
creierului prin imbunititirea rezistentei muschilor. in unele realiziri, compozitiile inventici
trateazi leziunea creierului prin imbunititirea memoriei. In unele realiziri, compozitiile inventici
trateazi leziunea creierului prin imbunititirea recunoasterii sociale. In unele realiziri, compozitiile
inventiei trateazd leziunea creierului prin imbundtatirea functionarii neurologice.

Tratamentul leziunii creierului se poate referi la, de exemplu, o ameliorare a severitdtii
simptomelor. Tratamentul leziunii creierului se poate referi de asemenea la o reducere a deprecierii
neurologice dupd accidentul vascular cerebral. Compozitiile inventiei pentru utilizare in tratarea
accidentului vascular cerebral pot fi furnizate citre subiect inaintea debutului accidentului vascular
cerebral, de exemplu la un pacient identificat ca fiind cu risc de accident vascular cerebral.
Compozitiile inventiei pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate
dupd ce un accident vascular cerebral a avut loc, de exemplu, in timpul recuperdrii. Compozitiile
inventiei pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate in timpul fazei
acute de recuperare (adici pana la o siptimand dupd accidentul vascular cerebral). Compozitiile
inventiei pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate in timpul fazei
subacute de recuperare (adicd de la o siptimind pand la trei luni dupd accidentul vascular
cerebral). Compozitiile inventiei pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi
furnizate in timpul fazei cronice de recuperare (de la trei luni dupd accidentul vascular cerebral).

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in combinatie cu un agent
activ secundar. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in combinatie cu
aspirina sau tesutul activator plasminogen (tPA). Alti agenti secundari includ alte antitrombocite
(cum ar fi clopidogrel), anticoagulanfi (cum ar fi heparine, warfarine, apixaban, dabigatran,
edoxaban sau rivaroxaban), antihipertensive (cum ar fi diuretice, inhibitor ai ACE, blocanti ai
canalelor de calciu, beta-blocanti sau alfa-blocanti) sau statine. Compozitiile inventiei pot
imbundtiti rispunsul pacientului la agentul activ secundar.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei reduc efectul ischemiei pe tesuturi. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei reduc cantitatea deterioratd la tesuturile cauzate de ischemie. in
anumite realizdri, tesuturile deteriorate de ischemie sunt fesuturi cerebrale. In anumite realizri,
compozitiile inventiei reduc necroza sau numirul de celule necrotice. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei reduc apoptoza sau numirul de celule apoptotice. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei reduc numirul de celule necrotice si apoptotice. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei previn moartea celulei prin necroza si/sau apoptozi. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei previn moartea celulei prin necrozi si/sau apoptozi cauzate de ischemie. in
anumite realiziri, compozitiile inventiei imbundtitesc recuperarea tesutului deteriorat prin
ischemie. In anumite realizdri, compozitiile inventiei Imbunititesc viteza de eliminare a celulelor
necrotice si/sau a celulelor apoptotice. In anumite realiziri, compozitiile inventiei imbundtatesc
eficacitatea de eliminare a celulelor necrotice si/sau a celulelor apoptotice. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei imbunititesc inlocuirea si/sau regenerarea celulelor in tesuturi. in anumite
realizdri, compozitiile inventiei imbundtitesc Inlocuirea si/sau regenerarea celulelor in tesuturile



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31
20

deteriorate de ischemie. In anumite realizdri, compozitiile inventiei imbundtitesc histologia
globali a tesutului (de exemplu dupi o biopsie).
Moduri de administrare

Preferabil, compozitiile inventiei trebuie sd fie administrate la tractul gastrointestinal
pentru a permite livrarea la si / sau colonizarea partiald sau totald a intestinului cu tulpina
bacteriani a inventiei. In general, compozitiile inventiei sunt administrate oral, dar ele pot fi
administrate rectal, intranazal, sau pe cale bucald sau sublinguala.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei poate fi administrate ca spum, ca pulverizator
sau ca gel.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei pot fi administrate ca supozitoare, cum ar fi un
supozitor rectal, de exemplu sub forma unui ulei de teobrom (unt de cacao), grasime durd sinteticd
(de exemplu suppocire, witepsol), glicero-gelatind, polietilen glicol, sau compozitie de glicerind cu
sdpun.

In anumite realiziri, compozitia inventiei este administrati la tractul gastrointestinal
printr-un tub, cum ar fi un tub nazogastric, un tub orogastric, un tub gastric, un tub de jejunostomie
(tub J), gastronomie endoscopicd percutanatd (PEG), sau un port, cum ar fi un port al peretelui
toracic care furnizeaza acces la stomac, jejun si alte porturi de acces adecvate.

Compozitiile inventiei pot fi administrate odatd, sau ele pot fi administrate secvential ca
parte a unui regim de tratament. In anumite realiziri, compozitiile inventiei trebuic si fie
administrate zilnic.

In anumite realiziri ale inventiei, tratamentul conform inventiei este insotit de evaluarea
microbiotei intestinului pacientului. Tratamentul poate fi repetat dacd livrarea de si/sau colonizarca
partiald sau totald cu tulpina inventiei nu este obtinuta astfel Incat eficacitatea nu este observata,
sau tratamentul poate fi oprit dacd livrarea si/sau colonizarea partiald sau totala este cu succes si
eficacitatea este observata.

in anumite realiziri, compozitia inventici poate fi administratd unui animal gestant, de
exemplu un mamifer cum ar fi un om pentru a preveni dezvoltarea unei boli inflamatorii sau
autoimune la copilul acestuia in utero si sau dupd ce este niscut.

Compozitiile inventiei pot fi administrate la un pacient care a fost diagnosticat cu o boala
neurodegenerativd, sau care a fost identificat ca fiind cu risc de o boald neurodegenerativa.
Compozitiile pot fi de asemenea administrate ca masurd profilacticd pentru a preveni dezvoltarea
de boli neurodegenerative 1a un pacient sdnitos.

Compozitiile 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 absenta
cu Parabacteroides, i in particular cu Parabacteroides distasonis.

Compozitiile inventiei pot fi administrate ca produs alimentar, cum ar fi un supliment
nutritional.

In general, compozitiile inventiei sunt pentru tratamentul oamenilor, desi ele pot fi
utilizate pentru a trata animale incluzind mamifere monogastrice cum ar fi pisdri de curte, porci,
pisici, caini, cai sau iepuri. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru sporirea cresterii si
performantei animalelor. Daci se administreazi la animale, poate fi utilizat gavajul oral.
Compozitii

In general, compozitia inventiei cuprinde bacterii. In realizirile preferate ale inventiei,
compozitia este formulata in formi criodesicatd. De exemplu, compozitia inventiei poate cuprinde
granule sau capsule de gelatind, de exemplu capsule de gelatind tari, cuprinzand o tulpind
bacteriani a inventiei.

Preferabil, compozitia inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea bacteriei este o
proceduri bine stabilitd si ghidarea relevantd este disponibild in, de exemplu, referirile [38-40].

Alternativ, compozitia inventiei poate cuprinde o culturd bacteriani vie, activa.

in unele realiziri, tulpina bacteriani din compozitia inventiei nu a fost inactivatd, de
exemplu, nu a fost inactivati termic. In unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei
nu a fost ucisd, de exemplu, nu a fost ucisi termic. in unele realiziri, tulpina bacteriani din
compozitia inventiei nu a fost atenuatd, de exemplu, nu a fost atenuatd termic. De exemplu, in
unele realizdri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei nu a fost ucisd, inactivatd si/sau
atenuatd. De exemplu, in unele realiziri, tulpind bacteriand din compozitia inventiei este vie. De
exemplu, in unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este viabild. De exemplu, in
unele realizdri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este capabila de colonizarea partiald sau
totald a intestinului. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este
viabild si capabild de colonizarea partiald sau totald a intestinului.

In unele realiziri, compozitia cuprinde un amestec de tulpini bacteriene vii si tulpini
bacteriene care au fost ucise.
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In realizirile preferate, compozitia inventiei este incapsulati pentru a permite livrarea
tulpinei bacteriene la intestin. Incapsularea protejeazi compozitia de degradare pani cand livrarea
la locatia tintd prin, de exemplu, ruperea cu stimuli chimici sau fizici cum ar fi presiunea,
activitatea enzimatica, sau dezintegrarea fizica, care poate fi declansatd de modificiri in pH. Poate
fi utilizatd orice metodd de incapsulare adecvati. Exemple de tehnici de incapsulare includ
captarea intr-o matrice poroasd, atasarea sau adsorbtia pe suprafete purtitoare solide,
autoagregarea prin floculare sau cu agenti de reticulare, si continutul mecanic dupd o membrand
microporoasd sau o microcapsuld. Ghidarea despre incapsulare care poate fi utild pentru prepararca
compozitiilor inventiei este disponibild in, de exemplu, referirile [41] si [42].

Compozitia poate fi administrati oral si poate fi sub forma unei tablete, capsule sau
pulberi. Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Parabacteroides sunt anaerobe. Alte
ingrediente (cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse ca eliminatori de oxigen si subtraturi
prebiotice pentru a Tmbunititi livrarea si/sau colonizarea si supraviefuirea partiald sau totald in
vivo. Alternativ, compozitia probiotica a inventiei poate fi administrati oral ca aliment sau produs
nutritional, cum ar fi lapte sau zer pe bazid de produse lactate fermentate, sau ca produs
farmaceutic.

Compozitia poate fi formulati ca probiotic.

O compozitic a inventiei include o cantitate eficientdl terapeutic dintr-o tulpind bacteriani
a inventiei. O cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind bacteriand este suficientd pentru a
exercita un efect benefic asupra unui pacient. O cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpini
bacteriani poate fi suficientd pentru a conduce la livrarea la si/sau colonizarea partiald sau totald a
intestinului pacientului.

O doza zilnici adecvatd de bacterie, de exemplu pentru un adult human, poate fi de la
aproximativ 1 x 10° pand la aproximativ 1 x 10!! unititi de formare a coloniilor (CFU); de
exemplu, de la aproximativ 1 x 107 pani la aproximativ 1 x 10! CFU; intr-un alt exemplu de la
aproximativ 1 x 10° pini la aproximativ 1 x 10! CFU.

In anumite realiziri, compozitia contine tulpini bacteriani intr-o cantitate de la
aproximativ 1 x 10° pani la aproximativ 1 x 10! CFU/g, in raport cu greutatea compozitiei; de
exemplu, de la aproximativ 1 x 10 pand la aproximativ 1 x 10!° CFU/g. Doza poate fi, de
exemplu, de 1 g, 3g, 5g, si 10g.

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

in anumite realiziri, compozitia probiotici a prezentei inventii include un compus
prebiotic intr-o cantitate de la aproximativ 1 pand la aproximativ 30% din masd, in raport cu
greutatea totald a compozitiei, (de exemplu de 1a 5 pani la 20% din masd). Carbohidratii pot fi
selectati din grupul constand 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 din gumi arabild si rezistente,
polidextroza, D-tagatoza, fibre acacia, roscova, ovidz, si fibre citrice. Intr-un aspect, prebioticele
sunt fructo-oligozaharide cu catend scurtd (pentru simplitate ardtate aici mai jos ca FOSs-c.c);
respectivele FOSs-c.c. nu sunt carbohidrati digerabili, obtinuti in general prin conversia sfeclei de
zahar si incluzand o moleculd zaharoz4 la care sunt legate trei molecule de glucoza.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt utilizate in combinatie cu un alt compus
terapeutic pentru tratarea sau prevenirea tulburirii neurodegenerative. In unele realiziri,
compozitiile inventiei sunt administrate cu supliment nutritional care moduleazd neuroprotectia
sau neuroproliferarea. In realizirile preferate, suplimentele nutritionale cuprind sau constau din
vitamine nutritionale. In anumite realiziri, vitaminele sunt vitamina B6, magneziu, dimetilglicini
(vitamina B16) si vitamina C. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt administrate in
combinatie cu un alt probiotic.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in amplificarea efectului
unui agent secundar asupra unei boli neurodegenerative. Efectele modulatoare imune ale
compozitiilor inventiei pot face creierul mai susceptibil la terapiile conventionale cum ar fi
Levodopa, agonisti de dopamind, inhibitori MAO-B, inhibitori COMT, antagonisti Glutamat, sau
anticolinergice, care sunt exemple de agenti secundari pentru a fi administrati in combinatie
(secvential sau simultan) cu compozitiile inventiei.

Compozitiile inventiei pot cuprinde excipienti acceptabili farmaceutic sau purtitori.
Exemple de astfel de excipienti adecvati pot fi gisite in referinta [43]. Purtdtorii sau diluantii
acceptabili pentru utilizare terapeutica sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi,
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de exemplu, in referinta [44]. Exemple de purtitori adecvati includ lactozi, amidon, glucoza, metil
celulozd, stearat de magneziu, manitol, sorbitol si altele asemenea. Exemple de diluanti adecvati
includ etanol, glicerol si apd. Alegerea purtdtorului farmaceutic, excipientului sau diluantului poate
fi selectatd cu referire la calea de administrare intentionatd si practica farmaceuticd standard.
Compozitiile farmaceutice pot cuprinde ca, sau in plus fati de, purtitor, excipient sau diluant orice
lianti, lubrifianti, agenti de punere in suspensie, agenti de acoperire, agenti de solubilizare
adecvati. Exemple de lianti adecvati includ amidon, gelatind, zaharuri naturale cum ar fi glucoza,
lactozd anhidrd, lactozd liber curgitoare, beta-lactoza, indulcitori din porumb, gume naturale si
sintetice, cum ar fi acacia, tragacant sau alginat de sodiu, carboximetil celulozi si polietilen glicol.
Exemple de lubrifianti adecvati includ oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu,
benzoat de sodiu, acetat de sodiu, clorurd de sodiu si altele asemenea. Conservantii, stabilizatorii,
colorantii si chiar agentii de aromatizare pot fi furnizati in compozitia farmaceutica. Exemple de
conservanti includ benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri ai acidului p-hidroxibenzoic. Pot fi de
asemenea utilizafi antioxidanti si agenti de punere in suspensie.

Compozitiile inventiei pot fi formulate ca produs alimentar. De exemplu, un produs
alimentar poate asigura beneficiu nutritional in plus fatd de efectul terapeutic al inventiei, cum ar fi
un supliment nutritional. in mod similar, un produs alimentar poate fi formulat pentru a ameliora
gustul compozitiei inventiei sau pentru a face compozitia mai atractivi pentru consum, fiind mai
similard cu un articol alimentar comun, mai degrabi decit cu o compozitic farmaceutici. in
anumite realizari, compozitia inventiei este formulati ca produs pe bazd de lapte. Termenul
produs pe bazid de lapte” inscamnd orice produs pe bazad de lapte sau zer, lichid sau semisolid
avand un continut de grisime variabil. Produsul pe bazd de lapte poate fi, de exemplu, lapte de
vaci, lapte de caprd, lapte de oaie, lapte degresat, lapte integral, lapte recombinat din lapte praf si
zer fard nici o procesare, sau un produs procesat, cum ar fi iaurtul, laptele covasit, casul, laptele
acrit, laptele integral acrit, caimacul din lapte si alte produse din lapte acrit. Un alt grup important
include bauturile din lapte, cum ar fi biuturi din zer, lapte fermentat, lapte condensat, lapte pentru
nou ndscuti sau copii; lapte aromat, inghetatd; lapte continand alimente cum ar fi dulciurile.

In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene din
genul Parabacteroides si nu contin bacterii din nici un alt gen, sau care cuprinde numai de
minimis sau cantitdti de bacterii irelevente biologic dintr-un alt gen. Astfel, in unele realizari,
inventia furnizeazd o compozitie cuprinzind una sau mai multe tulpini bacteriene din
genul Parabacteroides, care nu contine bacterii din nici un alt gen sau care cuprinde numai de
minimis sau cantitdti de bacterii irelevante biologic dintr-un alt gen, pentru utilizare in terapie.

In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Parabacteroides distasonis 1 nu contin bacterii din nici o alti specie, sau care cuprinde
numai de minimis sau cantititi de bacterii irelevante biologic dintr-o altd specie. Astfel, in unele
realizdri, inventia furnizeazd o compozitic cuprinzind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Parabacteroides distasonis, care nu contine bacterii din nici o altd specie sau care
cuprinde numai de minimis sau cantititi de bacterii irelevante biologic dintr-o altd specie, pentru
utilizare in terapie.

In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Parabacteroides distasonis i nu contin bacterii din nici o altd specie Parabacteroides,
sau care cuprind numaide minimis sau cantitd{i de bacterii irelevante biologic dintr-o altd
specie Parabacteroides. Astfel, in unele realiziri, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand una
sau mai multe tulpini bacteriene ale speciilor Parabacteroides distasonis, care nu contine bacterii
din nici o altd specie Parabacteroides sau care cuprinde numai de minimis sau cantititi de bacterii
irelevante biologic dintr-o alta specie Parabacteroides, pentru utilizare in terapie.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei contin o singurd tulpini bacteriani sau specie
si nu contin nici o altd tulpind bacteriana sau specie. Astfel de compozitii pot cuprinde numai de
minimis sau cantitifi irelevante biologic din alte tulpini bacteriene sau specii. Astfel de compozitii
pot fi o cultura care este substantial fara alte specii de organisme.

In unele realiziri, inventia furnizeazi o compozitic cuprinzind o singurd tulpini
bacteriand din genul Parabacteroides, care nu contine bacterii din nici o altd tulpind sau care
cuprinde numai de minimis sau cantitdti de bacterii irelevante biologic dintr-o alti tulpini pentru
utilizare in terapie.

In unele realiziri, inventia furnizeazi o compozitic cuprinzind o singurd tulpini
bacteriand a speciilor Parabacteroides distasonis, care nu contine bacterii din nici o altd tulpind
sau care cuprinde numai de minimis sau cantititi de bacterii irelevante biologic dintr-o alta tulpind
pentru utilizare in terapie.

in unele realiziri, compoxzitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpind bacteriani. De
exemplu, in unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpina din aceleasi specii
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(de exemplu mai mult de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 sau 45 tulpini), si,
optional, nu contin bacterii din nici o alti specie. In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind
mai putin de 50 tulpini din aceleasi specii (de exemplu mai putin de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 sau 3 tulpini), si, optional, nu contin bacterii din nici o altd specie. In unele
realizdri, compozitiile inventiei cuprind 1-40, 1-30, 1-20, 1-19, 1-18, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6,
1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, sau 31-50 tulpini din
aceleasi specii si, optional, nu contin bacterii din nici o altd specie. Inventia cuprinde orice
combinatic a celor anterioare.

In unele realiziri, compozitia cuprinde un consortiu microbian. De exemplu, in uncle
realizari, compozitia cuprinde tulpina bacteriand Parabacteroides ca parte a unui consortiu
microbian. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand Parabacteroides este prezentd in
combinatiec cu una sau mai multe (de exemplu cel putin 2, 3, 4, 5, 10, 15 sau 20) alte tulpini
bacteriene din alte genuri cu care ea poate viefui simbiotic iz vivo in intestin. De exemplu, in unele
realizari, compozitia cuprinde o tulpind bacteriand de Parabacteroides in combinatie cu o tulpind
bacterian din genuri diferite. In unele realiziri, consortiul microbian cuprinde doui sau mai multe
tulpini bacteriene obtinute dintr-o mostrd de excremente a unui singur organism, de exemplu un
om. In unele realiziri, consortiul microbian nu este gisit impreuni in naturi. De exemplu, in unele
realizari, consortiul microbian cuprinde tulpini bacteriene obtinute din mostre de excremente de la
cel putin doud organisme diferite. In unele realiziri, cele doud diferite organisme sunt din aceeasi
specie, de exemplu de la doi oameni diferiti. In unele realiziri, cele doud organisme diferite sunt
un nou nsacut uman si un adult uman. In unele realiziri, cele dous organisme diferite sunt un om si
un mamifer neuman.

In unele realiziri, compozitia inventiei cuprinde suplimentar o tulpini bacteriani care are
aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate terapeuticd ca tulpina MRXO005, dar care nu este
MRx0005, sau care nu este o Parabacteroides distasonis.

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

in unele realiziri, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie este obtinuti din
excremente de adult uman. In unele realiziri in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o
tulpind bacteriand, toate dintre tulpinile bacteriene sunt obtinute din excremente de adult uman sau
daca alte tulpini bacteriene sunt prezente, ele sunt prezente numai in cantititi de minimis. Se poate
ca bacteria si fi fost cultivatd dupa ce a fost obtinutd din excremente de adult uman si sa fie
utilizatd intr-o compozitic a inventiei.

in unele realiziri, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie este obtinuti din
excremente de nou niscut uman. In unele realiziri in care compozitia inventiei cuprinde mai mult
de o tulpini bacteriand, toate dintre tulpinile bacteriene sunt obtinute din excremente de nou niscut
uman sau dacd alte tulpini bacteriene sunt prezente, ele sunt prezente numai in cantitdti de minimis.
Se poate ca bacteria sa fi fost cultivatd dupd ce a fost obfinutd din excremente de nou ndscut uman
si sd fie utilizatd intr-o compozitic a inventiei.

Cum s-a mentionat mai sus, in unele realiziri, una sau mai multe tulpini bacteriene
Parabacteroides este/sunt singurul agent activ terapeutic intr-o compozitic a inventiei. in unele
realizdri, tulpina bacteriana din compozitie este singurul agent activ terapeutic dintr-o compozitic a
inventiei.

Compozitiile pentru utilizare conform inventiei pot sau pot sd nu necesite aprobarea de
piata.

In anumite realiziri, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care
respectiva tulpini bacterian este liofilizata. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia
farmaceuticd de mai sus, In care respectiva tulpind bacteriand este pulverizatd uscat. In anumite
realizdri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutica de mai sus, in care tulpina bacteriand este
liofilizatd sau pulverizatd uscat si in care este vie. In anumite realiziri, inventia furnizeaz
compozitia farmaceutici de mai sus, in care tulpina bacteriand este liofilizatd sau pulverizata uscat
si in care este viabild. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus,
in care tulpina bacteriand este liofilizatd sau pulverizati uscat si in care este capabila de
colonizarea partiald sau totald a intestinului. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia
farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriand este liofilizatd sau pulverizatd uscat si in care
este viabild si capabild de colonizarea partiald sau totald a intestinului.
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In unele cazuri, tulpina bacterian liofilizati este reconstituiti inainte de administrare. In
unele cazuri, reconstituirea este prin utilizarea a unui diluant descris aici.

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

In anumite realiziri, inventia furnizeazi o compozitie farmaceutici cuprinzand: o tulpini
bacteriand a inventiei; si un excipient acceptabil farmaceutic, purtitor sau diluant; in care tulpina
bacteriand este intr-o cantitate suficientd pentru a trata o tulburare neurodegenerativd cand se
administreazi unui subiect care are nevoie de aceasta.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi o compozitie farmaceutici cuprinzand: o tulpini
bacteriand a inventiei; si un excipient acceptabil farmaceutic, purtitor sau diluant; in care tulpina
bacteriani este Intr-o cantitate suficientd pentru a trata sau preveni o tulburare neurodegenerativa.

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

in anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
compozitia este administrati laodozide 1 g, 3 g, Sgsau 10 g.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mei sus, in care
compozitia este administratd printr-o metodd selectatd din grupul constind din orald, rectala,
subcutanati, nazald, bucala, si sublinguali.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutic de mai sus, cuprinzand
un purtdtor selectat din grupul constind din lactozi, amidon, glucozad, metil celuloza, stearat de
magneziu, manitol si sorbitol.

In anumite realizdri, inventia furnizeaza compozitia farmaceutici de mai sus, cuprinzind
un diluant selectat din grupul constand din etanol, glicerol si apa.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceuticd de mai sus, cuprinzand
un excipient selectat din grupul constind din amidon, gelatind, glucoza, lactoza anhidrd, lactozd
liber curgitoare, beta-lactozd, indulcitor din porumb, acacia, tragacant, alginat de sodiu,
carboximetil celulozi, polictilen glicol, oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu,
benzoat de sodiu, acetat de sodiu si clorurd de sodiu.

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

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceuticd de mai sus, cuprinzand
un conservant selectat din grupul constind din benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri ai acidului p-
hidroxibenzoic.

In anumite realizdri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
repectiva tulpind bacteriand este liofilizata.

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

In unele realiziri, compozitia inventiei este furnizati intr-un recipient etansat cuprinzand
o compozitie cum s-a descris aici. In unele realiziri, recipientul etansat este un pliculet sau sticl.
In unele realiziri, compozitia inventiei este furnizati intr-o seringd cuprinzand o compozitic cum
s-a descris aici.

Compozitia din prezenta inventie poate, in unele realizdri, sa fie furnizati ca formulare
farmaceutici. De exemplu, compozitia poate fi urnizati ca tabletd sau capsule. in unele realiziri,
capsula este o capsuld de gelatina (,,gel-cap™).

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt administrate oral. Administrarea orali poate
implica Inghitirea, astfel incit compusul intrd In tractul gastrointestinal, si/sau administrarca
bucala, linguald, sau sublinguald prin care compusul intrd in fluxul sanguin direct din gura.

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

In unele realiziri formularea farmaceutici este o formulare entericd, adici o formulare
gastrorezistentd (de exemplu, rezistentd la pH-ul gastric) care este adecvatid pentru livrarca
compozitiei inventiei In intestin prin administrare orald. Formuldrile enterice pot fi in special utile
cand bacteria sau o altd componentd a compozitiei este sensibild la acid, de exemplu predispusd la
degradare sub conditii gastrice.
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in unele realiziri, formularea enterici cuprinde o acoperire entericd. In unele realiziri,
formularea este o formid de dozare acoperitd enteric. De exemplu, formularea poate fi o tabletd
acoperitd enteric sau o capsuld acoperita enteric, sau altele asemenea. Acoperirea enterica poate fi
o acoperire entericd conventionald, de exemplu, o acoperire conventionald pentru o tabletd,
capsuld, sau altele asemenea pentru livrare orald. Formularea poate cuprinde un film de acoperire,
de exemplu, un strat subtire de film al unui polimer enteric, de exemplu un polimer insolubil in
acid.

In unele realiziri, formularea enterici este intrinsec entericd, de exemplu, gastrorezistenti
fard a necesita o acoperire entericd. Astfel, in unele realizéri, formularea este o formulare enterica
care nu cuprinde o acoperire enterici. In unele realiziri, formularea este o capsuli ficuti dintr-un
material termogel. In unele realiziri, materialul termogel este un material celulozic, cum ar fi
metilceluloza, hidroximetilceluloza sau hidroxipropilmetilceluloza (HPMC). In unele realiziri,
capsula cuprinde o carcasi care nu contine nici un film de formare a polimerului. In unele
realizdri, capsula cuprinde o carcasi si carcasa cuprinde hidroxipropilmetilcelulozi si nu cuprinde
nici un film de formare a polimerului (vezi de exemplu [45]). In unele realiziri, formularea este o
capsuld entericd intrinsecd (de exemplu, Vcaps® de la Capsugel).

In unele realiziri, formularea este o capsuld moale. Capsulele moi sunt capsule care pot,
din cauza adiugiri de agenti de inmuiere, cum ar fi, de exemplu, glicerol, sorbitol, maltitol si
polietilen glicoli, prezenti in carcasa capsulei, avea o anumita elasticitate si moliciune. Capsulele
moi pot fi produse, de exemplu, pe bazi de gelatind sau amidon. Capsulele moi pe bazi de gelatind
sunt disponibile comercial de la diferiti furnizori. Depinzand de metoda de administrare, cum ar fi,
de exemplu, orald sau rectald, capsulele moi poate avea diferite forme, ele putand fi, de exemplu,
rotunde, ovale, alungite sau in formd de torpild. Capsulele moi pot fi produse prin procedee
conventionale, cum ar fi, de exemplu, prin procedeul Scherer, procedeul Accogel sau procedeul de
picurare sau suflare.

Metode de cultivare

Tulpinile bacteriene pentru utilizare din prezenta inventic pot fi cultivate utilizind tehnici
de microbiologie standard cum s-a detaliat in, de exemplu, referirile [46-48].

Mediul solid sau lichid utilizat pentru culturd poate fi agar YCFA sau mediu YCFA.
Mediul YCFA poate include (pe 100ml, valorile aproximative): Casitond (1,0 g), extract de drojdie
(0,25 g), NaHCO; (0.4 g), cisteina (0,1 g), KoHPO4 (0,045 g), KH,PO4 (0,045 g), NaCl (0,09 g),
(NH.)>504 (0,09 g), MgSO. - 7TH,0 (0,009 g), CaCl, (0,009 g), resazurin (0,1 mg), hemin (1 mg),
biotind (1 pg), cobalamin (1 pg), acid p-aminobenzoic (3 pg), acid folic (5 pg), si piridoxamini
(15 pg).

Tulpini bacteriene pentru utilizare in compozitiile pentru vaccin

Inventatorii au identificat ca tulpinile bacteriene ale inventiei sunt utile pentru tratarea sau
prevenirea tulburdrilor neurodegenerative. Acest lucru este probabil un rezultat al efectului pe care
tulpinile bacteriene ale inventici il au asupra sistemului imunitar al gazdei. Prin urmare,
compozitiile inventiei pot fi de asemenea utile pentru prevenirea tulburdrilor neurodegenerative,
cand sunt administrate ca compozitii pentru vaccin. In anumite astfel de realiziri, tulpinile
bacteriene ale inventiei pot fi ucise, inactivate sau atenuate. In anumite astfel de realiziri,
compozitiile pot cuprinde un adjuvant de vaccin. In anumite realiziri, compozitiile sunt pentru
administrare prin injectie, cum ar fi prin injectic subcutanata.

General

Practica din prezenta inventie va utiliza, dacd nu se indici altfel, metode conventionale de
chimie, biochimie, biologie moleculard, imunologie si farmacologie, in competentele domeniului.
Astfel de tehnici sunt explicate complet in literaturd. Vezi, de exemplu, referirile [49] si [50-
56], etc.

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

Termenul ,,aproximativ” in raport cu o valoare numerica x este optional si inscamnd, de
exemplu, x+10%.

Cuvantul ,substantial” nu exclude ..complet” de exemplu o compozitic care este
,substantial fard” Y poate fi complet fard Y. Unde este necesar, cuvantul ,,substantial” poate fi
omis din definitia inventiei.

Referirile la un procentaj de identitate de secventd intre doud secvente de nucleotidd
inseamnd cd, atunci cind sunt aliniate, acel procentaj de nucleotide este acelasi In compararea
celor doud secvente. Aceastd aliniere si procentele de omologie sau identitate de secventd pot fi
determinate utilizand programe software cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise in
sectiunca 7.7.18 din ref. [57]. O aliniere preferatd este determinatd prin algoritmul de ciutare a
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omologiei Smith-Waterman utilizind o ciutare de gol afin cu o penalitate de deschidere a golului
de 12 si o penalitate de extensie a golului de 2, matricea BLOSUM de 62. Algoritmul de cdutare a
aomologiei Smith-Waterman este divulgat in ref. [58].

in afara de cazul cAnd se declari specific, un procedeu sau metod cuprinzind numeroase
etape poate cuprinde etape suplimentare la inceputul sau sfarsitul metodei, sau poate cuprinde
etape de interventie suplimentare. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise sau efectuate intr-
o ordine alternativa, dacd este adecvat.

Sunt descrise aici diferite realizdri ale inventici. Se va aprecia cd, caracteristicile
specificate in fiecare realizare pot fi combinate cu alte caracteristici specificate, pentru a furniza
alte realiziri. In particular, realizirile evidentiate aici ca fiind adecvate, tipice sau preferate pot fi
combinate una cu cealalta (cu exceptia faptului cand ele se exclud reciproc).

MODURI PENTRU EFECTUAREA INVENTIEI
Exemplul 1 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a actiona ca neuroprotector
Rezumat

Celulele neuroblastom au fost tratate cu compozitii cuprinzind tulpinile bacteriene
conform inventiei. Celulele neuroblastom SH-SYSY utilizate sunt producitoare de dopamini si
bine stabilite ca un model in vitro pentru studierea bolilor neurodegenerative. S-a observat
abilitatea tulpinilor bacteriene de a creste neuroproliferarea. Celulele neuroblastom au fost tratate
de asemenea cu 1-metil-4-fenilpiridin neurotoxin dopaminergic tratat (MPP), care induce
simptoame permanente ale bolii Parkinson in celulele neuroblastom. A fost investigatd abilitatea
tulpinilor bacteriene de a actiona ca neuroprotector impotriva MPP.

Material si Metode

Tulpind bacteriand

755: Parabacteroides distasonis, Megasphaera massiliensis MRx0029
Linie celulard

Celulele neuroblastom SH-SY5Y au fost cumpdrate de la ECCACC (Nr. cat.: 94030304)
si au fost crescute in MEM (Sigma Aldrich, cat n. M2279) suplimentat cu amestec de nutrient F-12
Ham (Sigma Aldrich, cat n. N4888).

Metodd

Odata crescute, celulele neuroblastom SH-SYS5Y au fost placate pe placd cu 96 de
godeuri la 11.000 celule/godeu si incubate timp de 2 zile. Celulele au fost apoi transferate in mediu
de diferentiere (care contine FBS la 1%) si acid retinoic 10 uM (Sigma Aldrich, cat. n. R2625-
100MG). Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare altd zi si celulele au fost recoltate in ziua
7 de diferentiere. Celulele au fost pretratate cu sau fard MPP (Sigma Aldrich, cat. n. D048-1G)
timp de 8 ore. Ulterior, celulele au fost tratate cu supernatant bacterian 10% si incubate peste
noapte. Viabilitatea celulard a fost masuratd utilizand reactiv CCK-8 (Sigma Aldrich, Trusa de
Numdrare a Celulelor - 8, cat. n. 96992-3000TESTS-F) si cititd 1la 450nm lungime de unda.
Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 1. Tratamentul celulelor
neuroblastom cu MRx0005 sau MRx0029 a condus la o crestere in proliferarea de neuroni.
Celulele neuroblastom care au fost tratate cu MPP impreund cu tulpina bacterianid au avut o
viabilitate celulard crescutd in comparatic cu celulele tratate cu MPP singur (care au avut o
viabilitate scizutd). Aceste date aratd ci tulpinile bacteriene pot actiona ca neuroprotector.
Exemplul 2A - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a reduce secretia de IL-6.

Rezumat

Activarea citokinelor proinflamatoare a fost asociatd cu deteriorarea neuronului in boala
neurodegenerativd.  Lipopolizaharida (LPS) este un stimulator cunoscut al citokinelor
proinflamatoare IL-6. Celulele astrocitom glioblastom umane au fost tratate cu compozitii
cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei in combinatie cu LPS pentru a observa abilitatea
lor de a modula nivelurile de IL-6.

Material si Metode

Tulpind bacteriand

755: Parabacteroides distasonis
Linie celulard

MG U373 este un astrocitom glioblastom uman derivat dintr-o tumoare maligna si au fost
cumparate de la Sigma-Aldrich (cat n. 08061901-1VL). Celulele de asrtocitom glioblastom umane
MG U373 au fost crescute in MEM (Sigma Aldrich, cat n. M-2279) suplimentat cu 10% FBS, 1%
Pen Strep, 4mM L-Glut, solutie aminocida neesentiald IX MEM si piruvat de sodiu IX.

Metodd

Odata crescute, celulele MG U373 au fost placate pe placa cu 24 de godeuri la 100.000
celule/godeu. Celulele au fost tratate cu LPS (lug/mL) singur sau cu 10% supernatant de bacterie
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din MRx0005 timp de 24 ore. Un control a fost de asemenea efectuat unde celulele au fost
incubate in mediu netratat. Dupa aceea supernatantii fard celule au fost colectati, centrifugati la
10.000g timp de 3min la 4°C. IL-6 a fost mdsurat utilizind trusa ELISA umand IL-6 de la
Peprotech (cat n.#900-K16) in conformitate cu instructiunile fabricantului.
Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 2A. Tratamentul celulelor
neuroblastom cu LPS si tulpina bacteriand a condus la o scddere in nivelul de IL-6 secretat.
Exemplul 2B - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru a modula secrefia de IL-8.
Rezumat

Deoarece neuroinflamatia joacd un rol pivotal in bolile neurodegenerative si IL-8 s-a
dovedit cd are efecte neuropozitive, a fost evaluat efectul compozitiilor cuprinzind tulpinile
bacteriene ale inventiei si LPS asupra activirii IL-8. Celulele astrocitom glioblastom umane au
fost tratate cu compozitii cuprinzind tulpini bacteriene conform inventiei in combinatie cu LPS
pentru a observa abilitatea lor de a modula nivelurile de IL-8.
Material si Metode
Tulpini bacteriene
Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides distasonis MRX0005
Linie celulard

MG U373 este un astrocitom glioblastom uman derivat dintr-o tumoare maligna si a fost
cumpdrat de la Sigma-Aldrich (cat n. 08061901-1VL). Celulele astrocitom glioblastom umane MG
U373 au fost crescute in MEM (Sigma Aldrich, cat n. M-2279) suplimentat cu 10% FBS, 1% Pen
Strep, 4mM L-Glut, solutie aminoacida neesentiald IX MEM si piruvat de sodiu IX.
Metodd

Odata crescute, celulele MG U373 au fost placate pe placa cu 24 de godeuri la 100.000
celule/godeu. Celulele au fost tratate cu LPS (lug/mL) singur sau cu 10% supernatant de bacterie
din MRX0029 timp de 24 ore. Dup3 aceea supernatantii fara celule au fost colectati, centrifugati la
10.000g timp de 3min la 4°C. IL-8 a fost misurat utilizAnd trusa ELISA umand IL-8 de la
Peprotech (cat n.#900-K18) in conformitate cu instructiunile fabricantului.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 2B.

Exemplul 2C - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru a reduce inflamatia indusd de a-
sinucleind.
Rezumat

Neuroinflamatia joacd un rol pivotal in boala Parkinson si o-sinucleina s-a dovedit ci
induce neuroinflamatia in vivo. Prin urmare, a fost evaluati abilitatea tulpinei bacteriene a
inventiei de a inhiba neuroinflamatia indusd de a-sinucleind. O coculturd de celule astrocitom
glioblastom umane si celule ncuroblastom a fost expusd la o-sinucleind de tip silbatic si
izoformele mutante E46K si A53T si tratatd cu compozitii cuprinzind tulpini bacteriene conform
inventiei. A fost apoi testatd abilitatea tulpinilor bacteriene de a inhiba secretfia de IL-6 indusd de
o-sinucleind.

Material si Metode

Tulpini bacteriene

Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides distasonis MRX0005
Linie celulard

MG U373 este un astrocitom glioblastom uman derivat dintr-o tumoare maligna si a fost
cumparat de la Sigma-Aldrich (cat n. 08061901-1VL). Celulele astrocitom glioblastom umane MG
U373 au fost crescute in MEM (Sigma Aldrich, cat n. M-2279) suplimentat cu 10% FBS, 1% Pen
Strep, 4mM L-Glut, solutie aminoacida neesentiald IX MEM si piruvat de sodiu IX.

SH-SY5Y este o linie celulard neuroblastom umand derivatd dintr-un neuroblastom
malign si poate fi cumpdratd de la Sigma-Aldrich (cat n. 94030304-1VL). Celulele au fost crescute
in 50 % MEM si 50% mediu cu amestec de nutrient F-12 Ham suplimentat cu 2mM L-Glutamina,
FBS inactivat termic 10%, 100 U/ml penicilind, 100 pg/ml streptomicind. Celulele pe mediul de
crestere au fost placate pe placd cu 96 de godeuri la 11.000 celule/godeu si plasate in incubator.
Dupad 2 zile, mediul a fost inlocuit cu mediu de diferentiere (mediu de crestere continind FBS 1%)
si acid retinoic 10 uM. Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare altd zi si celulele au fost
utilizate dupa 7 zile de diferentiere.

Metodd

Celulele SHSYSY au fost placate pe plici cu 12 godeuri la o densitate de 50.000
celule/godeu. Celulele au fost crescute in 50 % MEM si 50% mediu cu amestec de nutrient F-12
Ham suplimentat cu 2mM L-Glutamind, FBS inactivat termic 10%, 100 U/ml penicilind, 100
pug/ml streptomicind. Celulele pe mediul de crestere au fost placate pe placd cu 96 de godeuri la
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11.000 celule/godeu si plasate in incubator. Dupd 2 zile, mediul a fost inlocuit cu mediu de
diferentiere (mediu de crestere continind 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de diferentiere a
fost inlocuit in fiecare altd zi si celulele au fost utilizate dupd 7 zile de diferentiere. U373 au fost
placate pe placi cu 12 transgodeuri (membrand de poliester de 0,4pum, Costar) la o densitate de
50.000celule/godeu timp de 72 ore. Celulele au fost cocultivate impreund timp de 24 ore inainte de
tratament in mediu de diferentiere (mediu de crestere continand 1% FBS fard acid retinoic).

Apoi celulele au fost tratate cu 25pg/ml a-sinucleind (Wt, A53T, E46K) in prezenta sau
absenta a 10% supernatant de bacterie timp de 48 ore. Supernatantii fard celule au fost colectati,
centrifugati la 10000g timp de 3 min la 4°C, alicotati si depozitati la -80°C. IL-6 si IL-8 umane au
fost mdsurate cum s-a descris mai sus.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 3. Tratamentul celulelor cu o-
sinucleind de tip silbatic si izoformele mutante E46K si A53T a indus o secretie moderata de IL-6.
Secretia indusd de a-syn de IL-6 a fost inhibatd in celulele tratate cu tulpinile bacteriene.

Exemplul 3 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru a reduce activarea NFkf}
Rezumat

Activarea promotorului NF«xB conduce la productia de citokine proinflamatoare
incluzand IL-1B, IL-10, IL-18, TNFa si IL-6. Promotorul NF«kB poate fi activat de a-sinucleind si
LPS prin stimularea ligandului TLR4. Mutatiile in a-sinucleind, cum ar fi o-sinucleind A53T, sunt
implicate in Parkinsonul familial. Tratamentul celulelor neuronale cu LPS simuleaza Parkinsonul
cauzat de factorii din mediu. A fost investigati abilitatea compozitiilor cuprinzind tulpini
bacteriene conform inventiei de a inhiba activarea promotorului NFxB.

Material si Metode

Tulpindg bacteriand

755: Parabacteroides distasonis
Linie celulard

TLR4 albastre Hek umane au fost cumpdrate de la InvivoGen (cat n. hkb-htlr4). TLR4
albastre Hek umane au fost crescute in glucoza bogatd in DMEM (Sigma Aldrich, cat n. D-6171)
suplimentatd cu 10% FBS, 1% Pen Strep, 4mM L-Glut, Normocin si solutie de selectie albastrd IX
HEK.

Metodd

Odata crescute, celulele albastre Hek umane au fost placate in plici cu 96 de godeuri la
25.000 celule/godeu in 4 replicate. Un set al celulelor a fost tratat cu a-sinucleind A53T (lug/mL)
singurd sau cu 10% supernatant de bacterie din MRx0005 timp de 22 ore. Al doilea set al celulelor
a fost tratat cu LPS (10 ng/mL, din serotip enteric de Salmonella Typhimurium, Sigma Aldrich, cat
n. L6143) singur sau cu 10% supernatant de bacterie din MRx0005 timp de 22 ore. Celulele au
fost ulterior centrifugate si 20ul de supernatant au fost amestecate cu 200ul de reactiv albastru
Quanti (InvivoGen, cat n. rep-qb2), incubate timp de 2 ore si absorbanta cititd la 655nm.
Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figurile 4 si 5. Figura 4 aratd ci
activarea promotorului NFkB de citre a-sinucleind este inhibatd de MRx0005. Figura 5 aratd ca
activarea promotorului NFxB de citre LPS este inhibatd de MRx0005.
Exemplul 4 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru alterarea capacitdtii antioxidante
Rezumat

Abilitatea compozitiilor cuprinzind tulpini bacteriene conform inventici de a altera
capacitatea antioxidantd. Capacitatea antioxidantd a tulpinei bacteriene a fost stabiliti utilizind
bine cunoscutul test ABTS (acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic)).
Tulpindg bacteriand
755: Parabacteroides distasonis
Metodd

Celulele bacteriene (10° sau mai multe) au fost colectate si centrifugate. Ele au fost
resuspendate in tampon de testare (utilizand de trei ori volumul peletului). Suspensia a fost
sonicatd pe gheatd timp de 5 minute si apoi centrifugatd la 12.000 x g timp de 10 minute.
Supernatantul a fost indepdrtat si masurat utilizand trusa de test ABTS produsi de Sigma Aldrich
(cod CS0790), in conformitate cu instructiunile fabricantului.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 6. Figura 6 aratd cd MRx0005
are o capacitate antioxidantd de aproximativ 0,5mM in comparatie cu Trolox.

Exemplul 5 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru alterarea nivelurilor de peroxidare lipidd
Rezumat
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A fost investigatd abilitatea compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei
de a altera nivelurile de peroxidare lipidi. A fost utilizat testul substantelor reactive tiobarbiturice
(TBAR) pentru a misura produsele secundare de peroxidare lipida.

Material si Metode

Tulpindg bacteriand

755: Parabacteroides distasonis
Metodd

Celulele bacteriene (10° sau mai multe) au fost colectate si centrifugate, a fost efectuati o
ctapd de spilare cu solutic salind izotonicd Inainte ca peletul s fie resuspendat in tampon de
testare de clorurd de potasiu. Suspensia a fost sonicatd pe gheatd timp de 10 minute si apoi
centrifugatd la 10.000 x g timp de 10 minute. Supernatantul a fost indepdrtat si nivelul de
peroxidare lipida evaluat utilizand testul substantelor reactive tiobarbiturice.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 7. Figura 7 aratd cd MRx0005 este
capabil sd inhibe peroxidarea lipida cu aproximativ 20 %, care este o capacitate antioxidanti mai
ridicatd decat controlul pozitiv, hidroxitoluen butilat (1% m/v).

Exemplul 6 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene asupra activitdtii de deacetilazd histond
Rezumat

A fost investigat abilitatea compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei
de a altera activitatea de deacetilazd histond. Dereglarea deacetilazei histone a fost implicatd in
patogeneza asociatd cu bolile neurodegenerative asociate cu varsta.

Material si Metode

Tulpindg bacteriand

755: Parabacteroides distasonis
Linie celulard

A fost utilizatd linia celulard HT-29 deoarece este prezentd deacetilaza histond.
Metodd

Supernatantii fard celule de culturi bacteriene de faza stationard au fost izolafi prin
centrifugare si filtrare intr-un filtru de 0,22 uM. Celulele HT-29 au fost utilizate la 3 zile post
confluentd si au fost coborate in 1 mL DTS cu 24 ore inainte de inceperea experimentului. Celulele
HT-29 au fost provocate cu 10 % supernatant fard celule diluat in DTS si acestea au fost 14sate sd
incubeze timp de 48 ore. Proteinele nucleazd au fost apoi extrase utilizind trusa de extragere
Sigma Aldrich Nuclease si mostrele au fost congelate instantaneu inainte de misurarea activitatii
HDAC. Activitatea HDAC a fost evaluatid fluorometric utilizind trusa Sigma Aldrich (UK).
Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 8. Figura 8 aratd cd MRx0005 este
capabil si reduca nivelurile activitatii de deacetilaz histona.

Exemplul 7 - Nivelul productiei de indol in bacterie
Rezumat

A fost investigatd abilitatea bacteriei inventiei de a produce indol. Indolul a fost implicat
in atenuarea inflamatiei si stresului oxidativ.
Material si Metode
Tulpindg bacteriand
755: Parabacteroides distasonis

ATCC 11775 este o tulpind bacteriand de referinta care este cunoscutd ca produce indol.
Metodd

Celulele bacteriene intacte in faza stationard au fost incubate cu 6mM Triptofan timp de
48 ore. Speciile bacteriene care posedd enzima triptofanaza vor utiliza triptofanul ca substrat
pentru a produce indol. Dupi o perioadi de incubare de 48 ore, supernatantul a fost indepdrtat i s-
a adaugat la reactiv Kovac pentru cuantificarea indolului. Standardele, solutiile stoc si reactivii au
fost preparati utilizind metode standardizate validate intern.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 9. Figura 9 aratd cd MRx0005 are
capacitatea de a produce indol din triptofan, la concentratii de aproximativ 0,2mM.
Exemplul 8 - Nivelul productiei de kinurenine in bacterie
Rezumat

A fost investigatd abilitatea bacteriei inventiei de a produce kinurenind. Dereglarea ciii
kinurenine poate conduce la activarea sistemului imunitar si acumularea de compusi potential
neurotoxici. Alterdrile in metabolismul kinureninelor pot fi implicate in dezvoltarea bolii
Parkinson.

Tulpindg bacteriand
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755: Parabacteroides distasonis

DSM 17136 este o tulpind de Bacteroides copricola care este cunoscutd ci produce
kinurenine.
Metodd

Supernatantii fard celule de culturi bacteriene de faza stationard au fost izolafi prin
centrifugare si filtrati intr-un filtru de 0,22 uM si congelafi pAnd la utilizare. Standardele de
kinurenine, solutiile stoc si reactivii au fost preparati utilizind metode standardizate validate
intern. Mostra a fost tratatd cu acid tricloroacetic si centrifugatd la 10.000xg timp de 10 minute la
4°C. Supernatantul a fost colectat si dispensat intr-o placid cu 96 godeuri. S-a utilizat reactivul
Ehrlich pentru detectia kinureninei si s-a addugat 1a un raport de 1:1.
Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 10. Figura 10 arati cd MRx0005 are
capacitatea de a produce kinurenine la o concentratie de aproximativ 70 pM.
Exemplul 9 - neuroprotectia

Celulele SHSY-5Y diferentiate RA au fost tratate cu MPP+, metabolitul activ al MPTP,
utilizat chimic pe larg pentru a imita in vitro §i in vivo unele din caracteristicile patologiei PD.
Viabilitatea celulard a fost misuratd ca ratd de mitocondrii respirate (Figura 11). Ambele
MRx0005 si MRx0029 au prezentat efecte semnificative §i promoveazi per se o crestere a
activitdfii metabolice a mitocondriilor in celulele SHSY-5Y. Protectia MRx0005 a fost de
aproximativ 20% in comparatie cu mostra tratatd cu YCFA-MPP+, aproximativ aceeasi observata
pentru controlul pozitiv cu quercetin (Fig. 11).
Exemplul 10 - Productie de metabolifi - metabolifi in creier
Fundal

Metaboliti prezenti in supernatantii bacteriei pot influenta direct rdspunsul gazdei la
stresul oxidativ, comunicatia celuld-cu-celuld si neuroprotectia. Metabolitii care joaci un rol cheie
in procesele neurologice au fost misurati in timpul ex vivo screening-ului in tesutul cerebral al
soarecilor hriniti cu MRx0005 si MRx0029.

Metode
Animale

Soarecii masculi adulfi BALBc (Envigo, UK) au fost gdzduifi in grup sub un ciclu
lumind-intuneric de 12 ore; mincarea standard pentru rozitoare si apa au fost disponibile ad
libitum. Toate experimentele au fost efectuate in conformitate cu Recomandarile Europene dupa
aprobarea de citre University College Cork Animal Ethics Experimentation Committee. Animalele
au fost in varstd de 8 sdptdmani la inceperea experimentului.

Conceperea studiului

Animalele au fost 1dsate s habiteze In camera lor de detinere timp de o sdptimand dupa
sosirea in unitatea pentru animale. Ele primesc gavaj oral (dozi de 200uL) de bioterapeutice vii la
0 dozi de 1 X 10° CFU timp de 6 zile consecutive intre 15:00 si 17:00. In ziua 7, animalele sunt
decapitate, si tesuturile sunt recoltate pentru experimentare.

Colectarea tesutului

Animalele au fost sacrificate intr-o manierd aleatoare cu privire la tratament si afectiunea
testatd; luarea unei mostre a avut loc intre 9,00 a.m. si 1:00 p.m. Singele recoltat a fost colectat in
tuburi EDTA (Acid acetic tetra diamin etilenic) de potasiu si centrifugat timp de 15 min la 4000 g.
Plasma a fost izolata si depozitata 1a -80°C pentru analiza ulterioard. Creierul a fost repede excizat,
disecat si fiecare regiune a creierului a fost congelatd instantaneu pe gheata uscata si depozitati la -
80°C pentru analizd ulterioard. Splina a fost indepirtatd si procesatd imediat dupd climinare
pentru stimulare imund ex-vivo. Tesut intestinal (segmentele de ileum si colon de 2 cm cele mai
apropiate de cecum au fost excizate, si cel mai indepdrtat lcm de tesut fatd de cecum au fost
utilizate) a fost montat in camere de utilizare pentru testul de permeabilitate intestinald. Cecumul a
fost indepartat, cantirit si depozitat la -80°C pentru analiza SCFAs.

Analiza monoamini

Concentratia neurotransmitdtorului a fost analizatd prin HPLC pe mostre din trunchiul
cerebral. Pe scurt, tesutul trunchiului cerebral a fost sonicat in 500 pl de fazd mobild ricitd
presaratad cu 4 ng/40 pl de N-Metil 5-HT (Sigma Chimic Co., UK) ca standard intern. Faza mobila
a continut 0,1 M acid citric, 5,6 mM acid octan-1-sulfonic (Sigma), 0,1 M fosfat diacid de sodiu,
0,01 mM EDTA (Alkem/Reagecon, Cork) si 9% (v/v) metanol (Alkem/Reagecon) si a fost ajustatd
la pH 2,8 utilizand 4 N hidroxid de sodiu (Alkem/Reagecon). Omogenatii au fost apoi centrifugati
timp de 15 min la 22,000 x g la 4°C si 40 pl de supernatant injectat pe sistemul HPLC care a
constat dintr-un controler de sistem SCL 10-Avp, un detector electrochimic LECD 6A
(Shimadzu), o pompd LC-10AS, un cuptor CTO-10A, un autoinjector SIL-10A (cu mostra mai
rece mentinutd la 40°C) si un degazor online Gastorr (ISS, UK). O coloand cu fazi inversd



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31
31

(Kinetex 2,6 u C18 100 x 4,6 mm, Phenomenex) mentinutd la 30°C a fost utilizatd in separare
(debit 0,9 ml/min). Electrodul de lucru din carbon sticlos a fost combinat cu un electrod de
referintd Ag/AgCl (Shimdazu) operat la +0,8 V si cromatogramele generate au fost analizate
utilizand software-ul de Clasd-VP 5 (Shimadzu). Neurotransmititorii au fost identificati prin timpii
lor de retentie caracteristici dupa cum s-a determinat prin injectii standard, care ruleazi la intervale
regulate In timpul analizei mostrei. Rapoartele indltimilor maxime ale analitului versus standardul
intern au fost masurate si comparate cu injectia standard. Rezultatele au fost exprimate ca ng de
neurotransmititor pe g de greutate proaspati de tesut.

Analiza metabolitului

Pentru analiza GC-metabolitului, mostrele de supernatanti bacterieni au fost derivate cu
cloroformiat de metil utilizAnd o versiune putin modificatd din protocolul descris de Smart si
colab. (DOI: 10,1038/nprot,2010,108). Toate mostrele au fost analizate intr-o ordine aleatoare.
Analiza a fost efectuatd utilizand GC (7890B, Agilent) cuplat cu un detector cvadrupol (59977B,
Agilent). Sistemul a fost controlat prin ChemStation (Agilent). Seria de date a fost convertitd la
formatul netCDF utilizAnd Chemstation (Agilent), inainte ca datele sa fie importate si procesate in
Matlab R2014b (Mathworks, Inc.) utilizand software-ul PARADISe descris de Johnsen si colab.
(DOI: 10,1016/j.chroma.2017.04.052).

Pentru analiza acidului gras, mostrele au fost acidulate utilizand acid clorhidric, si s-au
adiugat standarde interne marcate cu deuterin. Toate mostrele au fost analizate intr-o ordine
aleatoare. Analiza a fost efectuatd utilizand o coloani cu polaritate ridicata (coloand Zebron™ ZB-
FFAP, GC Cap. 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) instalatd intr-un GC (7890B, Agilent) cuplat cu un
detector cvadrupol (59977B, Agilent). Sistemul a fost controlat prin ChemStation (Agilent). Seria
de date a fost convertitd la formatul netCDF utilizind Chemstation (Agilent), inainte ca datele sd
fic importate si procesate in Matlab R2014b (Mathworks, Inc.) utilizind software-ul PARADISe
descris de Johnsen si colab (DOI: 10,1016/j.chroma.2017.04.052).

Rezultate - productia de neurotransmitditori

Rezultatele sunt prezentate in Figura 12, care aratd ci in creierele soarecilor alimentati cu
MRx0029, nivelurile de noradrenalind sunt crescute (p=0,0507), insotite de o usoard crestere de
serotonind si 5-HIAA. Aceste date sustin analiza metabolitului prezentatd mai jos, sugerand ci
MRx00029 este un producitor major de acid 4-hidroxifenilacetic, un cunoscut antioxidant (Weon
si colab, 2016). Mai important, acidul 4-hidroxifenilacetic este un intermediar sintetic de
dopamind si norepinefrind si o importantd moleculd bioactiva (Huot si colab, Parkinson's Disese
2015). De fapt, in PD, modificdrile degenerative se extind dincolo de sistemul dopaminergic,
afectand in mod egal sistemele serotonergic si noradrenergic, care conduc in schimb la niveluri
scizute de serotonind (5-hidroxitriptamind, 5-HT) si noradrenalind (norepinefrind) in ambele
structuri striatald si extra-striatald (Scatton B, Javoy-Agid F, Rouquier L, Dubois B, Agid Y Creier
Res. 1983 Sep 26; 275(2):321-8.). L-DOPA ftinteste in principal caracteristicile asociate cu
dopamina ale PD, totusi nu adreseazi sciderile in ambele 5-HT si noradrenalini. In plus fata de
acest lucru este cd cu cit mai lungd este durata tratamentului cu L-DOPA, cu atit mai vizibila este
gama complicatiilor motoare si nonmotoare (de exemplu dischinezie, simptome psihiatrice) (Hely
MA, Morris JG, Reid WG, Trafficante R, Mov Disord. 2005 Feb; 20(2):190-9.) Prin urmare,
aceste date demonstreazd ci bacteriile care produc acizi organici, cum ar fi acidul 4-
hidroxifenilacetic sau acidul succinic, pot fi utile in terapie, in particular in tratamentul bolilor
neurodegenerative.

Rezultate - productia de metaboliti

Metaboliti prezenti in supernatantii bacterieni pot influenta direct rdspunsul gazdei la
stresul oxidativ, comunicatia celuld-cu-celuld si neuroprotectia in principal. Metabolitii din
supernatantul de culturi de MRX0029 si MRX0005 au fost analizati si rezultatele sunt prezentate
in Figura 13.

Cativa metaboliti au prezentat o diferentd frapantd intre cele doud tulpini analizate.
Concentratia de acid succinic a fost in special ridicatdi la MRx0005. Interesant, raportul
mostrd/mediu pentru acidul 4-hidroxifenilacetic a fost semnificativ mai ridicat la MRx0029 (Fig.
13).

Analiza acidului gras in supernatanti a dezviluit o dihotomie interesantd la cele doud
tulpini: MRx0005 a produs in principal acid acetic si propanoic, in timp ce MRx0029 a produs
acid butanoic, pentanoic si hexanoic, atit in formele liniare cit si in formele ramificate (Fig. 14B).
Cele doud tulpini au parut foarte diferite si in particular, productia de acid succinic si acid 4-
hidroxifenilacetic de ciatre MRx0005 si MRx0029 respectiv a fost notabild (Figura 14A). Mai
mult, se pare cd MRx0005 produce mai multi acizi grasi cu catend scurtd C2 si C3, in timp ce
MRx00029 produse mai multi acizi grasi cu catend medie atit liniard cit si ramificatd, C4 (butirat),
incluzand acidul hexanoic.
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Acidul succinic este un metabolit ciclic Krebs implicat in fosforilarea oxidativa.
Complexul de fosforilare oxidativa este o etapd cheie pentru traficul sinaptic al proteinelor si
veziculelor la regiunile proximald si distald (Budd SL si Nichols, 1998). Disfunctia sa a fost
raportatd in tulburdrile neurodegenerative incluzand boald Alzheimer, boald Parkinson si ataxie
spinocerebrald de tip 1 (Manczak M si colab. 2004; Ebadi si colab., 2001). Aceste descoperiri sunt
in special interesante deoarece acidul succinic poate augmenta activitatea mitocondriilor si sustine
neuronii vulnerabili In boala neurodegenerativa asociati cu proteinele pliate anormal incluzand PD
(Ferro si colab, Plos one, 2017). BDNF si acidul succinic au ambii o activitate protectoare similard
nu numai in neurodegenerare ci de asemenea si in tulburdrile mentale ca depresie si anxietate, care
sunt destul de comune printre pacienti diagnosticati cu PD sau AD.

Figura 14B demonstreazi de asemenea cd MRX0029 este un producitor de butirat (acid
butanoic). Acest lucru poate fi semnificativ deoarece butiratul are un rol cunoscut de reducere a
impermeabilitdtii barierei hematoencefalice, care are un efect neuroprotector [59]. Aceastd
proprictate a MRx0029 (si a altor bacterii neuroprotectoare) poate contribui la eficacitatea sa.
Exemplul 11 - Modularea expresiei ARNm a proteinelor cu jonctiune stransd

Deoarece dovezi recente sugereaza cd disfunctia si inflamatia intestinald sunt simptome
nonmotoare asociate cu PD, a fost investigatd abilitatea tulpinilor bacteriene ale inventiei de a
cauza orice disfunctie a barierei intestinale. Monostraturile celulare care produc HT29-mtx
epitelial, mucin (Gagnon si colab, J Microbiological Methods, 2013) au fost utilizate ca un model
in vitro pentru a evalua intreruperea barierei intestinale si stimularea imund dupd tratamentul cu
MRx0005 si MRx0029. Celulele HT29-mtx diferentiate expuse la forbol 12-miristat-13-acetat
(PMA) au secretat o cantitate semnificativd de IL-8; in contrast, tratamentul timp de 24 ore cu
supernatanti bacterieni MRx005 si MRx0029, a indus o secretie chiar mai scizutd de IL-8
comparativ cu ambele celule netratate si tratate cu YCFA (Fig. 14A).

A fost apoi investigati abilitatea MRx0005 si MRx0029 de a regla permeabilitatea
epiteliald prin modificarea transductici semnalului intracelular implicata in expresia si localizarca
proteinelor implicate in formarea barierei intestinale.

ARN a fost izolat si analiza RT-PCR cantitativd (QRT-PCR) a fost efectuatd pentru a
caracteriza modificirile in expresia genei proteinelor cu jonctiune strinsd in timpul incubdrii cu
MRx0005 si MRx0029. Administrarea de MRx0029 a sporit expresia ARNm de Occludin, Vlillin,
proteind 1 si 2 cu jonctiune stransi (respectiv TJP1 si TJP2) dupd 2 ore de incubare (Fig. 14B). in
contrast, expunerea la MRx0005 nu a alterat expresia genei proteinelor cu jonctiune strnsi
aratand ci cele doud tulpini actioneazi diferential asupra barierei intestinale.

Rezultatele in vitro au fost comparate cu date din analiza paraleld ex vivo pe intestinul
soarecilor alimentati cu MRx0005 si MRx0029. Expresia genei de TJP2 si occludin a fost
cuantificatd in colon si ileum. Datele ex vivo oglindesc perfect datele in vitro deoarece MRx0029 a
fost capabila si regleze pozitiv semnificativ TIP1 si Occludin (p=0,073) in regiunca colonului
intestinului murin (Fig. 14C+14D). MRx0029 a fost de asemenea capabild si scadi functia de
permeabilitate in colonul acelorasi soareci (Fig. 14E+14F).

Materiale si metode - extragerea ARN si analiza gPCR

ARN total a fost extras utilizand mini trusa RNeasy (Qiagen, Manchester, JUK) in
conformitate cu instructiunile fabricantului, si concentratia ARN determinatd prin absorbanti la
260/280 nm utilizand un spectrofotometru (nano-Drop ND-1000; Thermo Scientific, Wilmington,
DE). Pentru analiza expresieci ARNm, ADNc a fost preparat din 2000 ng din ARN total utilizand
trusa de transcriptie inversi ADNc de capacitate ridicatd (Thermo Fisher, Loughborough) in
conformitate cu instructiunile fabricantului. Reactiile de transciptie inversa au fost efectuate intr-
un termociclator (Biometra, Germania) la 25°C timp de 10 min, 37°C timp de 120 min, si 85°C
timp de 5 min. ADNc rezultat a fost amplificat in duplicate prin testul SYBR-Green PCR, si
produsele au fost detectate pe o masind PCR in timp real QuantStudio 7 (Applied Biosystems, UK)
utilizind un profil standardizat (denaturare initiald de 95°C timp de 10 minute, urmatd de 40
cicluri de 10 secunde de denaturare la 95°C si 30 secunde de recoacere/extensie la 60°C). S-a
adiugat o ctapd de disociere dupd 40 cicluri pentru a genera o curbd de topire. Analiza a fost
efectuatd utilizind software-ul Applied Biosystems QuantStudio Real-Time PCR v1.2. Secventele
initiatoare pentru Actind, Villin, Occludin TJP1 si TJP2 sunt furnizate in lista de secvente.
Exemplul 12 - Nivelul secretiei de BDNF in celulele SHSY-5Y
Fundal

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF) este o0 moleculd omniprezentd in creier
asociata cu dezvoltarea neurald, neuroprotectia si neuroregenerarea. BDNF nu numai ci protejeaza
impotriva neurodegenerdrii ci de asemenea si impotriva tulburdrilor mentale ca depresia si
anxietatea, care sunt destul de comune printre pacienti diagnosticati cu PD sau AD.

Metode
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SH-SY5-SY au fost placate pe placd cu 24 de godeuri la densitatea de 60.000
celule/godeu si plasate in incubator. Dupd 24 ore, mediul a fost inlocuit cu mediu de diferentiere
(mediu de crestere continidnd 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de diferentiere a fost
inlocuit In fiecare altd zi si celulele au fost utilizate in zina 10 de diferentiere. Pentru tratament,
mediul de diferentiere a fost indepartat si inlocuit cu 450ul de mediu de crestere deplin si s-au
adiugat 50 il de bacterii SN la godeurile tratate sau s-a addugat YCFA+ ca control negativ.
Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in Figura 15, care aratd cd administrarea de MRX0005 in
combinatie cu acidul retinoic creste secretia de BDNF din celulele neuroblastom diferentiate.
Exemplul 13 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru reducerea nivelurilor oxidative in celule
Fundal

Generarea de specii reactive de oxigen contribuie la patologia bolilor neurodegenerative.
A fost investigata abilitatea tulpinilor bacteriene de a proteja celulele diferentiate SHSY-5Y si
U373 din specii reactive de oxigen (ROS) generate prin tratamentul cu peroxid de hidrogen tert-
butil (TBHP).

Material si Metode

Tulpindg bacteriand

Megasphaera massiliensis MRX0029
Metodd

Celulele SHSY-5Y au fost placate pe o placi neagrd cu fund plat cu 96 de godeuri la
densitatea de 5000 celule/godeu si plasate in incubatorul CO2. Dupa 24 ore, mediul au fost inlocuit
cu mediu de diferentiere (mediu de crestere continind 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de
diferentiere a fost inlocuit in fiecare alti zi. In ziua 10 mediul de diferentiere a fost indepirtat si
celulele au fost spalate cu PBS preincilzit si colorate cu 10uM sonda moleculard DCFDA timp de
20 minute in mediu de crestere continand 1% FBS. Apoi celulele au fost spalate din nou cu PBS
preincilzit si tratate cu 100uM TBHP in prezenta sau absenta a 10% supernatant bacterian timp de
2 ore. Intensitatea fluorescentei a fost masuratd utilizind cititorul de placd TECAN la Ex/Em
485/530 nm.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 16. Figura 16b aratd cd MRX0005
este capabild sd inhibe productia de ROS in celulele neuroblastom SHSY-5Y diferentiate.
MRXO0005 reduce de asemenea generarea de ROS in celulele astroglioblastom (Figura 16a). Acest
lucru aratd cd MRXO0005 are activitate generala antioxidanta.

Exemplul 14 - Testarea stabilitdtii

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

Exemplul 15
Metode
Animale

Animalele si conceperea studiului utilizate au fost aceleasi ca pentru Exemplul 10.
Tulpini bacteriene
* 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)

* Megasphaera massiliensis (MRX0029)
Colectarea tesutului

Animalele au fost sacrificate intr-o manierd aleatoare cu privire la tratament si afectiunea
testatd; luarea mostrei a avut loc intre 9,00 am. si 2:30 p.m. Sangele recoltat a fost colectat in
tuburi EDTA (Acid acetic tetra diamin etilenic) de potasiu si centrifugat timp de 15 min la 4000 g.
Plasma a fost izolatd si depozitatd la -80°C pentru analiza ulterioard. Creierul a fost repede excizat,
disecat si fiecare regiune a creierului a fost congelata instantaneu pe gheata uscata si depozitati la -
80°C pentru analizd ulterioard. Splina a fost indepartatd, colectatd in 5 mL mediu RPMI (cu L-
glutamind si bicarbonat de sodiu, R8758 Sigma + 10 % FBS (F7524, Sigma) + 1% Pen/Strep
(P4333, Sigma)) si procesatd imediat dupd sacrificare pentru stimulare imund ex-vivo. Tesutul
intestinal (2-3 ¢cm de segmente de ileum si colon cele mai apropiate de cecum au fost excizate, si
cei mai indepartati lem 2cm de tesut din cecum au fost utilizati) a fost montat in camere de
utilizare pentru testul de permeabilitate intestinald. Cecumul a fost indepdrtat, cantérit si depozitat
la -80°C pentru analiza SCFAs.

Analiza monoamind
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Concentratia neurotransmititorului a fost analizati cum s-a descris in Exemplul 10
Test de citokine ale splinei

Splinele au fost colectate imediat iIn SmL mediu RPMI dupd sacrificare si cultivate
imediat. Celulele din splind au fost mai intdi omogenizate in acest mediu RPMI, urmate de 5
minute incubare cu Iml tampon de lizare RBC (11814389001 ROCHE, Sigma). S-au adiaugat 10
ml suplimentari de mediu RPMI, urmati de 200G centrifugare timp de 5 minute. Supernatantul a
fost apoi filtrat printr-un filtru de 40um. Celulele au fost numirate si insdmantate (mediu
4.000.000/mL). Dupd 2,5 ore de adaptare, celulele au fost stimulate cu lipopolizaharidd (LPS-2
pug/ml) sau concanavalin A (ConA-2,5 ug/ml) timp de 24 ore. Dupa stimulare, supernatantii au fost
recoltati pentru a evalua eliberarea citokinelor utilizind trusa V-PLEX cu Panou 1 Proinflamator
(soarece) (Meso Scale Discovery, Mariland, SUA) pentru TNFq, IL-10, IL-1p, Interferon v,
CXCL2 si IL6. Analizele au fost efectuate utilizand MESO QuickPlex SQ 120, SECTOR Imager
2400, SECTOR Imager 6000, SECTOR S 600.
Analiza expresiei genelor

ARN total a fost extras utilizand trusa de izolare ARNmi mirVana™ (Ambion/Llife
technologies, Paisley, UK) si tratat cu DNase (Turbo ADN-free, Ambion/Life Technologies) in
conformitate cu recomandarile fabricantului. ARN a fost cuantificat utilizand spectrofotometrul
NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, SUA) in conformitate cu
instructiunile fabricantului. Calitatea ARN a fost evaluati utilizind bioanalizorul Agilent (Agilent,
Stockport, UK) in conformitate cu procedura fabricantului i a fost calculat un numadr de integritate
ARN (RIN). ARN cu valoarea RIN >7 a fost utilizat pentru experimentele ulterioare. ARN a fost
transcris invers la ADNc utilizind trusa ADNc de capacitate ridicatd Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Warrington, UK) in conformitate cu instructiunile fabricantului. Pe scurt,
transcriptaza inversd Multiscribe (50 U/uL) (1)(2)(1)(10) a fost addugatd ca o parte din amestecul
de baza RT, incubatd la 25°C timp de 10 min, 37°C timp de 2 ore, 85°C timp de 5 min si
depozitatd la 4°C. A fost efectuatd PCR cantitativa utilizind sonde (6 carboxi fluoresceind - FAM)
concepute de Applied Biosystems la genele de soarece tintite specific, in timp ce utilizeaza -
actina ca un control endogen. Reactiile de amplificare au continut 1 pl ADNc, 5 pl de amestec de
bazd 2X PCR (Roche), 900 nM din fiecare initiator si au fost aduse 1a un total de 10 pl prin
adiugarea de apa fard RNase. Toate reactiile au fost efectuate in triplicat utilizind plici cu 96 de
godeuri pe sistemul LightCycler®480. Conditiile de termociclare au fost dupa cum s-a recomandat
de fabricant (Roche) pentru 55 cicluri. Pentru a verifica contaminarea ampliconului, fiecare rulare
nu a continut nici un control de tipar in triplicat pentru fiecare sonda utilizati. Valorile pragului de
ciclu (Ct) au fost inregistrate. Datele au fost normalizate utilizand B-actind si transformate
utilizand metoda 2-AACT si prezentate ca modificare de pliere vs. grupul de control.
Analiza acizilor grasi cu catend scurtd in continutul cecal

Continutul de cecum a fost amestecat si vortexat cu apd MilliQ si incubat la temperatura
camerei timp de 10 min. Supernatantii au fost obtinufi prin centrifugare (10000 g, 5 min, 4°C) la
bacteriile peletului si a altor solide si filtrare la 0,2um. A fost transferat 1a o fiold GC limpede si s-
a utilizat acid 2-Etilbutiric (Sigma) ca standard intern. Concentratia de SCFA a fost analizatd
utilizand un sistem de ionizare cu flamd Varian 3500 GC, ajustat cu o coloand ZB-FFAP (30 m x
0,32 mm x 0,25 mm; Phenomenex). A fost construiti o curbd standard cu diferite concentratii ale
unui amestec standard continind acetat, propionat, izo-butirat, n-butirat, izovalerat si valerat
(Sigma). Maximele au fost integrate utilizind software-ul statiei de lucru Varian Star
Chromatography versiunea 6.0. Toate datele SCFA sunt exprimate ca pmol/g.
Analiza statisticd

Datele normal distribuite sunt prezentate ca medie £ SEM; seturile de date neparametrice
sunt prezentate ca medie cu interval inter-cvartild. S-a aplicat testul t neimperecheat bidirectional
pentru a analiza datele parametrice si testul Mann-Whitney a fost utilizat pentru datele
neparametrice. Coeficientul de corelare a gradului Spearman a fost utilizat pentru analiza de
corelatie in seturile de date grupate. O valoare p < 0,05 a fost consideratd semnificativa in toate
cazurile.
Rezultate - Productia de neurotransmitdatori

Rezultatele din Figura 17 prezintd efectul tratamentului cu MRx005 asupra concentratiei
de neurotransmititori in creierul soarecilor. Cel mai notabil, tratamentul cu MRx005 conduce la o
scadere in dopamini.
Rezultate - Expresia genei

Expresia genelor pentru receptorii neurotransmititori [receptor de serotonind la(5-
HTRI1a), receptor D1 de dopamind, subunitatea Bl a receptorului GABA, receptorul GABAA,
receptorii NMDA2A (Grin2A) si NMDA2B (Grin2b)], markerii inflamatori [IL-1f, IL6, CD11b,
TNFa si TLR4], si markerii endocrini [factor de eliberare al corticosteronului (CRF), receptorii 1
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si 2 ai factorului de eliberare al corticosteronului (CRFR1, CRFR2), factor neurotrofin derivat din
creier (BDNF), receptor vasopresin, receptor oxitocin, receptor glucocorticoid si receptor
mineralocorticoid] au fost analizafi in tesutul cerebral din hipocampus, amigdald si cortexul
prefrontal.

Figurile 18-32 prezintd modificdrile in expresia genei dupd tratamentul ca MRX005 sau
MRX0029 in hipocamp, amigdali si cortexul prefrontal. Tratamentul cu MRx0029 a condus la o
crestere In expresia receptorului glucocorticoid in amigdald (Figura 25C). Figura 26A aratd cd
MRx005 a crescut semnificativ expresia de BDNF in amigdald, in timp ce tratamentul cu
MRx0029 a crescut semnificativ expresia de TLR4 in amigdala (Figura 26B).

Ambele MRx005 si MRx0029 pot creste expresia de CD11b in amigdald (Figura 27A), in
timp ce expresia de IL-6, Grin2a si Grin2b este redusd dupd tratamentul cu MRx005 (Figurile
27B-D). In plus, MRx005 si MRx0029 au crescut semnificativ expresia de GABRA2 si au crescut
expresia de GABBR1 in amigdala.

Tratamentul cu MRx005 a condus la o crestere semnificativd in expresia de BDNF in
cortexul prefrontal (Figura 29B).

Discutie

Administrarea de MRx005 si MRx0029 a cauzat modificiri in expresia genei, in special
in amigdala.

Rezultate - Efect asupra expresiei de Tphl si IDO-1

Figura 33 aratd cd MRx0029 poate creste semnificativ expresia de triptofan hidroxilazi-1
(Tphl) in colon si cid tratamentul cu MRXO005 poate creste expresia de IDO-1 in colon.
Tratamentul cu MRXO005 a crescut expresia de Tphl si IDOI in ileum, in timp ce MRX029 nu a
avut efect asupra expresiei acestor gene in ileum (Figura 34).

Indolamina-pirol 2,3-dioxigenaza-1 (IDO-1) este prima enzimi si limitatoare de rata in
calea triptofan/kinurenind in timp ce triptofan hidroxilaza 1 (Tphl), o izoformd a enzimei triptofan
hidroxilaza, este responsabild pentru sinteza serotoninei. Aceste date sugercazd cd MRx0029 si
MRx005 pot afecta nivelurile de serotonini si calea triptofan/kinurenina.

Rezultate - Efectul asupra nivelurilor de metaboliti triptofan

Figura 35 prezinti efectul tratamentului cu MRx005 asupra nivelurilor de kinurenind si
triptofan in circulatie.

Rezultate - Efectul asupra expresiei de citokine din splenocite

Testul de splenocite ex-vivo implicd provocarea splenocitelor (celule izolate din splind -
un organ principal implicat in apdrarea imund), cu o provocare bacterio sau viral mimetica.

MRXO005 a redus semnificativ nivelurile de interferon-y in splenocite dupa o provocare
cu LPS (Figura 36). in plus, MRXO005 a redus nivelurile de interleukini-6 si factorul de necrozi
tumorald dupd o provocare cu LPS (Figurile 38 si 39, respectiv). Tratamentul cu MRx0029 a
condus la o reducere de interferon-y, interleukina-1p si interleukind-6 dupd o provocare cu LPS
(Figurile 36, 37 si 38, respectiv).

Tratamentul cu MRx005 si MRx0029 a condus la o crestere in nivelurile de
chemoatractant CXCL1 (Figura 41).

Rezultate - Efect asupra nivelurilor de acizi grasi cu catend scurtd cecali

Acizii grasi cu catend scurtd (SCFAs) sunt produsi cand fibrele nedigerabile din dieta sunt
fermentate de bacterii in intestin. Efectele administrarii de MRX005 sunt prezentate in Figura 42.
Exemplul 16 - Analiza suplimentard a modificdarilor MRX029 si MRX005 in expresia nivelurilor

enei
Metode
Linie celulard
Celule SH-SYSY
Tulpini bacteriene
* 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)
* Megasphaera massiliensis (MRX0029)
gPCR

SH-SYS5Y au fost placate in plici Petri de 10 cm la o densitate de 2x10° celule. Dupi 24
ore celulele au fost tratate in mediu de diferentiere (mediu de crestere continind 1% FBS fird RA)
cu 10% supernatanti bacterieni sau YCFA+, 10uM RA, 200uM acid hexanoic sau 200uM acid
valproic, timp de 17 ore. Dupa aceea au fost luate imagini reprezentative utilizind microscopul de
bazd EVOS XL cu contrast de faza la o amplificare de 40X/0,65. Celulele au fost colectate, si
ARN total a fost izolat in conformitate cu protocolul mini trusei RNeasy (Qiagen). ADNc-urile au
fost facute utilizind trusa de transcriptiec inversi ADNc de capacitate ridicatd (Applied
Biosystems). Expresia genei a fost masuratd utilizind qPCR. GAPDH a fost utilizat ca control
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intern. Modificarea plierii a fost calculati in conformitate cu metoda 2(*24Y). Secventele initiatoare
pentru MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK?7 si NSE sunt furnizate in lista de secvente.
Imuno-marcarea si imagistica celulard

Celulele au fost insdmantate pe lamele camerd cu 8 godeuri (Marienfeld Laboratory
Glassware) la 5x10* celule/godeu peste noapte si au fost tratate cu 10% supernatant bacterian timp
de 24 ore. Pentru diferentiere, celulele au fost tratate cu 10 nM RA timp de 5 zile inainte de
tratarea cu supernatant bacterian fird celule timp de 24 ore. Dupa aceea, celulele au fost fixate cu
4% paraformaldehidd in PBS timp de 20 minute la temperatura camerei (RT). Celulele fixate au
fost spdlate cu PBS, si permeabilizate cu 1% Triton X-100 in PBS timp de 10 minute. Dupa
spilarea cu PBS, lamelele au fost incubate cu tampon de blocare (4% BSA/PBS) timp de 1 ord la
RT inainte de adidugarea de anticorp anti-MAP2 sau B3-tubulind (sc-74421 si sc-80005 respectiv,
Santa Cruz Biotechnology Inc) diluat in 1% BSA/PBS timp de 12 ore la 4°C. Ele au fost apoi
spilate de doud ori cu PBS, urmatd de incubare cu Alexa Flour 488 conjugat anti-soarece
(Molecular Probes Inc) si Alexa Flour 594 conjugat Phalloidin (ab176757, Abcam) timp de 1 ord
la RT. Dupa spdlarea 3X cu PBS, lamelele au fost colorate cu DAPI si montate cu Vectashield®
(Vector Laboratories). Lamelele au fost vizualizate utilizand un microscop Axioskop 50 (Zeiss)
echipat cu un obiectiv 63x/1,2 W Korr si s-au utilizat seturi de filtre adecvate pentru detectia
fluorocromului. Timpii de expunere manuali pentru achizitia digitald de imagini imuno-etichetate
cu MAP-2 au fost tinuti constanti permitind comparatia intre diferite godeuri si tratamente. Timpii
de expunere Phalloidin (F-actinf) si DAPI au variat pentru a se potrivi cAmpului vizual. Domeniile
vizuale aleatoare au fost obfinute utilizind o camerd QImaging controlatd prin software-ul Image
Pro Plus. Imaginile au fost salvate ca fisiere TIFF si deschise in Adobe Photoshop CC 2015.1.2.
Imaginile MAP-2, DAPI si imaginile Phalloidin au fost apoi suprapuse si imbinate. Imaginile
reprezentative au fost selectate pentru a ilustra diferentele in abundentd si locatic ale proteinelor
examinate.
Imunocolorare

Celulele SH-SY5Y cultivate sub conditiile indicate descrise mai sus, tratate cu MRx0005
si MRx0029 timp de 24 ore si apoi lizate in tampon RIPA continind amestec de inhibitori de
proteazd (Roche Diagnostics, UK). Concentratia de proteind a fost estimatd utilizAnd trusa de
testare a proteinei BCA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL), separatd cu SDS-PAGE si
transferatd la o membrand PVDF. Membranele au fost apoi blocate cu 5% lapte uscat fard grasime
sau 5% BSA si incubate peste noapte la 4°C cu anticorpi primari (respectiv MAP2 si f3-tubulind).
Petele au fost apoi incubate cu anticorp secundar conjugat cu peroxidazd din hrean adecvatd
(HRP), si proteinele au fost detectate cu trusa de detectie a chemiluminiscentei (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Pentru ambele MAP2 si B3-tubulind, B-actina a servit ca control
pentru a monitoriza variabilitatea de incircare a proteinei printre mostre.
Rezultate si discutie
Expresia genei

Figura 43 prezintd modificarile induse de MRx0029 si MRX005 in nivelurile de expresie
de Actind, Villin, Occludin TJP1, TJP2, MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK 1, PARK?7 si NSE.
Rezultate - Microscopie si imunocolorare

Figura 44 prezintd modificarea in nivelul de expresie al MAP2 in celulele SHSYSY dupa
cum s-a determinat prin microscopia confocald. Nivelurile de expresie ale MAP2 si B3-tubulinei
au fost de asemenea cuantificate prin analizi de imunocolorare. Rezultatele prezentate in figura
44M si N au indicat cd MRX029 induce o crestere in expresia nivelului de MAP2.
Secvente

Initiatori suplimentari utilizati in gPCR (cu SEQ ID NO in paranteze)

ID gend [Secventa directa Secventa inversi

NSE

CCCTGTATCGTAAGAACGGT (30) GCCACCATTGATCACGTTGA (31)

PINK1 [CCCAAGCAACTAGCCCCTC (32) GGCAGCACATCAGGGTAGTC (33)

PARK7 [GTAGCCGTGATGTGGTCATTT (34) CTGTGCGCCCAGATTACCT (35)

SYpP

CTCGGCTTTGTGAAGGTGCT (36) GGCTTCATGGCATCAACTTCA (37)

50

55
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SECVENTE

SEQ ID NO:1 {Gena Parabacteroides distasonis pentru ARN ribozomal 16S, secventa partiala, tulpind: JCM

5825 - AB238922)

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
66l
721
781
841
9501

agagtttgat
ggcagcgggyg
aacttgccecta
gatcccgecat
aggcagttgg
gtcccccaca
attggtcaat
atcgtaaacc
tatgaataag
ttatccggat
tctgtggete
gcggaatgeg
gcagcctgece
gataccctgg
cggcacagceg

aaggaattga

cctggctcag
tgtagcaata
tcagaggggg
gggaatattt
cggggtaacg
ttggtactga
gggcgtaagce
tcttttataa
gatcggcectaa
ttattgggtt
aaccatagaa
tggtgtagceg
aagccattac
tagtccacgce
aaagcgttaa

cgggggcecyg

37

gatgaacgct
caccgeccgge
ataacccggce
gctaaagatt
gcccaccaaa
gacacggacc
ctgaaccagc
gggaataaag
ctccgtgecea
taaagggtgc
ttgcegttga
gtgaaatgca
tgacgctgat
agtaaacgat
gtgatccacc

cacaagcgga

aggaacctta
agccgtttge
tgccataacg
gggactgcca
catccggggce
gagcgaatcc
ctggattcgce

acacaccgcce

ggcctagggt

cccgggtttyg
gaggtgctgc
agcgcaaccc
gcgtaagcetg
gacacacgtg
ccaaaccacg
tagtaatcgc
cgtcaagcca

aaaactggtg

aacgcattcg
atggttgtcg
ttgccactag
cgaggaaggc
ttacaatggc
tctcagtteg
gcatcagcca
tgggagcegyg
actggggcta

agcgacagge
gaccggegcea
gaaagtcgga
catcgctgat
ccgacgatgg
aaactcctac
caagtcgegt
tgcgggacgt
gcagccgegyg
gtaggcggcc
aactgggggy
tagatatcac
gcacgaaagc
gatcactagc
tggggagtac
ggaacatgtg

gaccgaggtg
tcagctcgtg
ttactaacag
ggggatgacg
gtggacaaag
gatcggagtc
tggcgeggtyg
gggtacctga

agtcgtaaca

ttaacacatg
cgggtgagta
ctaataccgce
agataggcat
ataggggttc
gggaggcage
gagggatgaa
gtcccogtttt
taatacggag
ttttaagtca
cttgagtatg
gcagaacccce
gtggggatca
tgtttgcgat
gcecggcaacyg
gtttaattcg

caagtcgagyg
acgcgtatcce
atgaagcacg
gcgttcececatt
tgagaggaag
agtgaggaat
ggttctateg
gtatgtacct
gatccgageg
goggtgaaag
tttgaggcag
gattgcgaag
aacaggatta
acactgtaag
gtgaaactca

atgatacgcg

gaaacacctt
ccgtgaggtyg
gttaggctga
tcaaatcagc
ggaggccacc
tgcaacccga
aatacgttcc
agtccgtaac

aggtaacc

ttctagcaat
tcggcttaag
ggactctggt
acggccctta
tggcgacagg
ctccgtgaag
cgggcecttgt

cgaaaggatc
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SEQ ID NO:2 (Gena Parabacteroides distasonis pentru ARN ribozomal 16S, secventd
partiala, tulpina: JCM 13400 - AB238923)

1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgct agcgaceggc ttaacacatg caagtcgagg

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

SEQ ID NO:3 (Gena Parabacteroides distasonis pentru ARN ribozomal 16S, secventa partiala, tulpina: JCM

ggcagcacag
cttacctatc

cceccgecatgg
gcagttggcg
cccccacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctc
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgcgtyg
agcctgccaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttacc
ccgtttgcga
ccataacgag
gactgccagc
tccggggega
gcgaatcccec
ggattcgcta
acaccgeccg

cctagggtaa

13401 - AB238924)

gtagcaatac
agagggggat
ggatatttgc
gggtaacggc
ggtactgaga
gcgtaagcect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtaccggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggcccegcea
cgggtttgaa
ggtgctgcat
cgcaaccctt
gtaagctgcg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgcgce
tcaagccatg

aactggtgac

cgggtggcga
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaatazagtg
ccgtgccage
aagggtgcgt
gccgttgaaa
gaaatgctta
acgctgatgce
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcgga
ggttgtcgtc
gccactagtt
aggaaggcgg
acaatgcgcgt
tcagttcgga
atcagccatyg
ggagccgggg
tggggctaag

ccggeccacg
aagtccgact
tcgctcatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgegtga
cgggacgtgt
agccgcggta
aggcgccectt
ctggggcggcet
gatatcacge
acgaaagcgt
tcactegctyg
gggagtacgc
aacatctggt
ccgagctgga
agctcctgcec
actaacaggt
ggatgacgte
ggacasaggg
tcggactctg
gcgcgctgaa
gtacctgaag

tcgtaecaag

ggtgagtaac
aataccgcat
ataggcatgce
aggggttetyg
gaggcagcag
gggatgaagg
cctgttttgt
atacggagga
ttaagtcagc
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgccatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgtc
aaagctcagy
aaatcagcac
aagccacctyg
caacccgact
tacgttcccyg
tccgtaaccyg

gtaacc

gcgtatgcaa
gaagcagggg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttctatggat
atgtacctta
tccgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggc
ttgcgaaggce
caggattaga
agtgtaagcg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgct agcgacaggce ttaacacatg caagtcgagg



6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
%961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

ggcagcacag
cttgcctate
cceccgcecatgg
gcagttggcg
cceccecatt
tggtceaatgg
cgtaaescctc
tgaataagga
atccgcattt
tgtggctcaa
ggaatcecgtg
agcctcccaa
taccctggta
gcacaccgaa
ggaattgacg
gaaccttacc
ccgtttgcga
ccataecgag
gactgccage
tceggcgega
gcgaatcccce
ggattcgcta
acaccgccecey

cctagcgtaa
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gtagcaatac
agagggggat
ggatatttgce
gggtaacggc
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggccecgea
cgggtttgaa
ggtgctgeat
cgcaaccctt
gtaagctgceg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgcge
tcaagccatg

aactggtgac

ccgeeggcga
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgccage
aagggtgcgt
gccgttgaaa
gaaatgctta
acgctgatgce
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcgga
ggttgtcgte
gccactagtt
aggaaggcgyg
acaatggcgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagceggygyg
tggggctaag

39

ccggegeacy
aagtcggact
tcgctgatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgcgtga
tgggacgtgt
agccgeggta
aggcggectt
ctgggaggct
gatatcacgce
acgaaagcgt
tcactagctg
gggagtacgc
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctcgtgec
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggg
tcggagtctg
gcgcggtgaa
gtacctgaag

tcgtaacaag

ggtgagtaac
aataccgcat
ataggcatgce
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
cctgttttgt
atacggagga
ttaagtcagce
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgtc
gatgctgagy
aaatcagcac
atgccacctg
caacccgact
tacgttccecg
tccgtaaccg

gtaacc

gcgtatgcaa
gaagcagggy
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttctatggat
atgtacctta
tccgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggc
ttgcgaaggce
caggattaga
actgtaagcg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggatgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

SEQ ID NO:4 (Gena Parabacteroides distasonis pentru ARN ribozomal 168, secventa partiald, tulpina: JCM

13402 - AB238925)

6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

agagtttgat
ggcagcacag
cttacctatc
ccececgeatgg
gcagttggcg
cccecceceacatt
tggtceaatgg
cgtaaacctc
tgaatzagga
atccgcattt
tgtggctcaa
ggaatgcgtyg
agcctcccaa
taccctggta
gcacaccgaa

ggaattgacg

cctggcectcag
gtagcaatac
agagggggatc
ggatatttgce
gggtaacggce
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggcccgca

gatgaacgct
cgggtggecga
aacccggcoga
taaagattca
ccaccaaacce
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgecage
aagggtgegt
gccgttgaaa
gaaatgctta
acgctgatgce
taaacgatga
gatccacctg

caagcggagyg

agcgacaggce
cocggogeacy
aagtcggact
tecgectgatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgecgtga
cgggacgtgt
agccgcggta
aggcggectkt
ctgggaggct
gatatcacgc
acgaaagcgt
tcactagctg
gggagtacge
aacatgtggt

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccgcat
ataggcatgce
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
ccecgttttgt
atacggagga
ttaagtcagc
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat

caagtcgagg
gcgtatgcaa
gaagcagggg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttctatggat
atgtacctta
tcecgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggc
ttgcgaaggce
caggattaga
actgtaageg
gaaactcaaa

gatacgcgag



961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gaaccttacc
ccgtttgega
ccatascgag
gactgccagce
tcecggegega
gogaatcccoo
ggattcgcta
acaccgeecyg

cctagcgtaa
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cgggtttgaa
ggtgctgcat
cgcaaccctt
gtaagctgcg
cacacgtgtt
aaaccacgtce
gtaatcgcgce
tcaagccatg

aactggtgac

cgcattcgga
ggttgtcgtc
gccactagtt
aggaaggcygyg
acaatggcegt
tecagttegga
atcagccatg
ggagccgggy
tggggctaag

40

ccgaggtgga
agctcecgtgec
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggyg
tcggagtetyg
gcgeggtgaa
gtacctgaag

tcgtaacaag

aacacctttt
gtgaggtgtc
aaagctgagg
aaatcagcac
aggccacctyg
caacccgact
tacgttcccg
tcecgtaaccg

gtaacc

ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggtgg
ggcccecttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

SEQ ID NO:5 (Gena Parabacteroides distasonis pentru ARN ribozomal 168, secventd partiala, tulpina: JCM

13401 - AB238926)

SEQ ID NO:6 {(Gena Parabacteroides distasonis pentru ARN ribozomal 165, secventa partiala, tulpina: JCM

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

agagtttgat
ggcagcacag
cttacctatc
ccecegeatgg
gcagttggeg
ccececcacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctc
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgegtg
agcctgecaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttacc
ccgtttgcga
ccataacgag
gactgccage
tceggggega
gcgaatcccece
ggattcgcta
acaccgeoeg

cctagggtaa

13404 - AB238927)

cctggetecag
gtagcaatac
agagggggat
ggatatttgce
gggtaacggce
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggcccgea
cgggtttgaa
ggtgctgcat
cgcaaccctt
gtaagctgeg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgcgce
tcaagccatg

aactggtgac

gatgaacgct
cgggtggega
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacce
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgceccage
aagggtgcegt
gcegttgaaa
gaaatgctta
acgctgatge
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcecgga
ggttgtcgtc
gccactagtt
aggaaggcgyg
acaatggcgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagccgggg
tggggctaag

agcgacagge
coggogeacy
aagtcggact
—cgctgatag
gacgatggat
actcctacag
agtcgecgtga
~gggacgtgt
agccgeggta
aggcggectt
ctgggaggcet
gatatcacgc
acgaaagcgt
—cactagctg
gggagtacgc
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctcgtgece
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggg
~cggagtctg
gcgcggtgaa
gtacctgaag

—cgtaacaag

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccccat
ataggcatgce
aggggttctyg
gaggcaccag
gggatgeagyg
ccecgttttgt
atacggegga
ttaagtcagc
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgetac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgtc
aaagctcagg
aaatcaccac
aggccacctyg
caaccccact
tacgttcceg
tcegtazaceg

gtaacc

caagtcgagg
gcgtatgeas
gaagcagggg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttctatggat
atgtacctta
tccgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggc
ttgcgaaggce
caggattaga
attgtaageg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgcet agcgacaggce ttaacacatg caagtcgagg



6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
501
%961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

SEQ ID NO:7 (Gena Parabacteroides merdae pentru ARN ribozomal 16S, secventa partiala, tulpina: JCM

ggcagcacag
cttacctatc
cceccgcecatgg
gcagttggcg
cceccecatt
tggtceaatgg
cgtaaescctc
tgaataagga
atccgcattt
tgtggctcaa
ggaatcecgtg
agcctcccaa
taccctggta
gcacaccgaa
ggaattgacg
gaaccttacc
ccgtttgcga
ccataecgag
gactgccage
tceggcgega
gcgaatcccce
ggattcgcta
acaccgccecey

cctagcgtaa

9497 - AB238928)
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gtagcaatac
agagggggat
ggatatttgce
gggtaacggc
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggccecgea
cgggtttgaa
ggtgctgeat
cgcaaccctt
gtaagctgceg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgcge
tcaagccatg

aactggtgac

cgggtggcega
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgccage
aagggtgcgt
gccgttgaaa
gaaatgctta
acgctgatgce
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcgga
ggttgtcgte
gccactagtt
aggaaggcgyg
acaatggcgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagceggygyg
tggggctaag

41

ccggegeacy
aagtcggact
tcgctgatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgcgtga
tgggacgtgt
agccgeggta
aggcggectt
ctgggaggct
gatatcacgce
acgaaagcgt
tcactagctg
gggagtacgc
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctcgtgec
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggg
tcggagtctg
gcgcggtgaa
gtacctgaag

tcgtaacaag

ggtgagtaac
aataccgcat
ataggcatgce
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
ccegttttgt
atacggagga
ttaagtcagce
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgtc
aaagctgagg
aaatcagcac
aggccacctg
caacccgact
tacgttccecg
tccgtaaccg

gtaacc

gcgtatgcaa
gaagcagggy
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttctatggat
atgtacctta
tccgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggc
ttgcgaaggce
caggattaga
attgtaagcg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggatgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaagcet
ggccttgtac
aaaggatcgg

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

agagtttgat
ggcagcatga
atgcaactta
caggggtccc
cattaggcag
gaaggtcccc
gaatattggt
atggtttgta
accctatgaa
agcgttatcc
aaagtttgtg
gtaggcggaa
gaaggcagct
attagatacc
taagctctac

ctcaaaggaa

cctggcectceag
tttgtagcaa
cctatcagag
gcatgggaat
ttggcggggat
cacattggta
caatggccga
aacttctttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccat
tgcgtggtgt
tactaaacca
ctggtagtcce
agcgaaagcg

ttgacgggag

gatgaacgct
tacagattga
ggggatagcce
atttgttaasa
aacggcccac
ctgagacacg
gaggctgaac
ataggggaat
ctaactccgt
ggtttaaagg
aaaattgccg
agcggtgaaa
taactgacac
acgcagtaaa
ttaagtaatc

cccgcacaag

agcgacaggc
tggcgacegy
cggcgzaagt
gattcetege
caaaccgacyg
gaccaezactc
cagcceagtc
aaagtcgagg
gccagcagcec
gtgcgtaggt
ttgaasctgg
tgcateagata
tgaagcacga
cgatgattac
cacctcggga

cggagcaaca

ttaacacatg
cgcacgggtg
cggattaata
tgatagatag
atggataggg
ctacgggagyg
gcgtgaagga
acgtgtcctt
gcggtaatac
ggtgatttaa
gttacttgag
tcacgcagaa
aagcgtgggyg
taggagtttg
gtacgccggce
tgtggtttaa

caagtcgagg
agtaacgcgt
ccccataaaa
gcatgcgttc
gttctgagag
cagcagtgag
agaaggatct
ttttgtatgt
ggaggatgcg
gtcagcggtyg
tgtgtttgag
ctcecgattge
atcaaacagg
cgatacaatg
aacggtgaaa

ttcgatgata



961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

cgcgacgaac
caataccaga
taagtcccat
tggtgegact
cttacstccg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac

gatcgcecccta
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cttacccggg
ttacgaggtg
aacgagcgca
gccagcgtaa
gggcgacaca
atcteccaaac
tcgctagtaa
cgccegtcaa

gggtaaaact

tttgaacgta
ctgcatggtt
acccttatca
gctgtgagga
cgtgttacaa
catgtetcag
tcgecgecatca
gccatgggag
ggtgactggg

42

gtctgaccgg
gtcgtcaget
ctagttacta
aggtggggat
tggcatggac
tteggategg
gccatggecgce
ccgggggtac
gctaagtcgt

agtggaaaca
cgtgcecgtga
acaggtgaag
gacgtcaaat
aaagggcagc
agtctgecaac
ggtgaatacg
ctgaagtccg

aacaaggtaa

ctccttetag
ggtgtcggcect
ctgaggactc
cagcacggcec
tacctggcga
tcgactacgt
ttccegggec
taaccgcaag

ccC

SEQ ID NO:8 (Gena Parabacteroides merdae pentru ARN ribozomal 16S, secventd partiald, tulpini: JCM

13405 - AB238929)

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

agagtttgat
ggcagcatga
atgcaactta
caggggttcece
cattaggcag
gaaggtcccc
gaatattggt
atggtttgta
accctatgaa
agcgttatcc
aaagtttgtg
gtaggcggaa
gaaggcagcet
attagatacc
taagctctac
ctcaaaggaa
cgcgaggaac
caatagcaga
taagtgccat
tggtgagact
cttacatccg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac

gatcggecta

cctggctcag
tttgtagcaa
cctatcagag
gcatgggaat
ttggcggggt
cacattggta
caatggccga
aacttetttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccat
tgcgtggtgt
tactaaacca
ctggtagtcc
agcgaaagcg
ttgacgggag
cttacccggg
ttacgaggtg
aacgagcgca
gccagcgtaa
gggcgacaca
atctccaaac
tcgctagtaa
cgcccgtcaa

gggtaaaact

gatgaacgct
tacagattga
ggggatagcc
atttgttaaa
aacggcccac
ctgagacacg
gaggctgaac
ataggggaat
ctaactcegt
ggtttaaagg
aaaattgccg
agcggtgaaa
taactgacac
acgcagtaaa
ttaagtaatc
cccgcacaag
tttgaacgta
ctgcatggtt
acccttatca
gctgtgagga
cgtgttacaa
catgtctcag
tcgegeatca
gccatgggag
ggtgactggg

agcgacagge
tggcgaccgg
cggcgeaaagt
gattceatcge
caaaccgacg
gaccagactc
cagcceagtc
aaagtcgagg
gccagcagcc
gtgcgtaggt
ttgaazctgg
tgcatzgata
tgaagcacga
cgatgzttac
cacctcggga
cggaggcaaca
gtctgaccygyg
gtcgtcagcect
ctagttacta
aggtgcggat
tggcatggac
ttecggatcgyg
gccatcgege
ccgggegtac
gctaactcgt

ttaacacatg
cgcacgggtg
cggattaata
tgatagatag
atggataggg
ctacgggagg
gcgtgaagga
acgtgtectt
gcggtaatac
ggtgatttaa
gttacttgag
tcacgcagaa
aagcgtgggg
taggagtttg
gtacgccgga
tgtggtttaa
agtggaaaca
cgtgececgtga
acaggtgaag
gacgtcaaat
aaagggcagc
agtctgecaac
ggtgaatacg
ctgaagtccg

aacaaggtaa

caagtcgagg
agtaacgcgt
ccecataaaa
gcatgcgtte
gttctgagag
cagcagtgag
agaaggatct
ttttgtatgt
ggaggatgeg
gtcagcggtg
tgtgtttgag
ctcecgattge
atcaaacagg
cgatacaatg
aacggtgaaa
ttcgatgata
ctccttectag
ggtgtcgget
ctgaggactc
cagcacggec
tacctggcga
tcgactcegt
tteceoegggec
taaccgcaag

cc

SEQ ID NO:9 (secventa ARNr 16S consens pentru tulpina Parabacteroides distasonis 755)

AMCCGGGTGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTATGCAACTTGCCTATCAGAGGGGGATAACCCGGCGAAAGT
CGGACTAATACCGCATGAAGCAGGGATCCCGCATGGGAATATTTGCTARAGATTCATCGCTGATAGATACGCATGCG
TTICCATTAGGCAGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAACCGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCLCACA
TTIGGTACTGAGACACGGACCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGTGAGCCTGAACC
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AGCCAAGTCGCGTGAGGGATGAAGGTTICTATGGATCGTAAACCTCTITIATAAGGGAATAAAGTGCGGGACGTGTCC
CGTTITGTATGTACCTTATGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCGAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCCTTTTAAGTCAGCGGTGAAAGTCTGTGGCTCAACCATAG
AATTGCCGITGAAACTGGGAGGCTIGAGTATGTITGAGGCAGGCGGAATGCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGAT
ATCACGCAGAACCCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCCAAGCCATTACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGGGGATCARAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCAGTAAACGATGATCACTAGCIGITIGCGATACACTGTAAGCGGCACAGC
GARAGCGTTAAGTGATCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTCGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGAGGAACATGTIGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGTITTIGAACGCATTCGGACMGAKGTGGAA
ACACATTTTICTIAGCAATAGCCATTTGCGAGGIGCTGCATGGTIGTICGTCAGCICGTGCCGTIGAGGTGICGGCTTAAG
TGCCATAACGAGCGCAACCCTTGCCACTAGTTACTAACAGGTAAAGCTGAGGACICTGGTGGGACTGCCAGCGTAAG
CTGCGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACATCCGGGGCGACACACGTGTTACAATGGCGTGG
ACAAAGGGAAGCCACCIGGCGACAGGGAGCGAATCCCCAAACCACGTICICAGTTCGGATCGGAGTCTGCAACCCGAC
TCCGTGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCAAGCCATGGGAGCCGGGGGTACCTGAAGTCCGTAACCGCGAGGATCGGCCTAGGGTAAAACTGGTGACTGG
GGCTAAGTCGTACGGGG

SEQ ID NO:10 (secventd genom a tulpinei 755) - vezi lista de secvente electronica
din W02018229189.

SEQ ID NO:11 (secventd ARNr 16S consens pentru tulpina Megasphaera massiliensis MRX0029)

TGAGAAGCTIGCITCTTATCGATTCTAGTGGCAAACGGGTGAGTAACGCGTAAGCAACCIGCCCTTCAGATGGGGAC
AACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGAATACGTTCTITTCCGCCGCATGACGGGAAGAAGAAAGGGAGGCCTTICGGE
CTTTCGCTGGAGGAGGGGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCCACGATCAGTAGCC
GGTCTGAGAGGATGAACGGCCACATTIGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGCAATCTT
CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAAGTTCTIGITATATG
GGACGAACAGGACATCGGTTIAATACCCGGTGTCTITTGACGGTACCGTAAGAGARAGCCACGGCTAACTACCTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTIGTICCGGAATTATIGGGCGTARAAGGGCGCGCAGGCGGCATCGCAAGT
CGGICTTAAAAGTGCGGGGCTTIAACCCCGTGAGGGGACCGARACTGTGAAGCTCGAGTGTICGGAGAGGAAAGCGGAA
TTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGCARAGCGGCITICTGGACGACAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCCAGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTICCTGGCCGTAARACGATGGATACTAGS
TGTAGGAGGTATCGACTCCITCTGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTG
ARACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGIGGAGTATGTGGITTAATTCCGACGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAAGCCTITGACATTIGATTGCTACGGAAAGAGATITCCGGTICITCTTCGGAAGACAAGRAAAACAGGTGGIGCACGS
CIGTCGTCAGCTCGIGICGTGAGATCTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAICTICTGTTGCCAGCACC
TCGGGTGGGCACTICACGAAGAGACTGCCGCAGACAATGCGGAGCAAGGCGGGEGATGACGTCAAGTCATCATCCCCCIT
ATGGCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTCTTAATAGAGGGAAGCGAAGCAGCCATCCCGGAGCAAACCCCAARN
ACAGAGTCCCAGTTCGGATTIGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCAGGAATCGCTAGTAATCCCAGGTCAGCATA
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTIGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTCATTCACACCCGAAGCLGGTGA
GGCAACCGCAAG

5
Initiatori utilizat pentru qPCR (cu SEQ ID NO in parantezi)

Nume Secventi directa Secventi inversa
ACTB GATCAAGATCATTGCTCCTC (12) TTGTCAAGAAAGGGTGTAAC (13)
GAPDH |GGTATCGTGGAAGGACTCATG (14) ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTC (15)
MAP2 CTCAGCACCGCTAACAGAGG (16) CATTGGCGCTTCTCTCCTC (17)
Occludin  [AAGAGGAATTTTGACACTGG (18) GCCATGTACTCTTCACTTTC (19)
TI1 AAGTCACACTGGTGAAATCC (20) CTCTTGCTGCCAAACTATCT (21)
TIP2 [CCCTCCCCTGGATCAGGAT (22) GCCATCAAACTCGTCCATCA (23)
Villin |[CATTACCTGCTCTACGTTTG (24) AGATGGACATAAGATGAGGTG (25)
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<120> COMPOZITII CUPRINZAND TULPINI BACTERIENE
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<151> 2017-06-14
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<151> 2017-06-15
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<151> 2018-04-11
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<151> 2018-04-11
<150> GB 1806780,1
<151> 2018-04-25
<150> GB 1805991,5
<151> 2018-04-11
<150> GB 1806779,3
<151> 2018-04-25

<160> 25

<170> SeqWin2010, versiunea 1.0

<210> 1
<211> 1488
<212> ADN

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 1
agagtttgat
ggcagcgggyg
aacttgeccta
gatcccgeat
aggcagttgg
gtcccccaca
attggtcaat
atcgtaaacc
tatgaataag
ttatcecggat
tetgtggete
gcggaatgeg
gcagcctgee
gataccctgg
cggcacagceg
aaggaattga
aggaacctta
agccgtttge
tgccataacg
gggactgcca
cateccgggge
gagcgaatcce
ctggattcgce
acacaccgcec
ggcctagggt
<210> 2
<211> 1486
<212> ADN

cctggctcag
tgtagcaata
tcagaggggg
gggaatattt
cggggtaacg
ttggtactga
gggcgtaage
tcttttataa
gatcggctaa
ttattgggtt
aaccatagaa
tggtgtageg
aagccattac
tagtccacge
aaagcgttaa
cgggggccey
ccegggtttg
gaggtgcetge
agcgcaacce
gcgtaagctg
gacacacgtg
ccaaaccacg
tagtaatcgce
cgtcaagcca
aaaactggtg

gatgaacgct
caccgeccgge
ataacccgge
gctaaagatt
gcccaccaaa
gacacggacc
ctgaaccagce
gggaataaag
cteegtgeca
taaagggtgce
ttgcegttga
gtgaaatgca
tgacgctgat
agtaaacgat
gtgatccacce
cacaagcgga
aacgcatteg
atggttgtcg
ttgccactag
cgaggaaggc
ttacaatggc
tctcagtteg
gcatcagcca
tgggagccgg
actggggcta

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 2

agcgacaggce
gaccggcgcea
gaaagtcgga
catcgectgat
ccgacgatgg
aaactcctac
caagtcgegt
tgcgggacgt
gcagccgegyg
gtaggcggce
aactgggggg
tagatatcac
gcacgaaagc
gatcactagce
tggggagtac
ggaacatgtg
gaccgaggtg
tcagctcgtg
ttactaacag
ggggatgacg
gtggacaaag
gatcggagte
tggcgeggtyg
gggtacctga
agtcgtaaca

ttaacacatg
cgggtgagta
ctaataccge
agataggcat
ataggggtte
gggaggcagc
gagggatgaa
gtececegtttt
taatacggag
ttttaagtca
cttgagtatg
gcagaacccce
gtggggatca
tgtttgegat
gccggcaacy
gtttaattcg
gaaacacctt
ccgtgaggtyg
gttaggctga
tcaaatcagc
ggaggccace
tgcaacccga
aatacgttcc
agtccgtaac
aggtaacc

caagtcgagg
acgcgtatge
atgaagcagg
gcgttcecatt
tgagaggaag
agtgaggaat
ggttctatgg
gtatgtacct
gatccgageg
gcggtgaaag
tttgaggcag
gattgcgaag
aacaggatta
acactgtaag
gtgaaactca
atgatacgcg
ttetageaat
tcggettaag
ggactctggt
acggccctta
tggcgacagg
ctccgtgaag
cgggecttgt
cgaaaggatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1488



10

agagtttgat
ggcagcacag
cttacctatc
cceccgeatgg
gcagttggeg
cccccacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctce
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgcgtg
agcctgccaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttacce
cogtttgega
ccataacgag
gactgccage
tcecggggega
gcgaatcece
ggattcgceta
acaccgececeg
cctagggtaa
<210> 3
<211> 1486
<212> ADN

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

cctggctcag
gtagcaatac
agagggggat
ggatatttge
gggtaacggc
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggcccegea
cgggtttgaa
ggtgetgeat
cgcaaccctt
gtaagctgeg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgege
tcaagccatg
aactggtgac

gatgaacgcet
cgggtggcga
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgccage
aagggtgcgt
gccgttgaaa
gaaatgctta
acgctgatge
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcgga
ggttgtegte
gccactagtt
aggaaggcgg
acaatggcgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagccgggyg
tggggctaag

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 3
agagtttgat
ggcagcacag
cttgecctate
ccccgeatgg
gcagttggeg
ccecccacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctc
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgegtg
agcectgecaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttace
caegtttgega
ccataacgag
gactgccage
tccggggcga
gcgaatcccce
ggattcgecta
acaccgeceeg
cctagggtaa
<210> 4
<211> 1486
<212> ADN

cctggctcag
gtagcaatac
agagggggat
ggatatttge
gggtaacggc
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tecggectaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agegttaagt
ggggccecgea
cgggtttgaa
ggtgctgecat
cgcaaccctt
gtaagctgeg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgcge
tcaagccatg
aactggtgac

gatgaacgct
ccgecggega
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgecage
aagggtgcgt
gcegttgaaa
gaaatgctta
acgctgatge
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagg
cgcattcgga
ggttgtegte
gccactagtt
aggaaggcgyg
acaatggcgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagccgggg
tggggctaag

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 4

46

agcgacaggc
ccggcgcacyg
aagtcggact
tcgectgatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgegtga
cgggacgtgt
agccgcggta
aggcggcectt
ctgggggget
gatatcacgc
acgaaagcgt
tcactagcetg
gggagtacgce
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctegtgec
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggg
teggagtetg
gcgeggtgaa
gtacctgaag
tcgtaacaag

agcgacaggc
ceggcegeacy
aagtcggact
tcgetgatag
gacgatggat
actecctacgg
agtecgegtga
tgggacgtgt
agccegeggta
aggcggcectt
ctgggaggct
gatatcacge
acgaaagegt
tcactagctg
gggagtacge
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctcegtgec
actaacaggt
ggatgacgte
ggacaaaggg
tcggagtcetg
gageggtgaa
gtacctgaag
tcgtaacaag

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccgecat
ataggcatge
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
cctgttttgt
atacggagga
ttaagtcagce
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgte
aaagctgagg
aaatcagcac
aagccacctg
caacccgact
tacgttceceg
tcegtaaceg
gtaacc

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccgcat
ataggcatge
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
cctgttttgt
atacggagga
ttaagtcagce
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgte
gatgctgagg
aaatcagcac
atgccacctg
caacccgact
tacgttcceg
tccgtaaceg
gtaacc

caagtcgagg
gcgtatgcaa
gaagcagggyg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttectatggat
atgtacctta
tccgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggce
ttgcgaaggce
caggattaga
agtgtaagcg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcettaagtyg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

caagtcgagg
gcgtatgecaa
gaagcagggyg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttetatggat
atgtacctta
tcegagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcagge
ttgcgaagge
caggattaga
actgtaagcg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaagcet
ggccttgtac
aaaggatcgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1486

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1486



10

agagtttgat
ggcagcacag
cttacctatc
cceccgeatgg
gcagttggeg
cccccacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctc
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgcgtg
agcctgccaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttacce
cogtttgega
ccataacgag
gactgccage
tcecggggega
gcgaatcece
ggattcgceta
acaccgececeg
cctagggtaa
<210> 5
<211> 1486
<212> ADN

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

cctggctcag
gtagcaatac
agagggggat
ggatatttge
gggtaacggc
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggctaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggcccegea
cgggtttgaa
ggtgetgeat
cgcaaccctt
gtaagctgeg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgege
tcaagccatg
aactggtgac

gatgaacgcet
cgggtggcga
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgccage
aagggtgcgt
gccgttgaaa
gaaatgctta
acgctgatge
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagqg
cgcattcgga
ggttgtegte
gccactagtt
aggaaggcgg
acaatggcgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagccgggg
tggggctaag

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 5
agagtttgat
ggcagcacag
cttacctatce
ccccgeatgg
gcagttggeg
cccccacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctce
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgcgtg
agcctgccaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttacce
ccgtttgega
ccataacgag
gactgccage
tceggggega
gcgaatccce
ggattcgcecta
acaccgeccg
cctagggtaa
<210> 6
<211> 1486
<212> ADN

cctggctcag
gtagcaatac
agagggggat
ggatatttge
gggtaacggce
ggtactgaga
gcgtaagcecet
ttttataagg
tcggectaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagceggt
gccatgactg
gtecacgecag
agcgttaagt
ggggcccgea
cgggtttgaa
ggtgctgcat
cgcaaccctt
gtaagctgeg
cacacgtgtt
aaaccacgtc
gtaatcgcge
tcaagccatg
aactggtgac

gatgaacgcet
cgggtggcga
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacce
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgeceage
aagggtgegt
gcegttgaaa
gaaatgctta
acgctgatgc
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcgga
ggttgtegte
gccactagtt
aggaaggcgyg
acaatggcgt
tcagttegga
atcagccatg
ggagccgggg
tggggctaag

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 6

47

agcgacaggc
ccggegeacyg
aagtcggact
tcgectgatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgegtga
cgggacgtgt
agccgcggta
aggcggcectt
ctgggagget
gatatcacgc
acgaaagcgt
tcactagcetg
gggagtacgce
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctegtgec
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggg
teggagtetg
gcgeggtgaa
gtacctgaag
tcgtaacaag

agcgacaggce
ccggcgeacyg
aagtcggact
togetgatag
gacgatggat
actectacgg
agtcgcgtga
tgggacgtgt
agceocgeggta
aggcggectt
ctgggaggcet
gatatcacge
acgaaagcgt
tcactagetg
gggagtacge
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctcgtgec
actaacaggt
ggatgacgte
ggacaaaggg
tcggagtcetg
gcgeggtgaa
gtacctgaag
tcgtaacaag

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccgecat
ataggcatge
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
ccegttttgt
atacggagga
ttaagtcagce
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgte
aaagctgagg
aaatcagcac
aggccacctg
caacccgact
tacgttceceg
tcegtaaceg
gtaacc

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccgcat
ataggcatge
aggggttctyg
gaggcagcag
gggatgaagg
cccgttttgt
atacggagga
ttaagtcage
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgegatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgtc
aaagctgagg
aaatcagcac
aggccacctg
caacccgact
tacgttcceg
tcegtaaceg
gtaacc

caagtcgagg
gcgtatgcaa
gaagcagggyg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttectatggat
atgtacctta
tccgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggce
ttgcgaaggce
caggattaga
actgtaagcg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcettaagtyg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

caagtcgagg
gcgtatgcaa
gaagcagggg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttctatggat
atgtacctta
tcegagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggce
ttgcgaagge
caggattaga
attgtaagecg
gaaactcaaa
gatacgcgag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1486

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1486



10

agagtttgat
ggcagcacag
cttacctatc
cccegeatgg
gcagttggeg
cacccacatt
tggtcaatgg
cgtaaacctce
tgaataagga
atccggattt
tgtggctcaa
ggaatgcgtg
agcctgccaa
taccctggta
gcacagcgaa
ggaattgacg
gaaccttace
ccgtttgcega
ccataacgag
gactgccage
tceggggega
gcgaatcece
ggattcgeta
acaccgcceceg
cctagggtaa
<210> 7
<211> 1492

<212> ADN

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

cctggctcag
gtagcaatac
agagggggat
ggatatttge
gggtaacggce
ggtactgaga
gcgtaagect
ttttataagg
tcggectaact
attgggttta
ccatagaatt
gtgtagcggt
gccatgactg
gtccacgcag
agcgttaagt
ggggcccgea
cgggtttgaa
ggtgctgcat
cgcaaccctt
gtaagctgeg
cacacgtgtt
aaaccacgtce
gtaatcgege
tcaagccatg
aactggtgac

gatgaacgcet
cgggtggcga
aacccggcga
taaagattca
ccaccaaacc
cacggaccaa
gaaccagcca
gaataaagtg
ccgtgecage
aagggtgcegt
gcegttgaaa
gaaatgctta
acgctgatge
taaacgatga
gatccacctg
caagcggagyg
cgcattcgga
ggttgtcgtce
gccactagtt
aggaaggcgg
acaatggecgt
tcagttcgga
atcagccatg
ggagccgggyg
tggggctaag

<213> Parabacteroides merdae

<400> 7

agagtttgat
ggcagcatga
atgcaactta
caggggtccc
cattaggcag
gaaggtcccce
gaatattggt
atggtttgta
accctatgaa
agcgttatcce
aaagtttgtg
gtaggcggaa
gaaggcagct
attagatace
taagctctac
ctcaaaggaa
cgcgaggaac
caatagcaga
taagtgccat

tggtgagact
cttacatcceg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac
gateggecta
<210> 8
<211> 1492
<212> ADN

cctggctcag
tttgtagcaa
cctatcagag
gcatgggaat
ttggeggggt
cacattggta
caatggccga
aacttctttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccat
tgegtggtgt
tactaaacca
ctggtagtece
agcgaaagcg
ttgacggggg
cttacceggg
ttacgaggtg
aacgagcgca

gccagcgtaa
gggcgacaca
atctccaaac
tegetagtaa
cgcccgtcaa
gggtaaaact

gatgaacgct
tacagattga
ggggatagcc
atttgttaaa
aacggcccac
ctgagacacg
gaggctgaac
ataggggaat
ctaactccgt
ggtttaaagg
aaaattgccg
agcggtgaaa
taactgacac
acgcagtaaa
ttaagtaatc
cccgcacaag
tttgaacgta
ctgcatggtt
acccttatca

gctgtgagga
cgtgttacaa
catgtctcag
tegegeateca
gccatgggag
ggtgactggyg

<213> Parabacteroides merdae

<400> 8

48

agcgacaggc
ccggcgcacyg
aagtcggact
tcgetgatag
gacgatggat
actcctacgg
agtcgegtga
tgggacgtgt
agccgceggta
aggcggcectt
ctgggagget
gatatcacgc
acgaaagcgt
tcactagcetg
gggagtacge
aacatgtggt
ccgaggtgga
agctcgtgcce
actaacaggt
ggatgacgtc
ggacaaaggg
teggagtcetg
gcgeggtgaa
gtacctgaag
tcgtaacaag

agcgacaggce
tggcgacegy
cggcgaaagt
gattcatcge
caaaccgacg
gaccaaactce
cagccaagtce
aaagtggagg
gccagcagcec
gtgcgtaggt
ttgaaactgg
tgcatagata
tgaagcacga
cgatgattac
cacctgggga
cggaggaaca
gtctgacegg
gtcgtcaget
ctagttacta

aggtggggat
tggcatggac
ttcggatcgg
gecatggege
ccgggggtac
getaagtegt

ttaacacatg
ggtgagtaac
aataccgcecat
ataggcatgce
aggggttctg
gaggcagcag
gggatgaagg
ccegttttgt
atacggagga
ttaagtcagce
tgagtatgtt
agaaccccga
ggggatcaaa
tttgcgatac
cggcaacggt
ttaattcgat
aacacctttt
gtgaggtgtc
aaagctgagg
aaatcagcac
aggccacctg
caacccgact
tacgtteeeg
tccgtaaccg
gtaacc

ttaacacatg
cgcacgggtyg
cggattaata
tgatagatag
atggataggyg
ctacgggagg
gcgtgaagga
acgtgtccectt
gcggtaatac
ggtgatttaa
gttacttgag
tcacgcagaa
aagcgtgggg
taggagtttg
gtacgccgge
tgtggtttaa
agtggaaaca
cgtgeegtga
acaggtgaag

gacgtcaaat
aaagggcagc
agtctgcaac
ggtgaatacg
ctgaagtccg
aacaaggtaa

caagtcgagg
gcgtatgcaa
gaagcagggyg
gttccattag
agaggaaggt
tgaggaatat
ttectatggat
atgtacctta
tcecgagegtt
ggtgaaagtc
tgaggcaggce
ttgcgaaggce
caggattaga
attgtaagcecg
gaaactcaaa
gatacgegag
ctagcaatag
ggcttaagtg
actctggtgg
ggcccttaca
gcgacaggga
ccgtgaaget
ggccttgtac
aaaggatcgg

caagtcgagg
agtaacgcgt
ccccataaaa
gcatgcgttc
gttctgagag
cagcagtgag
agaaggatct
ttttgtatgt
ggaggatgeg
gtcagcggtyg
tgtgtttgag
ctccgattge
atcaaacagg
cgatacaatg
aacggtgaaa
ttcgatgata
ctacttctag
ggtgtcgget
ctgaggactc

cagcacggcec
tacctggcga
tcgactccegt
ttecegggee
taaccgcaag
ce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1486

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1260
1320
1380
1440
1492



10

agagtttgat
ggcagcatga
atgcaactta
caggggttcce
cattaggcag
gaaggtcccce
gaatattggt
atggtttgta
accctatgaa
agcgttatcc
aaagtttgtg
gtaggcggaa
gaaggcagct
attagatacc
taagctctac
ctcaaaggaa
cgcgaggaac
caatagcaga
taagtgccat
tggtgagact
cttacateccg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac
gatcggecta
<210> 9
<211> 1403
<212> ADN

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

cctggctcag
tttgtagcaa
cctatcagag
gcatgggaat
ttggcggggt
cacattggta
caatggccga
aacttctttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccat
tgcgtggtgt
tactaaacca
ctggtagtcc
agcgaaagceg
ttgacggggg
cttacceggg
ttacgaggtyg
aacgagcgca
gccagcgtaa
gggcgacaca
atctccaaac
tecgetagtaa
cgeccgtceaa
gggtaaaact

gatgaacgct
tacagattga
ggggatagcc
atttgttaaa
aacggcccac
ctgagacacg
gaggctgaac
ataggggaat
ctaactccgt
ggtttaaagg
aaaattgceg
agcggtgaaa
taactgacac
acgcagtaaa
ttaagtaate
cccgcacaag
tttgaacgta
ctgeatggtt
acccttatca
gctgtgagga
cgtgttacaa
catgtctcag
tegegecatcea
gccatgggag
ggtgactggg

<213> Parabacteroides distasonis

<400> 9
amccgggtgg
gataaccegg
tgctaaagat
ggcccaccaa
agacacggac
cctgaaccag
agggaataaa
actecegtgee
ttaaagggtg
attgecegttg
ggtgaaatgc
ctgacgctga
cagtaaacga
agtgatccac
gcacaagcegg
gaacgcattc
catggttgtc
cttgccacta
gcgaggaagg
gttacaatgg
gtctcagttc
cgcatcagcec
atgggagccg
gactgggget
<210> 11

<211> 1398
<212> ADN

cgaccggcege
cgaaagtcgg
tcatcgetga
accgacgatg
caaactccta
ccaagtcgeg
gtgcgggacg
agcagccgceg
cgtaggeggce
aaactgggag
atagatatca
tgcacgaaag
tgatcactag
ctggggagta
aggaacatgt
ggacmgakgt
gtcagctcgt
gttactaaca
cggggatgac
cgtggacaaa
ggatcggagt
atggecgeggt
ggggtacctg
aagtegtacyg

acgggtgagt
actaataccg
tagataggca
gataggggtt
cgggaggcag
tgagggatga
tgtccegttt
gtaatacgga
cttttaagtc
gcttgagtat
cgcagaaccce
cgtggggatc
ctgtttgega
cgeccggeaac
ggtttaatte
ggaaacacat
gccgtgaggt
ggtaaagcetg
gtcaaatcag
gggaagccac
ctgcaacceg
gaatacgttc
aagtccgtaa
999

<213> Megasphaera massiliensis

<400> 11

49

agcgacaggce
tggcgacegg
cggcgaaagt
gattcatcge
caaaccgacg
gaccaaactce
cagccaagtc
aaagtggagg
gccagcagee
gtgcgtaggt
ttgaaactgg
tgcatagata
tgaagcacga
cgatgattac
cacctgggga
cggaggaaca
gtctgacegg
gtegtcaget
ctagttacta
aggtggggat
tggcatggac
ttcggategg
gccatggege
ccgggggtac
gctaagtegt

aacgcgtatg
catgaagcag
tgcgttccat
ctgagaggaa
cagtgaggaa
aggttctatg
tgtatgtace
ggatccgage
agcggtgaaa
gtttgaggca
cgattgcgaa
aaacaggatt
tacactgtaa
ggtgaaactc
gatgatacge
tttctagcaa
gtcggcttaa
aggactctgg
cacggccctt
ctggcgacag
actccgtgaa
ccgggecttg
ccgcgaggat

ttaacacatg
cgcacgggtg
cggattaata
tgatagatag
atggataggg
ctacgggagg
gcgtgaagga
acgtgtcctt
gcggtaatac
ggtgatttaa
gttacttgag
tcacgcagaa
aagcgtgggg
taggagtttg
gtacgececgge
tgtggtttaa
agtggaaaca
cgtgeegtga
acaggtgaag
gacgtcaaat
aaagggcagce
agtctgcaac
ggtgaatacg
ctgaagteccg
aacaaggtaa

caacttgect
ggatcccgeca
taggcagttg
ggtcccccac
tattggtcaa
gatcgtaaac
ttatgaataa
gttatccgga
gtctgtgget
ggcggaatge
ggcagcctge
agataccctg
gcggcacagce
aaaggaattg
gaggaacctt
tagccatttg
gtgccataac
tgggactgcce
acatccgggg
ggagcgaatc
gctggattcg
tacacaccge

cggcctaggg

caagtcgagg
agtaacgcgt
ccccataaaa
gcatgcgtte
gttctgagag
cagcagtgag
agaaggatct
ttttgtatgt
ggaggatgcg
gtecagceggtg
tgtgtttgag
ctccgattge
atcaaacagg
cgatacaatg
aacggtgaaa
ttcgatgata
cteccttetag
ggtgtegget
ctgaggactc
cagcacggcece
tacctggega
tcgactecegt
ttecegggece
taaccgcaag
cc

atcagagggg
tgggaatatt
gcggggtaac
attggtactg
tgggcegtgag
ctecttttata
ggatcggeta
tttattgggt
caaccataga
gtggtgtage
caageccatta
gtagtccacg
gaaagcgtta
acgggggccc
acccgggttt
cgaggtgctg
gagcgcaacc
agcgtaagct
cgacacacgt
cccaaaccac
ctagtaatcg
ccgtcaagece
taaaactggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1492

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1403
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tgagaagcett
gcccttcaga
cgcatgacgg
tgattagecta
ggatgaacgg
ggaatcttce
tegggttgta
tgacggtacc
ggtggcaage
ggtcttaaaa
ggagaggaaa
agtggcgaaa
aacgggatta
atcgactcct
aaggctgaaa
ttcgacgcaa
cceggttette
tgagatgttg
gggtggggac
gtcatcatge
agcgaaggag
caactcegect
acgttcccgg
cggtgaggca
<210> 12

<211> 20

<212> ADN
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gcttettate
tggggacaac
gaagaagaaa
gttggagggg
ccacattggg
gcaatggacg
aagttctgtt
gtaagagaaa
gttgtcecgga
gtgcgggget
gcggaattcc
gcggetttet
gatacccegg
tctgtgececgg
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
tteggaagac
ggttaagtcc
tcagaagaga
ccettatgge
cgatccggag
gcatgaageca
gccttgtaca
accgcaag

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Initiator

<400> 12

gatcaagatc attgctcctc

<210> 13
<211> 20
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Initiator

<400> 13

ttgtcaagaa agggtgtaac

<210> 14
<211>21
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Initiator

<400> 14

ggtatcgtgg aaggactcat g

<210> 15
<211>21
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Initiator

<400> 15

atgccagtga getteecgtt ¢

<210> 16
<211> 20
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Initiator

<400> 16

ctcagcaccg ctaacagagg

<210> 17

gattctagtg
agctggaaac
gggaggcctt
taacggecca
actgagacac
aaagtctgac
atatgggacg
gccacggcta
attattggge
taacccegtg
tagtgtagcg
ggacgacaac
tagtcctgge
agttaacgca
ttgacggggg
cttaccaage
aagaaaacag
cgcaacgagce
ctgcegeaga
ttgggctaca
caaaccccaa
ggaatcgcta
caccgcccgt

20

20

21

21

20

50

gcaaacgggt
ggctgctaat
cgggettteg
ccaaggcgac
ggcccagact
ggagcaacgce
aacaggacat
actacgtgcce
gtaaagggcg
aggggaccga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ataagtatcc
cccgcacaag
cttgacattg
gtggtgcacg
gcaaccccta
caatgcggag
cacgtactac
aaacagagtc
gtaatcegecag
cacaccacga

gagtaacgeg
accgaatacg
ctggaggagg
gatcagtage
cctacgggag
cgcgtgaacyg
cggttaatac
agcagccgeg
cgcaggcggce
aactgtgaag
tagatattag
gcgcgaaage
ggatactagg
cgcctgggga
cggtggagta
attgctacgg
gctgtegteca
tcttectgttg
gaaggcgggyg
aatggctett
ccagttcgga
gtcagcatac
aagtcattca

taagcaacct
ttettteege
ggcttgegte
cggtetgaga
gcagcagtgg
atgacggcct
ccggtgtett
gtaatacgta
atcgcaagtce
ctcgagtgte
gaggaacacc
caggggagca
tgtaggaggt
gtacggccge
tgtggtttaa
aaagagattt
gctegtgteg
ccagecaccte
atgacgtcaa
aatagaggga
ttgcaggetg
tgeggtgaat
cacccgaagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398
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<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 17

cattggegct tetetecte 19
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 18

aagaggaaltt ttgacactgg 20
<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 19

gecatgtact ctteacttte 20
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 20

aagtcacact ggtgaaatce 20
<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 21

ctettgetge caaactatet 20
<210> 22

<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 22

cecteeectg gatcaggat 19
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator

<400> 23

gecatcaaac tegtecatea 20
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> Initiator
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<400> 24

cattacctgc tctacgtttg 20
<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> Initiator

<400> 25

agatggacat aagatgaggt g 21
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(57) Revendicari;

1. O compozitie cuprinzand o tulpind bacteriand din genul Parabacteroides, pentru utilizare
intr-o metodd de tratare sau prevenire a unei tulburiri neurodegenerative selectatd din grupul
constind din boalad Parkinson, incluzind paralizie supranucleard progresiva, sindrom Steele-
Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular sau
arteriosclerotic si parkinsonism indus de medicamente; boald Alzheimer, incluzind sindrom
Benson; boald Huntington; sclerozd laterald amiotrofica; boald Lou Gehrig; boald a neuronului
motor; boald prion; ataxic spinocercbrald; atrofie musculard spinald; dementd, incluzind corpi
Lewy, dementd vasculard si frontotemporald; afazie progresivd primard; depreciere cognitivad
usoard; depreciere cognitivi asociatd cu HIV si degenerare corticobazala.

2. Compozitia pentru utilizare conform revendicirii 1, in care compozitia este pentru
utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a bolii Parkinson.

3. Compozitia pentru utilizare conform oricdreia dintre revendicdrile 1-2, in care
compozitia este pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a debutului timpuriu al bolii
neurodegenerative.
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4. Comporzitia pentru utilizare conform cu oricare din revendicdrile precedente, in care
compozitia este pentru utilizare intr-o metodd de prevenire sau intirziere a debutului sau
progresului unei tulburdri neurodegenerative.

5. O compozitie cuprinzand o tulpind bacteriand din genul Parabacteroides, pentru utilizare
intr-o metoda de tratare a leziunii creierului.

6. Comporzitia pentru utilizare conform revendicdrii 5, in care leziunea creierului este
accident vascular cercbral, cum ar fi ischemie cercbrald, ischemie cerebrald focald, accident
vascular cerebral ischemic sau accident vascular cerebral hemoragic.

7. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu oricare din revendicdrile precedente, in
care tulpina bacteriand este de Parabacteroides distasonis.

8. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu oricare din revendicdrile precedente, in
care tulpina bacteriani are o secventd ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% sau 99,9% identicd cu secventa ARNr 16s a unei tulpini bacteriene de Parabacteroides
distasonis.

9. Compozitia pentru utilizare conform oricireia dintre revendicirile 1-7, in care tulpina
bacteriand are o secventd ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau
99,9% identicd cu SEQ ID NO:1, 2, 3,4,5,6,7 8 sau 9.

10. Compozitia pentru utilizare conform revendicdrii 9, in care tulpina bacteriand are o
secventd ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici cu
SEQ ID NO:9, sau in care tulpina bacteriand are secventa ARNr 16s reprezentatd de SEQ ID
NO:9.

11. Compozitia pentru utilizare conform revendicdrii 1, In care compozitia cuprinde o
tulpind bacteriand a speciilor Parabacteroides distasonis, pentru utilizare intr-o metodad de tratare
sau prevenire a bolii Parkinson.

12. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu oricare din revendicdrile precedente, in
care compozitia este pentru administrare orald; si/sau in care compozitia cuprinde unul sau mai
multi excipienti acceptabili farmaceutic sau purtitor; si/sau in care tulpina bacteriand este
liofilizata.

13. Un produs alimentar cuprinzind compozitia oricdreia din revendicdrile precedente,
pentru utilizarea oricareia din revendicdrile precedente.

14. O celuld de tulpind Parabacteroides distasonis depozitatd sub numdirul de acces
NCIMB 42382, pentru utilizare in tratarea sau prevenirea unei tulburdri neurodegenerative, in care
celula este pentru utilizare intr-o metodd definita in oricare dintre revendicdrile 1-4.

15. Celula conform revendicdrii 14, in care tulburarca neurodegencrativd este boala
Parkinson.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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FIG. 1 protectie impotriva neurotoxicitatii
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FIG. 3A secretia de IL-6 din U373

%%

MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

56

FEH

25000+

5000-



MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

57

€LEN UIP 8- 8P B13AI03S e "6)[

0041



MD/EP 3600363 T2 2021.05.31

58

FIG. 4 inhibarea activirii NFkB-AP1 indusa de a-sinucieind
in HEK-TLR4
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FIG. 11 Neuroprotectie - viabilitate celulars
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FIG. 12 Productie de neurotransmilatori in creier
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FIG. 14A

Tratament
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FIG. 14C
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FIG. 14D
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FIG. 14F permeabilitate in colon
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. FIG. 16A Productie ROS totala
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