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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

DOMENIUL TEHNIC

Aceasta inventie este in domeniul compozitiilor cuprinzind 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 dinamicd de
colonizare microbiand si succesiune, care este influentatd de factori cum ar fi modul de livrare,
mediul, dieta si genotipul gazdei, care toate impacteazi compozitia mocrobiotei intestinale, in
special in primii ani de viatd. Ulterior, microbiota se stabilizeaza si devine asemandtoare cu cea a
unui adult [1]. Microbiota intestinului uman contine mai mult de 500-1000 de filotipuri diferite
apartinind in mod esential la doud divizii bacteriene majore, Bacteroidete si Firmicute [2].
Relatiile simbiotice de succes care apar din colonizarea bacteriand a intestinului uman au dat o
largd varietate de functii metabolice, structurale, protectoare si alte functii benefice. Sporirea
activitafii metabolice a intestinului colonizat asigurd ci, componente alimentare altfel indigerabile
sunt degradate cu eliberarea produselor secundare furnizand o sursi de nutrifie importantd pentru
gazda. In mod similar, importanta imunologicd a microbiotei intestinale este bine recunoscutd 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 bacterie
Clostridium cluster XIVa sunt reduse la pacientii cu IBD in timp ce numarul de E. coli este
crescut, sugerand un defazaj in echilibrul simbiontilor si patobiontilor din intestin [6- 9].

In recunoasterea potentialului efect pozitiv pe care anumite tulpini bacteriene il pot avea
asupra intestinului animalului, diferite tulpini au fost propuse pentru utilizare in tratamentul
diferitelor boli (vezi, de exemplu, [10-13]). De asemenea, anumite tulpini, incluzand mai alest
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 anumitor tulpini
bacteriene asupra intestinului si la un nivel sistemic si pe orice tip particular de boli este slab
caracterizatd, 1n special pentru tulburdrile neurodegenerative.

Recent, s-a manifestat un interes crescut in domeniu referitor la alterarile din
microbiomul intestinal care poate juca un rol patofiziologic in bolile creierului uman [16].
Dovezile preclinice si clinice sugercazd puternic o legiturd intre dezvoltarea creierului si
microbiotd [17]. Un corp in crestere din literatura preclinicA a demonstrat semnalizarca
bidirectionald intre creier si microbiomul intestinal, care implicd multiple sisteme de semnalizare
neurocrine si endocrine. Intr-adevir, nivelurile crescute de specii Clostridium in microbiome au
fost legate de tulburdri ale creierului [18], si un dezechilibru de fild Bacteroidete i Firmicute a
fost de asemenea implicat in dezvoltarea tulburdrilor creierului [19]. Sugestiile c¢d nivelurile
alterate de comensale intestinale, incluzandu-le pe cele de Bifidobacterie, Lactobacillus,
Sutterella, Prevotella $i Ruminococcus genera si ale familiei de Alcaligenaceae sunt implicate in
tulburdrile imuno-mediate ale sistemului nervos central (CNS), sunt investigate prin studii
sugerand o lipsd de alterare la microbiotd intre pacienti si subiectii sdnitosi [19]. S-a sugerat de
asemenca ci administrarea de probiotice poate fi beneficd in tratamentul tulburdrilor neurologice.
Totusi, aceste studii au esuat in a concluziona cd compozitiile probiotice per se pot obtine beneficii
terapeutice fatd de tratamentul neurodegenerdrii i nu au prezentat nici un efect util pentru nici o
bacterie particulard [20, 21]. Acest lucru indica faptul ci, in prezent, efectul practic al legiturii
intre microbiom i bolile creierului uman este slab caracterizat. Corespunzitor, sunt necesare
studii analitice mai directe pentru a identifica impactul terapeutic al alterdrii microbiomului asupra
tulburdrilor neurodegenerative.

Existi a cerinfi in domeniu pentru noi metode pentru tratarea tulburdrilor
neurodegenerative. Existi de asemenea o cerintd pentru caracterizarea efectelor potentiale ale
bacteriei intestinale astfel incit si poata fi dezvoltate noi terapii utilizind bacteria intestinald.

US 2004/005304 descrie o compozitie pentru tratamentul unei tulburdri neurologice si a
afectiunii gstrointestinale asociate. US 2004/170617 descrie o metoda de tratare sau prevenire a
unei boli asociate cu o flord gastrointestinald anormald. US 2004/120963 descrie un aliment sau
hrand cuprinzand o compozitie care cuprinde ca un ingredient activ bacteria sau produse procesate
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ale acesteia capabile sd transforme acidul lactic in acid butiric. Padmanabhan, R. si colab.,
Standards in Genomic Sciences 8(3) (p,525-538), descriutulpina NP3 de Megasphaera
massiliensis. Nallabelli N. si colab., Scientific Reports 6(1), descriu analiza secventei genome de
tulpind DISK18 de Megasphaera sp.. US 2016/271188 descrie compozifii probiotice pentru
tratamentul tulburdrilor gastrointestinale.

REZUMATUL INVENTIEI

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

Inventatorii au identificat de asemenea cd Megasphaera massiliensis produce anumiti
acizi organici incluzand acidul hexanoic, acidul valeric si acidul 4-hidroxifeniacetic. Inventatorii
au descoperit de asemenea cd Megasphaera massiliensis poate crestere activarea de citokine pro-
inflamatorii IL-8, care poate ajuta la promovarea mielindrii neuronale. Inventatorii au identificat
de asemenea ci tratamentul cu o combinatic de Megasphaera massiliensis i acid retinoic poate
creste secretia factorului neurotrofic derivat din creier (BDNF), care poate ajuta la promovarea
neurogenezei §i neuritogenezei si/sau preveni moartea celulei. Inventatorii au identificat de
asemenea cd tratamentul cu Megasphaera massiliensis, care poate produce acid valeric, poate
reduce deacetilarea histond, care poate ajuta la reducerea mortii celulei si apoptozei. Mai mult,
inventatorii au descoperit de asemenea cd Megasphaera massiliensis poate produce acid hexanoic,
care poate fi neuroprotector sau neurorestaurator, de exemplu prin promovarea cresterii de neurite.
Inventatorii au descoperit cd Megasphaera massiliensis care poate produce acid hexanoic, crestere
expresia de MAP2 (proteind 2 asociatd cu microtuburi), despre care se crede cd este esentiald
pentru formarea de microtuburi in neuritogenezi. Prin urmare, inventatorii au descoperit
¢ Megasphaera massiliensis care poate produce acid hexanoic, poate fi utilizatd pentru a promova
cresterea neuritelor. Megasphaera massiliensis si alte bacterii care produc acizi organici ca acidul
hexanoic, acidul valeric si acidul 4-hidroxifenilacetic pot fi prin urmare utile pentru tratarea
tulburdrilor neurodegenerative.

Inventia furnizeazd o compozitic cuprinzind o tulpini bacteriand  din
genul Megasphaera, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a unei tulburdri
neurodegenerative, in care tulpina bacteriand are o secventd 16s rARN care este cel putin 95%
identici cu SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, inventia furnizeazd o compozitic cuprinzind tulpina bacteriani de
mai sus din genul Megasphaera, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a unei boli
sau afectiuni selectate din grupul constind din: boala Parkinson, incluzind pralizie supranucleara
progresivd, paralizie supranucleard progresivd, sindrom  Steele-Richardson-Olszewski,
hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si parkinsonism indus
de medicamente; boald Alzheimer, incluzand sindromul Benson; sclerozd multipld; boald
Huntington; sclerozd laterald amiotroficd; boald Lou Gehrig; boald ncuronald motoare; boald
prion; ataxie spinocerebrald; atrofie musculard spinald; dementd, incluzand corp Lewy, dementa
vasculard si frontotemporald; afazie progresiva primard; depreciere cognitivd usoard; depreciere
cognitiva asociatd cu HIV si degenerare corticobasali.

In realizirile preferate, inventia furnizeazi o compozitie cuprinzand tulpina bacteriani de
mai sus din genul Megasphaera, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a bolii
Parkinson, cum ar fi Parkinsonul din mediu, sau familial asociat cu stiri inflamatorii generale.
Inventatorii au identificat cd tratamentul cu tulpini de Megasphaera poate reduce activarea
moleculelor proinflamatorii, cum ar fi NFkB si IL-6, prin LPS si a-sinucleind mutanti in modelele
in vitro ale Parkinsonului din mediu si familial. In realizirile preferate, inventia furnizeazi o
compozitie cuprinzand o tulpind bacteriand a speciilor Megasphaera massiliensis, pentru utilizare
in tratamentul bolii Parkinson. Compozitiile utilizAnd Megasphaera massiliensis pot fi in special
eficiente pentru tratarea Parkinsonului.

In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare intr-o metodi de tratare sau
prevenire a debutului timpuriu al bolii neurodegenerative. In unele realiziri, compozitiile inventici
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sunt pentru utilizare intr-o metodd de prevenire sau de intirziere a debutului sau progresului unei
tulburdri neurodegenerative.

In realizdrile preferate ale inventiei, tulpina bacteriand din compozitic este de
Megasphaera massiliensis. Pot fi de asemenea utilizate tulpini strans inrudite, cum ar fi tulpinile
bacteriene care au o secventd 16S rARN care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau
99,9% identicdi cu secventa 16S rARN a unei tulpini bacteriene de Megasphaera
massiliensis. Tulpina bacteriand are o secventd 16S rARN care este cel putin 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu SEQ ID NO:2. Preferabil, tulpina bacteriand pentru
utilizare in inventie are secventa 16S rARN reprezentatd de SEQ ID NO:2.

In anumite realiziri, compozitia inventiei este pentru administrare orali. Administrarea
orald a tulpinilor inventiei poate fi eficientd pentru tulburdrile neurodegenerative. De asemenea,
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 sau
purtdtori acceptabili farmaceutic.

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

In anumite realizdri, inventia furnizeazd un produs alimentar cuprinzand 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 dezvoltarea inventiei de mai sus, inventatorii au identificat si caracterizat o tulpind
bacteriand care este in special utild pentru terapie. Tulpina Megasphaera massiliensis a inventiei
este prezentatdi a fi eficientd pentru tratareca bolilor descrise aici, cum ar fi bolile
neurodegenerative. Prin urmare, intr-un alt aspect, inventia furnizeazi o celuld de
tulpind Megasphaera massiliensis depozitati sub numarul de acces NCIMB 42787. Inventia
furnizeazi de asemenca compozitii cuprinzand astfel de celule, sau culturi biologic pure de astfel
de celule. Inventia furnizeazd de asemenea o celuld de tulpind Megasphaera
massiliensis depozitatd sub numdir de acces NCIMB 42787, pentru utilizare in terapie, in particular
pentru bolile descrise aici.

In anumite realiziri ale inventiei, compozitia este pentru utilizare in tratarea leziunii
creierului. Activitatea neuroprotectoare a compozitiilor inventiei si abilitatea lor de a reduce
nivelurile de activitate de deacetilaza 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 2: Reglarea negativa a secretiei de IL-6

Figura 3 Secretic de IL-8

Figura 4: Inhibare de secrefie IL-6 si IL-8 o- sinucleind

Figura 5: Inhibare de a- sinucleind indusd de activarea promotorului NFxB

Figura 6: Inhibare de LPS indusa de activarea promotorului NFxB

Figura 7: Modificare in capacitatea antioxidanti

Figura 8: Modificare in capacitatea antioxidantd totala (oxidare lipidad)

Figura 9: Modificare in activitatea de deacetilazi histond (HDAC)

Figura 10: Nivel productie de indol

Figura 11: Nivel de productie de Kirunenine

Figura 12: Niveluri medii de dopamind (DA) (Figura 12A), niveluri de DOPAC (Figura 12B) si
niveluri de HVA (Figura 12C) in striatum. Date sunt afisate ca medie + SEM.

Figura 13: Promovarea cresterii de neurite: microscopie luminoasd si expresia genei MAP2
(Figura 13A), imunomicroscopie cu fluorescentd faloidind (Figura 13B)

Figura 14: Modificare in nivelurile ROS in (a) celulele U373 si (b) celulele SHSY-5Y

Figura 15: Neuroprotectie - viabilitate celulard. Figura 15 prezinti acelasi date ca Figura 1.
Figura 16 Modificiri induse de tulpind in activitatea de deacetilazi histona a intregii celule si a
lizatului celular (Figura 16A), modificdri induse de acid in activitatea de deacetilazd histond
(Figura 16B), productia de metaboliti de cétre tulpini (Figura 16C)

Figura 17 Inhibare HDACI1 (Figura 17A), inhibare HDAC2 (Figura 17B), inhbare HDAC3
(Figura 17C)
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Figura 18 Inhibare de HDAC de clasi I (Figura 18A); inhibare de HDACI1 (Figura 18B); inhibare
de HDAC?2 (Figura 18C); inhibare de HDAC3 (Figura 18D)

Figura 19: Nivel de productic de BDNF

Figura 20: Niveluri de productie de metaboliti - neurotransmitdtori in creier

Figura 21: Niveluri de productie de metaboliti - acizi organici in supernatant

Figura 22: Efect asupra functiondrii barierei intestinale.

Figura 23: Productie de neurotransmititori in creier

Figura 24: Modificiri in expresia receptorului hipocampal - A) receptor de oxitocind, B) receptor
vasopresind, C) receptor glucocorticoid si D) receptor mineralocorticoid

Figura 25: Modificiri in expresia hipocampald de A) hormon de eliberare a corticotropinei
(CRH), B) expresia BDNF si C) TLR4

Figura 26: A) Modificdri in expresia hipocampald a receptorului 1 hormonal de eliberare a
corticotropinei (CRFR1) si B) expresia receptorului 2 hormonal de eliberare a corticotropinei
(CRFR2)

Figura 27: Modificdri in expresia hipocampala de A) factor de necrozi tumorald, B) interleukind
1bsi C) IL-6

Figura 28: A) Modificari in expresia hipocampald a integrinei Alfa M (CD11b) si B) Modificari
in expresia hipocampald a receptorului de serotonin 1A (receptor 5-HT1A)

Figura 29: A) Modificidri in subunitatea 2A de tip NMDA a receptorului ionotropic glutamat
hipocampal (Grin2A) si B) expresia subunitifii 2B de tip NMDA a receptorului ionotropic
glutamat (Grin2B)

Figura 30: Modificdri in expresia hipocampald de A) receptor 2 de acid A gama-aminobutiric
(GABA A2), B) receptor 1 de acid B gama-aminobutiric (GABA BRI1) si C) receptor 1 de
dopamind (DRD1)

Figura 31: Modificari in expreia receptorului de amigdale - A) receptor de oxitocind, B) receptor
de vasopresind, C) receptor de glucocorticoid si D) receptor de mineralocorticoid

Figura 32: Modificari in expresia de amigdale de A) factor neurotrofic derivat din creier (BDNF),
B) receptor 4 aseminator cu Toll (TLR-4), C) receptor 1 hormonal de eliberarea corticotropinei
(CRFR1) si D) receptor 2 hormonal de eliberarea corticotropinei (CRFR2)

Figura 33: Modificari in expresia de amigdale de A) integrind Alfa M (CD11b), B) Interleukinid-6
(IL-6), C) subunitate 2A de tip NMDA a receptorului ionotropic glutamat (Grin2A) si D)
subunitate 2B de tip NMDA a receptorului ionotropic glutamat (Grin2B)

Figura 34: Modificiri In expresia de amigdale de A) subunitate 2 alfa a receptorului GABA-A
(GABRA?2), B) subunitate 1 a receptorului de tip B GABA-A (GABBRI1) si C) receptor 1 de
dopamind (DRD1)

Figura 35: Modificiri in expresia cortexului prefrontal de A) receptor de oxitocind, B) factor
neurotrofic derivat din creier (BDNF), C) receptor de mineralocorticoid si D) receptor de
glucocorticoid

Figura 36: Modificiri in expresia cortexului prefrontal de A) receptor 4 asemandtor cu Toll (TLR-
4), B) receptor 1 hormonal de eliberarea corticotropinei (CRFR1), C) receptor 2 hormonal de
eliberarea corticotropinei (CRFR2) si D) integrind Alfa M (CD11b)

Figura 37: Modificdri in expresia cortexului prefrontal de A) interleukini-6 (IL-6), B) subunitate
2A de tip NMDA a receptorului ionotropic glutamat (Grin2A), C) subunitate 2B de tip NMDA a
receptorului ionotropic glutamat (Grin2B) si D) subunitate 2 alfa a receptorului GABA-A
(GABRA2)

Figura 38: Modificiri in expresia cortexului prefrontal de A) subunitate 1 a receptorului de tip B a
receptorului GABA-A (GABBR1) si B) receptor 1 de dopamind (DRD1)

Figura 39: Modificdri in expresia colonului de A) triptofan hidroxilazi-1 (Tphl) si B)
indolamini?2,3-dioxigenazi-1 (IDO1)

Figura 40: Modificdri in expresia ileumului de A) triptofan hidroxilazi-1 (Tphl) si B)
indolamini?2,3-dioxigenazi-1 (IDO1)

Figura 41: Modificdri in circulatia nivelurilor metabolite de triptofan A) Kinurenine, B) triptofan
si C) indicele Kinurenind/triptofan de metabolism

Figura 42: Efect asupra productiei de interferon-y de la splenocitele de soarece de la soarecii
alimentati cu MRx0029

Figura 43: Efect asupra productiei de interleukini- 1 de la splenocite

Figura 44: Efect asupra productiei de interleukini-6 de la splenocite

Figura 45: Efect asupra productiei de factor de necroza tumorala de la splenocite

Figura 46: Efect asupra productiei de interleukini-10 de la splenocite

Figura 47: Efect asupra productiei de chemoatractant CXCL1 de la splenocite

Figura 48: Modificiri in nivelurile de acid gras ale catenei scurte cecale
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Figura 49: Modificiri induse de MRx0029 si MRXO005 in nivelurile de expresic ale genei de
actind, vilin, ocludin TJP1, TJIP2, MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK?7 si NSE.

Figura 50: Diferentiere celulard SHSYS5Y indusd de MRx0005 si MRx0029. (A-C) Imagini
reprezentative de celule etichetate imuno cu faloidina si MAP2. (D-F) imagini ale A-C imbinate cu
imagini DAPI. Celule imunoctichetate cu tuburi B3 (G-I). (J-L) imbinate cu imagini DAPL
Amplificare x630. Analizd de pete Western a efectelor tratamentului MRx0005 si MRx0029 pe
celule SHSYSY. Membranele petelor Western au fost sondate cu anticorpi 1la MAP2 (M) si tuburi
b3 (N). Actina a fost utilizatd ca control de incircare. Panourile de jos: pete reprezentative de la
unul din sase experimente separate; panourile de sus: intensitate densitometrica relativa.
DIVULGARE INVENTIEI

Tulpini bacteriene

Compozitiile inventiei cuprind o tulpind bacteriand din genul Megasphaera, in care
tulpina bacteriand are o secventd 16s rARN care este cel putin 95% identicd cu SEQ ID NO:2.
Exemplele demonstreazd cd bacteriile din acest gen sunt utile pentru tratarea sau prevenirea
tulburdrilor neurodegenerative. Tulpinile bacteriene preferate sunt ale speciilor Megasphaera
massiliensis.

Exemple de specii Megasphaera pentru utilizare in inventie includ Megasphaera elsdeni,
Megasphaera cerevisiae, Megasphaera massiliensis, Megasphaera indica, Megasphaera
paucivorans, Megasphaera sueciensis s1 Megasphaera micronuciformis. Un exemplu suplimentar
al unei  specii = Megasphaera pentru  utilizare  in  inventie  este Megasphaera
hexanoica. Megasphaera sunt microbi gastrointestinali obligatoriu anaerobi, de fermentare a
lactatelor de cdtre mamifere rumegitoare si nerumegitoare, incluzand oamenii.

Tulpina de tip M. massiliensis este NP3 (=CSUR P245=DSM 26228)[22]. Numarul de
acces GenBank pentru secventa geneticA 16S rRNA de tulpind NP3 de M. massiliensis este
JX424772,1 (divulgata aici ca SEQ ID NO:1).

Bacteria Megasphaera massiliensis testatd in exemple este referitd in acest document ca
tulpind MRx0029. O secventd 16S rARN pentru tulpina MRx0029 care a fost testatd este
prevdzutd in SEQ ID NO:2.

Tulpina MRx0029 a fost depozitatd cu autoritatea de depozitare internationald NCIMB,
Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotia) de citre 4D Pharma Research Ltd. (Life
Sciences Innovation Building, Cornhill Road, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotia) pe 13 iulie 2017 ca
~Megasphaera massiliensis MRx0029* si i-a fost asignat numdrul de acces NCIMB 42787.

Tulpinile bacteriene strans inrudite cu tulpina testatd in exemple sunt de asemeneca de
asteptat si fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea tulburdrilor neurodegenerative. In anumite
realizari, tulpina bacteriand divulgata aici are o secventd 16S rARN care este cel putin 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu secventa 16S rARN a unei tulpini bacteriene
de Megasphaera massiliensis. Tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie are o secventd 16S
rARN care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%. 99,5% sau 99,9% identicd cu SEQ ID NO:2.
Preferabil, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie are secventa 16S rARN reprezentatd de
SEQ ID NO:2.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 sunt de asemenea de
asteptat s fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea tulburdrilor neurodegenerative. Un biotip
este o tulpind strdns inruditd care are aceleasi sau foarte similare caracteristici fiziologice si
biochimice.

Tulpinile care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 si care sunt adecvate pentru
utilizare in inventic pot fi identificate prin secventierea altor secvente de nucleotidd pentru
tulpinile MRx0029 sau NP3. 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 secventd 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 secventi cu secventa
corespunzitoare a tulpinilor MRx0029 sau NP3.

Alternativ, tulpinile care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 si care sunt adecvate
pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin utilizarea tulpinilor MRx0029 sau NP3 si analiza
de fragment restrictionat si/sau analiza PCR, de exemplu prin utilizarea de polimorfism cu
lungimea fragmentului amplificatd fluorescent (FAFLP) si amprentd (rep)-PCR a elementului
ADN repetitiv, sau profilare de proteini, sau secventicre 16S partiali sau 23S ADNr. In realizirile
preferate, astfel de tehnici pot fi utilizate pentru a identifica alte tulpini Megasphaera massiliensis.
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In anumite realiziri, tulpinile care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 si care sunt
adecvate pentru utilizare in inventie sunt tulpini care furnizeaza acelasi tipar ca tulpinile MRx0029
sau NP3 cind sunt analizate prin analiza amplificatd de restrictic ADN ribozomald (ARDRA), de
exemplu cind se utilizeazi enzima de restrictie Sau3 Al (pentru exemple de metode si ghidare vezi,
de exemplu,[24]). Alternativ, tulpinile biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi tipare de
fermentare ale carbohidratului ca tulpinile MRx0029 sau NP3.

Alte tulpini Megasphaera care sunt utile in compozitiile si metodele inventiei, cum ar fi
biotipurile de tulpini MRx0029 sau NP3, pot fi identificate utilizind orice metodad adecvatd sau
strategie, incluzand testele descrise in exemple. De exemplu, tulpinile pentru utilizare in inventie
pot fi identificate prin cultivare cu celule neuroblastom si apoi evaluand nivelurile de citokine si
nivelurile de neuroprotectie sau neuroproliferare. In particular, tulpinile bacteriene care au tipare
de crestere similare, antigeni de tip metabolic si/sau de suprafatd cu tulpinile MRx0029 sau NP3
pot fi utile in inventic. O tulpini utild va avea activitate modulatoare imund comparabild cu a
tulpinilor MRx0029 sau NP3. In particular, o tulpini biotip va declansa efecte comparabile asupra
modelelor de boald neurodegenerative si efecte comparabile asupra nivelurilor de citokine cu
efectele prezentate in exemple, care pot fi identificate prin utilizarea de protocoale de cultivare si
administrare descrise in exemple.

O tulpindA 1n special preferati a inventici este  tulpina Megasphaera
massiliensis MRx0029. Aceasta este exemplul de tulpina testat in exemple si prezentat pentru a fi
eficient in tratarea bolii. Prin urmare, inventia furnizeaza o celuld, cum ar fi o celuld izolatd, de
tulpind Megasphaera massiliensis MRx0029. Inventia furnizeazd de asemenea o compozitie
cuprinzdnd o celuld de tulpind Megasphaera massiliensis MRx0029. Inventia furnizeazi de
asemenca o culturd biologic purd de tulpind Megasphaera massiliensis MRx0029. Inventia
furnizeaza de asemenea o celuld de tulpind Megasphaera massiliensis MRx0029, pentru utilizare
in terapie, in particular pentru bolile descrise aici.

O tulpind 1n special preferatd a inventiei este tulpina Megasphaera massiliensis depozitati
sub numdrul de acces NCIMB 42787. Aceasta este exemplul de tulpini MRx0029 testat in
exemple si prezentat pentru a fi eficient in tratarea bolii. Prin urmare, inventia furnizeaza o celuld,
cum ar fi o celuld izolatd, de tulpind Megasphaera massiliensis depozitatd sub numdrul de acces
NCIMB 42787. Inventia furnizeazi de asemenea o compozitic cuprinzind o celuld de tulpind
Megasphaera massiliensis depozitatd sub numarul de acces NCIMB 42787. Inventia furnizeaza de
asemenea o culturd biologic purd de tulpini Megasphaera massiliensis depozitatd sub numérul de
acces NCIMB 42787. Inventia furnizeazd de asemenea o celuld de tulpind Megasphaera
massiliensis depozitatd sub numarul de acces NCIMB 42787, pentru utilizare in terapie, in
particular pentru bolile descrise aici.

Un derivat al tulpinei inventici poate fi o tulpind fiicd (descendentd) sau o tulpind
cultivatd (subclonatd) din cea originald. Un derivat al unei tulpini a inventiei poate fi modificat, de
exemplu la nivel genetic, fard indepirtarea de la activitatea biologic. In particular, o tulpini
derivatd a inventiei este activd terapeutic. O tulpind derivati va avea activitate terapeutica
comparabild cu cea a tulpinii MRx0029. In particular, o tulpini derivati va declansa efecte
comparabile asupra modelelor de boala neurodegenerative si efecte comparabile asupra nivelurilor
de citokine cu efectele prezentate in exemple, care pot fi identificate prin utilizarea protocoalelor
de cultivare si administrare descrise in exemple. Un derivat de tulpind MRx0029 va fi in general
un biotip de tulpind MRx0029.

Referirile 1a celulele de tulpind Megasphaera massiliensis MRx0029 cuprind orice celule
care au aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate terapeutica ca tulpina MRx0029, 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 de Megasphaera massiliensis reduc activarea
citokinelor inflamatorii cum ar fi IL-6 si cresc activarea de citokine inflamatorii IL-8. IL-8 au fost
implicate in formarea tecii de mielind [25]. Inflamatia cronicd indusd de IL-6 poate conduce in
final la moartea celulei. Prin urmare, tulpinile bacteriene ale inventiei sunt in special utile in
tratamentul sau prevenirea tulburirilor neurodegenerative. in unele realiziri, tulpinile bacteriene
sunt utile in tratamentul afectiunilor caracterizate prin sporirea activarii de IL-6. In unele realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratamentul sau prevenirea bolilor neurodegenerative
caracterizate prin demielinizare. Multe boli neurodegenerative sunt caracterizate prin
demielinizare. Demielinizarea impiedicd propagarea potentialelor de actiune in neuroni, afectind
comunicarea eficientd in sistemul nervos. IL-8 s-a ardtat cd contribuie pozitiv la formarea si
refacerea tecii de mielind. Prin urmare, compozitiile inventiei sunt In special benefice in
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tratamentul sau prevenirea tulburdrilor neurodegenerative caracterizate de demielinizare, cum ar fi
scleroza multipla.

Inventatorii au descoperit cd tulpinile de Megasphaera massiliensis ale inventiei
atenueazd simptoamele bolilor neurodegenerative in modele de boald. De exemplu, inventatorii au
descoperit ca tulpinile de Megasphaera massiliensis promoveaza crsterea neuritelor in vitro, si pot
fi utilizate prin urmare in promovarea restaurdrii neuronale pentru tratamentul sau prevenirea
bolilor neurodegencrative. Astfel, tulpinile bacteriene ale inventiei sunt pentru utilizare in
tratamentul sau prevenirea bolilor neurodegenerative.

Inventatorii au descoperit de asemenea ci tulpinile bacteriene ale inventiei cresc activarea
de BDNF. BDNF este un factor de crestere neurotrofic care a ardtat cd sporeste diferentierea si
supravietuirea neuronald. Astfel, compozitiile inventiei pot fi utilizate intr-o metoda de sporire a
supravietuirii celulei nervoase in tratamentul sau prevenirea bolilor neurodegenerative.

O bacterie suplimentard care poate fi utilizatdi In compozitiile inventiei este
specia Parabacteroides distasonis. Exemplele demonstreazi cd Parabacteroides
distasonis s1 Megasphaera massiliensis au ambele activitdfi neuroprotectoare, dar produc diferiti
metabolifi 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 din specia Parabacteroides distasonis §1 0 tulpind din
specia Megasphaera massiliensis.

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
MRx0005. MRX0005, MRX005, MRx005 si MRx0005 sunt utilizate aici interschimbabil. O
secventd 16S rARN pentru tulpina MRx0005 care a fost testata este prevazutd in SEQ ID NO:17.
Tulpina MRx0005 a fost depozitati cu autoritatea de depozitare internationald NCIMB, Ltd.
(Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotia) de citre GT Biologics Ltd. (Life Sciences
Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotia) pe 12 martie 2015 ca ,,Parabacteroides
sp 755% si i-a fost asignat numdrul de acces NCIMB 42382. GT Biologics Ltd. si-a schimbat
ulterior numele in 4D Pharma Research Limited.

In realizirile preferate, inventia furnizeazi o compozitie cuprinzand tulpina depozitati la
NCIMB sub numirul de acces NCIMB 42787, sau un derivat sau biotip ai acesteia, §i tulpina
depozitatd la NCIMB sub numéirul de acces NCIMB 42382, sau un derivat sau biotip ai 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 inventici
creste neuro-proliferarea si actioneaza ca neuroprotector impotriva agentilor care distrug neuronii
dopaminergici.

Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea tulburdrilor
neurodegenerative care sunt rezultatul mortii neuronilor.

Compozitiile inventici pot scade activarea promotorilor NFxB, care activeazi productia
de citokine, de exemplu IL-1p, IL-10, IL-18, TNFa si IL-6. Tratarea celulelor cu a-sinucleind
mutantd este un model pentru Parkinsonul familial. O mutatie punctuald la pozitia 53 de la adenini
la treonind conduce la plierea incorectd a o-sinucleinei. a-sinucleina incorect pliatd se agrega
ulterior in fibrile insolubile care formeazi corpi Lewy. Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi
utile pentru tratareca sau prevenirea tulburdrilor neurodegenerative care sunt rezultatul
neuroinflamatiei, plierii inadecvate a proteinei si/sau din expunerca la mediu. Compozitiile
inventiei pot fi utilizate pentru tratamentul Parkinsonului familial. Activarea de promotori NFxB
este mediatd prin ligandul TLR4. TLR4 este cunoscut pentru medierea mortii celulei in modelul
MPTP la soarece, care simuleazi boala Parkinson. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a
inhiba abilitatea de semnalizare TLR4 pentru a activa promotorul NFxB. De o anumita relevanta
pentru PD, ambii TLR2 si TLR4 au fost gasifi ca fiind reglati pozitiv in creierele pacientilor cu PD
[26]. Mai mult a-sin a fost descris ca ligand pentru TLR2 [27] si am demonstrat cd o-sin este de
asemenea un ligand pentru TLR4 utilizand celule HEK-TLR4 [28].

Compozitiile inventiei scad secretia de citokine pro-inflamatorii cum ar fi IL-6, care poate
fi indusi de lipopolizaharida (LPS). Tratamentul celulelor cu LPS simuleaza Parkinsonul cauzat de
factorii de mediu. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a scidea secretia de IL-6.
Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru tratamentul Parkinsonului de mediu.

Exemple de boli neurodegenerative pentru a fi tratate cu compozitiile inventiei includ:
boald Parkinson, incluzind paralizie supranucleara progresiva, paralizie supranucleard progresiva,
sindrom Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular
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sau arteriosclerotic i parkinsonism indus de medicamente; boald Alzheimer, incluzind sindromul
Benson; scleroza multipld; boald Huntington; sclerozi laterald amiotroficd; boald Lou Gehrig;
boald neuronald motoare; boald prion; ataxie spinocerebrald; atrofic musculard spinald; dements,
incluzand corp Lewy, dementi vasculard si frontotemporald; afazie progresiva primard; depreciere
cognitivd usoard; depreciere cognitivd asociatd cu HIV, si degenerare corticobasald. O altd boald
pentru a fi tratatd cu compozitiile inventiei este neuropatia inflamatorie progresiva.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea mortii
neuronilor, In particular, in tratamentul tulburdrilor neurodegenerative. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in protejarea neuronilor, in particular in tratamentul
tulburdrilor neurodegenerative.

In anumite realiziri, compozitiile inventici sunt pentru utilizare in reducerea sau
prevenirea pierderii de celule dopaminergice in substantia nigra. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare in reducerea sau prevenirea degenerdrii neuronilor dopaminergici in
substantia nigra pars compacta. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
reducerea sau prevenirea degenerdrii neuronilor dopaminergici in substantia nigra pars
compacta si pierderea ulterioard a fibrelor lor nervoase proiectate in striatum. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea sau prevenirea pierderii de neuroni
dopaminergici nigrostriatali.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor de
dopamini. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor
de DOPAC (acid 3,4-dihidroxifeniacetic). In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in cresterea nivelurilor de dopamini si DOPAC. In anumite realiziri, nivelurile de
dopamind si/sau DOPAC sunt crescute in striatum. Nivelurile de dopamind si DOPAC pot fi
masurate utilizand orice metodd adecvati cunoscutd in domeniu, cum ar fi o metodd
radioenzimaticd, de exemplu in plasmi sau CSF (de exemplu cum s-a descris in [29]), sau o
metodd HPLC cu faz3 inversd, probabil cu detectie electrochimicd, de exemplu in plasmi sau CSF
(de exemplu cum s-a descris in [30]).

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

Compozitiile inventiei pot creste secretia de IL-8. IL-8 s-a aritat ¢i 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
asupra anumitor neuroni ai sistemului nervos central pentru a sustine supravictuirea neuronilor
existenfi si a ajuta cresterea si dezvoltarea de noi neuroni si sinapse. BDNF este activ in
hipocampus, cortex si partea din fatd a creierului bazal, si este important pentru memoria pe
termen lung. Compozitiile inventiei pot fi utilizate prin urmare pentru a creste secretia de BDNF.
Compozitiile pot fi utilizate prin urmare in tratamentul bolilor neurodegenerative asociate cu
deprecierea memoriei pe termen lung. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru imbunatitirea
memoriei pe termen lung, in particular pentru imbunatitirea memoriei pe termen lung, care este
alteratd de o boala neurodegenerativa.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei cresc activitatea metabolicd mitocondriald in
celulele neuronale.

Modularea axei microbiotd-intestin-creier

Comunicatia Intre intestin si creier (axa microbiotd-intestin-creier) are loc printr-un
sistem de comunicafie neurohumoral bidirecfional. Dovezile recente aratd cd microbiota care
rezidd in intestin poate modula dezvoltarea creierului si produce fenotipuri comportamentale prin
axa microbiotd-intestin-creier. Intr-adeviar, un numir de revizii sugerecazi un rol al axei
microbiotd-intestin-creier in menfinerea functionalitdtii sistemului nervos central si implicd
disfunctia axei microbioti-intestin-creier in dezvoltarea de tulburdri si afectiuni ale sistemului
nervos central [16],[19],[31].

Comunicatia bidirectionald intre creier si intestin (adicd axa intestin-creier) include
sistemul nervos central, sistemele neuroendocrin si neuroimunitar, incluzind axa hipotalamus-
pituitard-adrenald (HPA), bratele simpatice si parasimpatice ale sistemului nervos autonom (ANS),
incluzind 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 tratarea sau prevenirea tulburirilor
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neurodegenerative, in particular acele tulburdri si afectiuni asociate cu disfunctia axei microbiota-
intestin-creier.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea unei
boli sau afectiuni selectate din grupul constand din: boald Parkinson, incluzind paralizie
supranucleard progresiva, paralizie supranucleard progresivd, sindrom Steele-Richardson-
Olszewski, hidrocefalee cu presiune normald, parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si
parkinsonism indus de medicamente; boald Alzheimer, incluzdnd sindromul Benson; sclerozd
multipld; boald Huntington; scleroza laterald amiotrofica; boald Lou Gehrig; boald neuronald
motoare; boald prion; ataxie spinocerebrald; atrofic musculard spinald; dementd, incluzind corp
Lewy, dementd vasculard si frontotemporald; afazie progresivd primard; depreciere cognitiva
usoard; depreciere cognitiv asociatd cu HIV, si degenerare corticobasala.

Compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru tratarea sau prevenirea bolii cronice,
tratarea sau prevenirea bolii la pacientii care nu au rdspuns la alte terapii (cum ar fi tratament cu
Levodopa, agonisti de dopamind, inhibitori MAO-B, inhibitori COMT, antagonisto glutamat,
si/sau anticolinergice), si/sau tratarea sau prevenirea deteriordrii tesutului §i simptoame asociate cu
disfunctia axei microbiotd-intestin-creier.

In anumite realiziri, compozitiile inventieci 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, pituitard, adrenald (HPA). In unele realiziri, compozitiile inventiei
moduleazi calea neuroendocrind. In unele realizri, compozitiile inventieci moduleazi calea
neuroimuni. In unele realiziri, compozitiile inventiei moduleaza CNS, ANS, ENS, axa HPA si/sau
cdile neuroendocrind §i neuroimuni. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi
nivelurile de metaboliti comensali si/sau permeabilitatea gastrointestinala a unui subiect.

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulatd de citre sistemele neurale.
Corespunzitor, in unele realiziri, compozitiile inventiei moduleazd 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 enteric. In anumite realiziri, semnalizarea
neuronilor ANS si ENS ridspunde direct la continuturile de luminal ale tractului gastrointestinal. In
alte realiziri, semnalizarea neuronilor ANS si ENS rdspunde 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
realizdri preferate, neuronii ENS activeaza aferentele vagale care influenteazi functiile CNS. in
unele realizdri, compozitiile inventiei regleazi activitatea celulelor enterocromafine.

Boli neurodegenerative
Boala Parkinson

Boala Parkinson este o boald neurodegenerativa uzuald caracterizati neuropatologic prin
degenerarea populatiilor eterogene de celule neurale (celule care produc dopamind). Diagnosticul
clinic al bolii Parkinson necesitd bradikinezie si cel putin unul dintre urmétoarele simptoame de
bazi: tremur de repaus; rigiditate musculard si depreciere reflexivd posturald. Alte semne si
simptoame care pot fi prezente sau se pot dezvolta 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 compozitie cuprinzind o tulpini
bacteriand din genul Megasphaera, pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a bolii
Parkinson, in care tulpina bacteriand are o secventd 16s rARN care este cel putin 95% identici cu
SEQ ID NO:2. Compozitille cuprinzind o tulpind bacteriand din genul Megasphaera pot
imbunatiti functiile motoare si cognitive in modele de boald Parkinson. Tratamentul cu
tulpini Megasphaera poate modula semnalizarea in sistemele nervoase central, autonom si enteric;
poate modula activitatea ciii axei HPA; poate modula ciile de neuroendocrine si/sau neuroimune;
si poate modula nivelurile de metaboliti comensali, markeri inflamatori si/sau permeabilitatea
gastrointestinald a unui subiect, care sunt toate implicate in neuropatologia bolii Parkinson. In
realizdrile preferate, inventia furnizeazd o compozitic cuprinzind o tulpind bacteriani a
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speciilor Megasphaera massiliensis pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a bolii
Parkinson. Compozitiile utilizind Megasphaera massiliensis pot fi in special eficiente pentru
tratarea bolii Parkinson.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi unul sau mai
multe simptoame ale bolii Parkinson la un subiect. In realizarile preferate, compozitiile inventiei
previn, reduc sau atenueazad unul sau mai multe simptoame de bazi ale bolii Parkinson la un
subiect. In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazd bradikinezia la un
subiect. In anumite realizdri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenucazd tremurul de
repaus; rigiditatea musculari si/sau deprecierea reflexivi posturald la un subiect. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazd unul sau mai multe simptoame
asociate cu progresul bolii Parkinson selectate dintre tulburirile autonome (sialoree, seboree,
constipatie, tulburdri de mictiune, functionare sexuald, hipotensiune ortostaticd, hiperhidroza),
tulburdri de somn si tulburdri in sens de miros sau in sens de temperatura.

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

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

In anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza 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 tarzii. In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenucaza
pierderea neuronald. In anumite realiziri, compozitiile inventici imbunititesc simptoamele de
dementi ale bolii Parkinson (PDD). In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau
atenueaza deprecierea functiei executive, atentiei si/sau a memoriei de lucru In anumite realiziri,
compozitiile inventiei imbunititesc neurotransmiterea dopaminergici. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazd neurotransmiterea domaminergica alterata.

In unele realiziri, compozitiile inventiei imbundtitesc simptoamele bolii Parkinson in
conformitate cu o scard simptomatici sau de diagnozi. In anumite realiziri, testele pentru
evaluarea imbunatitirii simptomatice a functiei motoare in boala Parkinson sunt constituite de
scara de notare unificati a bolii Parkinson. In particular, UPDRS II consideri activitatea de viati
zilnicd si UPDRS III considerd examinarea motoare.

In unele realizdri, compozitiile inventiei imbunititesc simptoamele asociate cu PDD in
conformitate cu un test simptomatic sau de diagnosticare si/sau scard. In anumite realiziri, testul
sau scara sunt selectate dintre testul de invatare verbala Hopkins - revizuit (HVLT-R); sistemul de
functii executive Delis-Kaplan (D-KEFS) testul de interferen{d culoare-cuvant; scara de notare a
depresiei Hamilton (HAM-D 17; depresie); scara de notare a anxietitii Hamilton (HAM-A;
anxietate) si scara de notare unificati a bolii Parkinson (UPDRS; severitatea simptomului PD).

In unele realiziri, compozitiile inventiei imbunititesc scara de impresie clinic globali -
imbunititire globald (CGI-I) pentru evaluare psihiatrici si tulburiri neurologice. In unele realiziri,
compozitiile inventiei afiseazad un efect pozitiv asupra deprecierii sociale globale si ocupationale a
subiectului cu boald Parkinson.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea
tulburdrilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implica
reducerea sau prevenirea pierderii de celule dopaminergice in substantia nigra. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratareca sau prevenirea tulburdrilor
neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implici reducerea
sau prevenirea degenerdrii neuronilor dopaminergici in substantia nigra pars compacta. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea tulburdrilor
neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implicd reducerea
sau prevenirea degenerdrii neuronilor dopaminergici in substantia nigra pars compacta si pierderca
ulterioara a fibrei lor nervoase de proiectare in striatum. In anumite realiziri, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea tulburdrilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la
un subiect in care respectiva utilizare implicd reducerea sau prevenirea pierderii de neuroni
dopaminergici nigrostriatali.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea
tulburdrilor neurologice cum ar fi boala Parkinson 1a un subiect in care respectiva utilizare implica
cresterea nivelurilor de dopamini. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare
in tratarea sau prevenirea tulburdrilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care
respectiva utilizare implici cresterea nivelurilor de DOPAC. In anumite realiziri, compozitiile
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inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea tulburdrilor neurologice cum ar fi boala
Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implici cresterea nivelurilor de dopamind si
DOPAC. in anumite realiziri, nivelurile de dopamina si/sau DOPAC sunt crescute in striatum.
Boala Alzheimer si dementa

In DSM-5, termenul dementd a fost inlocuit cu termenii de tulburare neurocognitiva
majord si tulburare neurocognitivd usoard. Tulburarea neurocognitivd este o clasi eterogend de
boli psihiatrice. Cea mai uzuald tulburare neurocognitiva este boala Alzheimer, urmati de dementa
vasculard sau forme amestecate din cele doud. Alte forme de tulburidri 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 asemenca caracterizate prin pierdere neuronald,
astfel incit efectele neuroprotectoare si neuroproliferative prezentate in exemplele pentru
compozitiile inventiei au indicat ci acestea pot fi utile pentru tratarca sau prevenirea acestor
afectiuni.

Criteriile simptomatice pentru dementd sub DSM-5 sunt dovada scdderii cognitive
semnificative de la un nivel anterior de performantid in unul sau mai multe domenii cognitive
selectate dintre: invatare si memorie; limbaj; functie executivd; atentie complexd; cognitie
perceptuald-motoare si sociald. Deficitul cognitiv trebuie s interfere cu independenta activitatii
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 fagi de simptomul primar, subiectii cu tulburiri neurodegenerative afiseazi
simptoame comportamentale si psihiatrice incluzand agitare, agresiune, depresie, anxietate, apatie,
psihoza si perturbari ale ciclului 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 neurodegenerativi este boala Alzheimer. In alte realiziri, tulburarea
neurodegenerativa este selectatd dintre dementele vasculare; forme amestecate de boala Alzheimer
si dementd vasculard; boala cu corpi Lewy; dementa frontotemporald; dementd Parkinson; boala
Creutzfeldt-Jakob; boald Huntington; si sindrom Wernicke-Korsakoff.

In realiziri preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenucazd unul sau mai
multe simptoame 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: invatare si
memorie; limbaj; functie executivd; atentie complexd; cognitie perceptuald-motoare si sociald. in
unele realizdri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza aparitia unuia sau mai multor
simptoame comportamentale si psihiatrice asociate cu tulburdrile neurodegenerative selectate
dintre agitare, agresiune, depresie, anxietate, apatie, psihoza si perturbdri ale ciclului somn-veghe.

In anumite realiziri, compozitiille inventiei previn, reduc sau atenucazd boala
simptomatici prin interventia in mecanismele patogene suspectate la o etapa preclinicd. In anumite
realizdri, compozitiile inventici imbunititesc modificarea bolii, cu incetinirea sau oprirea
progresului simptomului. In unele realiziri, incetinirea sau oprirea progresului simptomului se
coreleazi cu dovada in intdrzierea sublinierii procesului neuropatologic. In realizirile preferate,
compozitiile inventiei imbunatitesc simptoamele tulburirilor neurodegenerative cuprinzand sporiri
cognitive si Imbunatifiri functionale. In realizirile preferate, compozitiile inventiei imbunititesc
simptoamele comportamentale si psihiatrice de dementi (BPSD). In realizirile preferate,
compozitiile inventiei imbunititesc abilitatea unui subiect cu tulburare neurodegenerativi de a
intreprinde activitdtile zilnice.

In realizirile preferate, compozitiile 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 imbundtitesc obiectivul cognitiv si functional la un subiect cu
boali Alzheimer. In inci alte realiziri preferate, compozitiile inventiei imbundtitesc obiectivul
clinic global (obiectivul global) la un subiect cu boald Alzheimer.

In unele realiziri, comporzitiile inventiei imbunititesc simptoamele tulburdrilor
neurodegenerative in conformitate cu un test simptomatic sau de diagnozi. In anumite realiziri,
testele pentru evaluarea imbunatifirii simptomatice a bolii Alzheimer (si a altor tulburdri
neurodegenerative) sunt selectate dintre obiectiv cognitiv, activitati de trai zilnice, modificdri de
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evaluare globald, teste de sndtate asociate cu calitatea vietii si teste de evaluare a simptoamelor
comportamentale i psihiatrice ale tulburdrilor neurodegenerative.

In anumite realiziri, testele de obiectiv cognitiv pentru evaluarca imbunititirilor
simptomatice utilizeaza subscara cognitiva a scirii de evaluare a bolii Alzheimer (ADAS-cog) si
scara ADAS clasici. In anumite realiziri, imbunititirea simptomaticd a cognitiei este evaluati
utilizand bateria de test neurofiziologic pentru utilizare in boala Alzheimer (NTB).

In unele realiziri, evaluarea globali a testului de modificare utilizeazi scara de impresie
clinica globald - imbunatitire globald (CGI-I) pentru evaluare psihiatricd si tulburdri neurologice.
In unele realiziri, scara globali este impresia pe bazi de interviu a medicului referitoare la plus
modificari (CIBIC-plus). in unele realiziri, scara globald este impresia globald a medicului din
unitatea de studiu a asociatiei bolii referitoare la modificari (ADCS-CGIC).

In anumite realiziri, masurile de sindtate asociate cu calitatea vietii sunt QOL asociat cu
boala Alzheimer (ADRQL) si QOL al bolii Alzheimer (QOL-AD).

In anumite realiziri, testele de evaluarea simptoamelor comportamentale si psihiatrice ale
tulburarilor neurodegenerative sunt selectate de scara de notare a bolii Alzheimer in patologia
comportamentald (BEHAVE-AD); scara de notare comportamentald pentru dementd (BRSD);
inventarul neuropsihiatric (NPI); si inventarul de agitatie Cohen-Mansfield (CMAI).

In unele realiziri, compozitiile inventici sunt in special eficiente in prevenirea, reducerea
sau atenuarea tulburdrilor neurodegenerative cand s-au utilizat in combinatic cu o altd terapie
pentru tratarea tulburirilor neurodegenerative. In anumite realiziri, astfel de terapii includ
inhibitori de acetilcolinesterazi incluzand donepezil (Aricept®), galantamind (Razadyne®) si
rivastigmine (Exelon ®), si memantind.

Scleroza multipld

Scleroza multipld (MS) este o boald de demiclinare in care teaca de miclind care
inconjoard neuronii din creier si maduva spindrii este deterioratd. Cauzele exacte de bazi ale MS
nu sunt cunoscute, dar se crede ci variaza intre indivizi. Anumite forme de MS sunt ereditare.
Factorii de mediu se crede de asemenea ci contribuie la MS. La unii indivizi, o combinatie atit
genetica cat si de factori de mediu poate declansa debutul de MS.

Existd a largd varictate a simptoamelor asociate cu MS. Subiectii pot prezenta aproape
orice simptom neurologic asociat cu deprecierea controlului autonom, vizual, motor sau senzorial.
Simptoamele exacte vor varia depinzand de locul deteriordrii/demielindrii neuronale.

IL-8 au fost implicat in formarea tecilor de mielind. Compozitiile inventiei pot fi prin
urmare utilizate in remielinarea neuronilor 1a subiectii cu MS. Compozitiile inventiei pot fi de
asemenea utilizate pentru a proteja neuronii de demielinare. Cu alte cuvinte, compozitiile inventiei
pot fi utilizate intr-o metodad de tratare sau prevenire a sclerozei multiple prin refacerea sau
prevenirea pierderii de teci de mielind neuronala.

In unele realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi unul sau mai multe
simptoame ale MS la un subiect. in unele realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau
atenueazi oboseala la un subiect. In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau
atenueaza tremurul de repaus, slibiciunea muschilor, spasmul muscular, rigiditatea muschilor,
paraestezia si/sau ataxia la un subiect. In anumite realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau
atenueazd unul sau mai multe simptoame asociate cu progresul MS selectate din lista constand din
tulburdri autonome: constipatie, tulburdri de mictiune, functionare sexuald, disfagie, disartrie,
sincopd, vartej si/sau ameteald; tulburiri de somn; si tulburiri in sens de miros sau in sens de
temperaturd. In unele realizri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi unul sau mai
multe simptoame oculare asociate cu MS. In unele realiziri, simptomul ocular este selectat din
lista constand din pierderea vederii, durere oculard, orbire la culoare, vedere dubli si/sau miscari
involuntare ale ochiului la un subiect.

In unele realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi ameteala, vartejul,
durerea neuropatd, durerea musculoskeletald, disfunctia cognitivd, incontinenfa intestinald,
disfagia, disartria, sau orice combinatic a acestora.

In unele realiziri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazi simptoamele
depresive sau de anxietate comorbide cu MS.

In unele realiziri, imbunititirea simptoamelor este determinatd utilizand criteriile
McDonald 2017 pentru diagnosticarea MS.

In anumite realiziri, tratamentul cu compozitiile inventiei conduc la o reducere in
incidenta MS sau severitatea MS. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare
in reducerea incidentei de recidivi sau a severititii de recidivi. In anumite realiziri, tratamentul cu
compozitiile inventiei previne o scidere in functionarea motoare sau conduce la imbunititirea
functiondrii motoare asociate cu MS. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in prevenirea sciderii in functionarca motoare sau pentru utilizare in imbunititirca
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functionirii motoare in tratamentul MS. In anumite realiziri, tratamentul cu compozitiile inventiei
previne dezvoltarea paraliziei in MS. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in prevenirea paraliziei in tratamentul MS.

In anumite realiziri compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in prevenirea sclerozei
multiple la un pacient care a fost identificat cu risc de sclerozd multipld, sau care a fost
diagnosticat cu sclerozi multipld in stadiu timpuriu sau cu slerozd multipld cu ,recidivare-
remitere”. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru prevenirea dezvoltdrii de MS. Compozitiile
inventiei pot fi utile pentru prevenirea progresului de MS. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare la un pacient identificat ca avind o predispozitiec geneticd la MS,
cum ar fi complexul fenotip de clasi II al complexului de histocompatibilitate major (MHC),
antigenul de leucocitd uman (HLA)-DR2 sau HLA-DR4.

Compozitiile inventiei pot fi utile pentru gestionarea sau atenuarea sclerozei multiple.
Compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru reducerea simptoamelor asociate cu scleroza
multipld. Tratamentul sau prevenirea sclerozei multiple se pot referi la, de exemplu, o ameliorare a
severitdtii simptomelor sau la o reducere in frecventa de exacerbare sau la intervalul de declansare
care sunt o problemi pentru pacient. in anumite realiziri, compozitiile inventici incetinesc sau
stopeaza progresul bolii.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea MS cu
recidivi-remisie. In realiziri alternative, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea MS
progresive, cum ar fi MS progresivd secundard (SPMS), care se dezvoltd in timpul urmdririi
diagnosticului de RRMS, MS progresivd primard (PPMS) care prezintd deteriorare neurologica
continud graduald si MS cu recidivd progresiva (PRMS), care este similard cu PPMS dar care se
suprapune cu recidiva.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unuia sau mai
multor simptoame de MS selectate din grupul constind din: oboseald, probleme de vedere,
amorteald, furnicituri, spasm muscular, rigiditate musculard, slibiciune a muschilor, probleme de
mobilitate, durere, probleme de gandire, Invitare si planificare, depresic si anxietate, probleme
sexuale, probleme de vezic, probleme intestinale, dificultiti de vorbire si inghitire.

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

Cum s-a evidentiat mai sus, axa microbioti-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. Alterarile in nivelurile acestor molecule de semnalizare conduc
la boli neurodegenerative. Experimentele efectuate de inventatori au indicat cd administrarea de
specii de Megasphaera, si in particular de Megasphaera massiliensis, poate modula nivelurile de
indol si kinurenine. Dereglarea acestor metaboliti poate conduce 1a boli neurodegenerative, cum ar
fi boala Parkinson.

in anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazd nivelurile de monoamine ale
creierului si de metaboliti ai acestora. in realizirile preferate metabolitul este kinurenina. in
anumite realizdri, compozitiile inventiei moduleazd kinurenina, care este calea principald de
metabolism a triptofanului, care serveste ca o cale pentru productia de dinucleotidd adenind
nicotinamidd (NAD+). Kinurenina poate fi metabolizatd la compusi neuroactivi cum ar fi acidul
kinurenic (KYNA) si 3-hidroxi-1-kinurenind (3-OH-1-KYN), si in etape suplimentare la acid
chinolinic (QUIN). Dereglarea ciii de kinurenind poate conduce la activarea sistemului imunitar gi
la acumularea de potentiali compusi neurotoxici. Alterdrile in metabolismul kinureninelor pot fi
implicate in dezvoltarea bolii Parkinson. S-a demonstrat ci nivelurile de kinurenind au scdzut in
cortexul frontal, putamen si substantia nigra pars compacta ale pacientilor cu PD [32]. Prin urmare,
in anumite realizdri, comporzitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor de
kinurenind In tratamentul bolii Parkinson.

In anumite realiziri ale inventiei compozitiile inventiei pot crestere nivelurile de
kinurenind. S-a aritat ci nivelurile crescute de kinurenind au atenuat moartea celulei neuronale
indusd de MPP+- in vitro la o linie celulard de neuroblastom dopaminergic uman [33]. in anumite
realizéri kinurenina si acidul kinurenic, pot activa receptorul de hidrocarburd aril GI activat (Ahr)
si receptorii GPR35. Activarea receptorului Ahr induce productia de IL-22, care poate inhiba
inflamatia locald. Activarea de GPR35 induce productia de trifosfat de inozitol si mobilizarea de
Ca2+.

in anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi nivelurile de indol. In realiziri
preferate metabolitul este kinurenina. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi
kynurenina, care este principala cale a metabolismului triptofanului.

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulatd de citre nivelurile de factori
neurochimici, neuropeptide si neurotransmititori. Corespunzitor, in anumite realizdri, compozitiile
inventiei moduleazd nivelurile de factori neurochimici, neuropeptide §i neurotransmititori.
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Corespunzitor, in anumite realiziri preferate, compozitiile inventiei altereaza direct biochimia
CNS.

Semnalizarea axei microbioti-intestin-creier este modulatd de citre nivelurile de acid y-
aminobutiric (GABA). Corespunzitor, in realizdrile 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 inventici
moduleazi nivelul de transcriptic GABA in diferite regiuni ale sistemului nervos central. In
anumite realiziri, GABA derivat din comensale traverseazi bariera hematoencefalica si afecteazi
direct neurotransmiterea. in anumite realiziri, compozitiile inventiei conduc la o reducere a GABA
in hipocampus, amigdale si/sau locus coeruleus. In anumite realiziri, compozitiile inventiei
conduc la o crestere a GABA in regiunile corticale.

Rdspuns imun

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulati de citre alterdri in rispunsul
imun si factorii si markerii inflamatori. Corespunzitor, in anumite realiziri, compozitiile inventiei
pot modula rispunsul imun. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile
sistemice ale moleculelor de semnalizare neuroimune in circulatie. In anumite realiziri preferate,
compozitiile inventiei moduleazd productia de citokine pro-inflamatorii si inflamatia. 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 inventici sunt capabile si
moduleze activarea productiei de IL-6 prin lipopolizaharidi endotoxind pro-inflamatoare potenti
(LPS). in anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt capabile si moduleze activarea prootorului
NFkB prin LPS si proteine mutante a-sinucleine cum ar fi AS53T. Cresterea nivelurilor de
circulatic ale citokinelor sunt strins asociate cu diferite tulburiri neurodegenerative, incluzand
Parkinson, dementi si Alzheimer. In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare
in reducerea nivelurilor de IL-6 niveluri si/sau a nivelurilor de NFkB in tratamentul unei tulburari
neurodegenerative.

In unele realiziri, compozitiile inventiei cresc secretia de IL-8. IL-8 s-a aritat ci induce
formarea sau refacerea tecii de mielind sau conserva eficient comunicatia neuronald. Astfel, in
unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in inducerea formarii 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.

Semnalizarea axei microbiotd-intestin-creier este modulatd de citre nivelurile de
metabolifi comensali. Corespunzitor, in anumite realizdri, compozitiile inventiei moduleaza
nivelurile sistemice de metaboliti microbiota. In anumite realiziri preferate, compozitiile inventiei
moduleazd nivelul de acizi grasi cu catend scurtd (SCFA). In anumite realiziri nivelul de SCFA
este crescut sau scizut. In unele realiziri, SCFA este acid butiric (BA) (sau butirat). In unele
realiziri, SCFA este acid propionic (PPA). In unele realiziri, SCFA este acid acetic. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei moduleaza abilitatea SCFA de a traversa bariera hematoencefalica.

Acetilarea §i deacetilarea histond sunt regulatori epigenetici importanti ai expresiei
genetice. Un dezechilibru in acetilarea si deacetilarea histond poate conduce la apoptoza.
Dereglarea unor astfel de histone acetiltransferaza a fost implicatd in patogencza asociatd cu bolile
neurodegenerative asociate cu varsta, cum ar fi boala Parkinson, boala Huntington, boala
Alzheimer, scleroza laterald amiotroficd si scdderea cognitivd [34]. Corespunzitor, In anumite
realiziri, compozitiile inventiei pot modula acitivitatea de deacetilaza histon. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei pot reduce activitatea de deacetilazi histond. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei pot reduce activitatea de acetilazi histona.

Pacientii cu boli neurodegenerative, incluzand boala Parkinson, boala Huntington, boala
Alzheimer i scleroza laterald amiotroficd, prezintd niveluri ridicate de peroxidare a lipidei. Lipida
este vulnerabila la oxidarea prin specii reactive de oxigen, si creierul este bogat in acizi grasi
polinesaturafi. Corespunzaitor, in anumite realiziri, compozitiile inventiei pot modula peroxidarea
lipidei. In anumite realiziri, compozitiile inventiei pot reduce peroxidarea lipidei. Reducerea
deteriordrii oxidative cauzatd de speciile reactive de oxigen poate fi utilizati pentru a tinti devreme
stadiile bolilor neurodegenerative. Corespunzitor, in anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt
pentru utilizare in tratarea stadiului timpuriu de neurodegenerare. De asemenea corespunzitor, in
anumite realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in prevenirea dezvoltdrii unei
tulburiri neurodegenerative. In astfel de realiziri, compozitiile inventiei pot fi utilizate la un
pacient care a fost identificat cu risc de a dezvolta o tulburare neurodegenerativa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31
17

Semnalizarea axei microbioti-intesin-creier este modulatd de nivelurile de permeabilitate
gastrointestinald. Corespunzitor, in unele realiziri, compozitiile inventiei altereazd integritatca
epiteliului tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi
permeabilitate 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 de metaboliti comensali si a moleculelor de semnalizare
inflamatorii in fluxul sanguin din lumenul tractului gastrointestinal.

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulati de compozitia microbioma din
tractul gastrointestinal. Corespunzitor, in anumite realizdri, compozitiile inventici moduleazi
compozitia microbiomi a tractului gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile inventiei
previn disbioza microbiomd si cresterea asociatd in metabolitii toxici (de exemplu LPS). in
anumite realiziri, compozitiile inventici moduleazd nivelurile de Clostridium din tractul
gastrointestinal. In realizirile preferate, compoxzitiile inventiei reduc nivelul de Clostridium din
tractul gastrointestinal. In anumite realiziri, compozitiile inventici reduc nivelurile de jejuni
campilobacteri. In anumite realiziri, compozitiile inventiei moduleazi proliferarea bacteriilor
anacrobe nocive si productia de neurotoxine produsd de aceste bacterii. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei moduleazi nivelurile microbiome de lactobacili si/sau bifidobacterii. In
anumite realizdri, compozitiile inventiei moduleazi nivelurile microbiome de Sutterella,
Prevotella, Ruminococcus genera si/sau din familia Alcaligenaceae. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei cresc nivelul de Lactobacillus plantarum si/sau Saccharomyces boulardii.
Leziunea creierului

Exemplele demonstreazd cd, compozitiile inventiei sunt neuroprotectoare si au activitate
inhibitoare HDAC. HDAC?2 este o tintd cruciald pentru recuperarea functionald dintr-un accident
vascular cerebral [35] si inhibarea HDAC poate preveni leziunca materiei albe [36], deci
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 dobanditi a creierului. In unele realiziri, compozitiile
inventici sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezulti din traumi. In unele
realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd
dintr-o tumoare. in unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii
creierului care rezulti dintr-un accident vascular cerebral. In unele realizri, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierlui care rezultd dintr-o hemoragie a creierului. In
unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd
din encefaliti. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii
creierului care rezultd din hipoxia cerebrald. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd din anoxia cerebrald.

In realizirile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului
vascular cerebral. Efectele prezentate in exemple sunt in special relevante pentru tratamentul
accidentului vascular cerebral. Accidentul vascular cerebral are loc cand curgerea sangelui in cel
putin o parte a creierului este Intreruptd. Fard o alimentare adecvatd cu singe pentru a furniza
oxigen si nutrienti tesutului cerebral si pentru a indeparta deseurile produse din tesutul cercbral,
celulele creierului incep sd moard rapid. Simptoamele accidentului vascular cerebral sunt
dependente de regiunca creierului care este afectati de curgerea inadecvatd a sangelui.
Simptoamele includ paralizie, amorteald sau slibiciune a muschilor, pierderea echilibrului,
ameteald, dureri de cap severe bruste, deprecierea vorbirii, pierdere de memorie, pierderea
abilitifii de miscare, confuzie bruscd, deprecierea vederii, comd sau chiar deces. Un accident
vascular cerebral este de asemenea referit ca atac cerebral sau accident cardiovascular (CVA).
Simptoamele accidentului vascular cerebral pot fi scurte daci curgerea adecvatd a sangelui este
restabilitd intr-o perioadi scurtd de timp. Totusi, daci curgerea inadecvatd a sangelui continud pe o
perioadd de timp semnificativd, simptoamele pot fi permanente.

In unele realiziri, accidentul vascular cerebral este ischemia cerebrali. Ischemia cerebrald
apare cand existd o curgere insuficientd de singe la tesuturile creierului pentru a indeplini cererea
metabolici. In unele realiziri, ischemia cerebrali este ischemie cerebrald focald, adica limitatd la o
regiune specifici a creierului. In unele realiziri ischemia cerebrali este ischemie cerebrald globali,
adica care cuprinde o zona largd a tesutului cerebral. Ischemia cerebrald focala are loc in mod
obisnuit cAnd un vas cerebral devine blocat, partial sau complet, reduciand fluxul de singe la o
regiune specifici a creierului. In unele realiziri ischemia cerebrali focala este accidentul vascular
cerebral ischemic. In unele realiziri, accidentul vascular cerebral ischemic este trombotic, adici
cauzat de o tromb3 sau cheag de singe, care se dezvolta intr-un vas cerebral si restrictioneaza sau
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blocheazi curgerea singelui. In unele realiziri accidentul vascular cerebral ischemic este un
accident vascular cerebral trombotic. In unele realiziri, accidentul vascular cerebral ischemic este
embolic, adicd cauzat de o embolie, sau o masd neatasatd care trece prin fluxul sanguin si
restrictioneaza sau blocheaza curgerea sangelui la un loc distant fatd de punctul siu de origine. in
unele realizdri accidentul vascular cerebral ischemic este un accident vascular cerebral embolic.
Ischemia cerebrald globala are loc in mod obisnuit cind curgerea sangelui la creier ca intreg este
blocati sau redusi. In unele realiziri ischemia cerebrali globali este cauzati de hipoperfuzie, adici
din cauza socului. In unele realiziri ischemia cerebrald globald este un rezultat al unui stop
cardiac.

In unele realiziri subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o ischemie
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 ischemie cerebrali globali. In unele realiziri, subiectul
diagnosticat cu leziunea creierului a suferit hioperfuzie. 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 inventici sunt pentru utilizare in tratarca
accidentului vascular cerebral ischemic. In unele realiziri, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral trombotic. In unele realiziri, compoxzitiile
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
realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea hipoperfuziei.

In unele realiziri, accidentul vascular cerebral este un accident vascular cerebral
hemoragic. Accidentul vascular cerebral hemoragic este cauzat de sangerarea in sau in jurul
creierului conducand la umflarea, presiunea si deteriorarea celulelor si tesuturilor creierului.
Accidentul vascular cerebral hemoragic este in mod obisnuit un rezultat al unui vas de sange slibit
care se rupe si sangereazi in inconjurul creierului. in unele realiziri, accidentul vascular cerebral
hemoragic este 0 hemoragic intracerebrald, adicd cauzatd de sangerarea in tesutul cerebral insusi.
In unele realiziri hemoragia intracerebrali este cauzati de o hemoragie intraparenchimal. In unele
realiziri hemoragia intracerebrali este cauzati de o hemoragie intraventriculard. in unele realiziri
accidentul vascular cerebral hemoragic este o hemoragic subarahnoidi adicd singerarea care apare
exterior 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 al creierului. In unele realiziri,
accidentul vascular cerebral hemoragic este un rezultat al malformdrii anteriovenoase cerebrale
(AVM).

In unele 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 realizdri, 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 amiloidi cerebrald. In unele realiziri, subiectul
diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un anevrism al creierului. 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 realizdri, 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 anevrism al creierului. in
unele realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unui AVM cerebral.

Restabilirea curgerii adecvate a sangelui la creier dupd o perioada de intrerupere, desi
eficientd In atenuarca simptoamelor asociate cu accidentul vascular cercbral, poate conduce
paradoxal la deteriorarea in continuare a tesutului cerebral. in timpul perioadei de intrerupere,
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tesutul afectat suferd de o lipsd de oxigen si nutrienti, si restabilirea brusci a curgerii sangelui
poate conduce la inflamatie si deteriorare oxidativa prin inducerea de stres oxidativ. Acest ucru
este cunoscut ca leziune de reperfuzie, si este bine documentat, nu numai dupd un accident
vascular cerebral, ci de asemenea si dupd un atac de cord sau altd deteriorare a tesutului cand
aportul de singe se intoarce in tesut dupi o perioadd de ischemie sau lipsi de oxigen. In unele
realizari 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 mini-accident 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 TIA.

Presiunea sanguind ridicatd, colesterolul ridicat din singe, un istoric familial al
accidentului vascular cerebral, bolile de inimd, diabetul, anevrismul creierului, malformatiile
arteriovenoase, boala celulei sickle, vasculita, tulburdrile de singerare, utilizarea unor
medicamente anti-inflamatoare nonsteroidiene (NSAID), fumatul, consumul mare de cantititi de
alcool, utilizarea medicamentelor ilegale, obezitatea, lipsa de activitate fizica si o dietd nesdnitoasa
sunt toate considerate a fi factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. In particular, sciderea
presiunii sanguine a fost prezentati ca o concluzie pentru a preveni atdt accidentul vascular
cerebral ischemic cit si pe cel hemoragic [37, 38]. 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 realiziri subiectul are patru factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. in
unele realizari subiectul are mai mult de patru factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. In
unele realiziri subiectul are presiune sanguini ridicati. In unele realizri subiectul are colesterol
ridicat in sange. In unele realiziri subiectul are un istoric familial al accidentului vascular cerebral.
In unele realiziri subiectul are o boald de inimi. In unele realiziri subiectul are diabet. In uncle
realiziri subiectul are un anevrism al creierului. in unele realiziri subiectul are malformatii
arteriovenoase. In unele realiziri subiectul are vasculiti. In unele realiziri subiectul are boala
celulei sickle. In unele realiziri subiectul are o tulburare de sangerare. In unele realiziri subiectul
are un istoric de utilizare a unor medicamente anti-inflamatoare nonsteroidiene (NSAID). In unele
realiziri subiectul fumeazi. In unele realiziri subiectul consumi cantititi mari de alcool. In unele
realiziri subiectul utilizeeazd 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 nesindtoasa.

Exemplele au indicat cd compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea leziunii
creierului si ajutd la recuperare cand se administreazd inainte de a avea loc evenimentul leziunii.
Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru tratarea leziunii creierului cand se
administreaza la subiectii cu risc de leziune a creierului, cum ar fi accidentul vascular cerebral.

In anumite realizdri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea deteriordrii
cauzate de o potentiald leziune a creierului, preferabil un accident vascular cerebral. Compozitiile
pot reduce deteriorarea cauzati cind ele sunt administrate inainte ca potentiala leziune a creierului
sd aibd 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 ajuta la recuperare cand se administreaza dupd ce are loc evenimentul leziunii. Prin
urmare, compozitiile inventiei pot fi In special utile pentru tratarea leziunii creierului cind se
administreaz3 la subiecti 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 functiondrii motorii. 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
simptoamelor. Tratamentul leziunii creierului se poate referi de asemenea la o reducere a
deprecierii neurologice dupa accidentul vascular cerebral. Compozitiile inventiei pentru utilizare in
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tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate citre subiect inaintea debutuluiul
accidentului vascular cerebral, de exemplu la un pacient identificat cu risc de accident vascular
cerebral. Compozitiile inventiei pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi
furnizate dupa ce accidentul 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 (adicd pani la o sdptdmand dupd accidentul vascular cerebral).
Compozitiile inventiei pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate in
timpul fazei subacute de recuperare (adici de la o sdptdmana pani 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 cu un activator plasminogen al tesutului (tPA). Alti agenti secundari includ alte
antitrombocite (cum ar fi clopidogrel), anticoagulanti (cum ar fi heparin, warfarin, apixaban,
dabigatran, edoxaban sau rivaroxaban), antihipertensive (cum ar fi diuretice, inhibitori ai ACE,
blocanti ai canalelor de calciu, beta-blocanti sau alfa-blocanti) sau statine. Compozitiile inventiei
pot imbundtati rispunsul pacientului la agentul activ secundar.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei reduc efectul ischemiei asupra tesuturilor. in
anumite realiziri, compozitiile inventiei reduc cantitatea de tesut deterioratd cauzatd de ischemie.
In anumite realiziri, tesuturile deteriorate de ischemie sunt tesuturi cerebrale. in anumite realiziri,
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 celule necrotice si apoptotice. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei previn moartea celulei prin necrozi si/sau apoptozi. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei previn moartea celulei prin necrozi si/sau apoptoza cauzate de ischemie. in
anumite realiziri, compozitiile inventiei imbundtitesc recuperarea tesutului deteriorat de ischemie.
In anumite realiziri, compozitiile inventiei imbunatitesc viteza de indepartare a celulelor necrotice
si/sau celulelor apoptotice. In anumite realiziri, compozitiile inventiei imbunititesc eficacitatea
indepirtirii celulelor necrotice si/sau a celulelor apoptotice. In anumite realiziri, compozitiile
inventiei imbunititesc inlocuirea si/sau regenerarea celulelor in tesuturi. In anumite realiziri,
compozitiile inventiei imbunatitesc inlocuirea si/sau regenerarea celulelor in tesuturile deteriorate
de ischemie. In anumite realiziri, compozitiile inventiei imbunititesc histologia globala a tesutului
(de exemplu dupa o biopsie).

Moduri de administrare

Preferabil, compozitiile inventiei trebuic sd fie administrate in 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 inventici pot fi administrate ca spumd, ca pulverizator
sau ca gel.

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

In anumite realiziri, compozitia inventiei este administratd in tractul gastrointestinal
printr-un tub, cum ar fi un tub nasogastric, un tub orogastric, un tub gastric, un tub de jejunostomie
(tub J), gastrostomic endoscopicd percutanatd (PEG), sau un port, cum ar fi un port pe peretele
pieptului care furnizeaza acces la stomac, jejun si alte porturi de acces adecvate.

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

In anumite realizari ale inventiei, tratamentul conform inventiei este insotit de evaluarea
microbiotei intestinale a pacientului. Tratamentul poate fi repetat daci livrarea si/sau colonizarea
partiald sau totald cu tulpina inventici nu este obtinutd astfel incit nu se observa eficacitatea, sau
tratamentul poate fi oprit dacd livrarea si/sau colonizarea partiald sau totald este cu succes si s¢
observd eficacitatea.

In anumite realizdri, compozitia inventiei poate fi administratd unui animal insdrcinat, 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 dupa ce este niscut.
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Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost diagnosticat cu o boala
neurodegenerativd, sau care a fost identificat cu risc de o boald neurodegenerativd. Compozitiile
pot fi de asemenea administrate ca misurd profilactici pentru a preveni dezvoltarea bolii
neurodegenerative la un pacient sinitos.

Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost identificat ca avand o
microbiotd intestinald anormald. De exemplu, pacientul poate avea o colonizare redusd sau absenta
de Megasphaera, si in particular de Megasphaera massiliensis.

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 pasirile de curte,
porcii, pisicile, clinii, caii sau iepurii. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru amplificarca
cresterii i performantei animalelor. Dacd sunt administrate la animale, poate fi utilizat gavajul
oral.

Compozitii

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

Preferabil, compozitia inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea bacteriei este o
procedurd bine-stabilitd si ghidarea relevantd este disponibild in, de exemplu, referirile [39], [],
[41]].

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

in unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei nu a fost inactivatd, de
exemplu, nu a fost inactivati la cilduri. In unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia
inventiei nu a fost omoratd, de exemplu, nu a fost omorati la cildurd. In unele realiziri, tulpina
bacteriand din compozitia inventiei nu a fost atenuatd, de exemplu, nu a fost atenuata la cildura.
De exemplu, in unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia inventici nu a fost omorata,
inactivatd si/sau atenuatd. De exemplu, in unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia
inventiei este vie. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este
viabild. De exemplu, in unele realiziri, tulpind bacteriani din compozitia inventiei este capabild sa
colonizeze partial sau total intestinul. De exemplu, in unele realizdri, tulpina bacteriand din
compozitia inventiei este viabild si capabild sd colonizeze partial sau total intestinul.

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

In realizirile preferate, compozitia inventiei este incapsulati pentru a permite livrarea
tulpinii bacteriene in intestin. Incapsularea protejeazi compozitia de degradare pani la livrarea la
locatia tinta prin, de exemplu, ruperea cu stimuli chimici sau fizici cum ar fi presiunea, activitatea
enzimaticd, sau dezintegrarea fizicd, care poate fi declansatid de modificari in pH. Poate fi utilizata
orice metodd de incapsulare adecvatd. Exemple de tehnici de incapsulare includ captarea intr-o
matrice poroasd, atasarea sau adsorbtia pe suprafete solide purtitoare, auto-agregarea prin
floculare sau cu agenti de reticulare, si confinutul mecanic de dupd o membrand sau microcapsuld
microporoasd. Ghidarea pe incapsulare care poate fi utild pentru prepararea compozitiilor inventiei
este disponibild in, de exemplu, referirile [42] si [43].

Compozitia poate fi administratd oral si poate fi in forma unei tablete, capsule sau
pulberi. Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Megasphaera sunt anaerobe. Alte
ingrediente (cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse ca debarasatori de oxigen si
substraturi prebiotice pentru a imbundtdti livrarea si/sau colonizarea partiald sau totald si
supravietuirea in vivo. Alternativ, compozitia probiotici a inventiei poate fi administrati oral ca
aliment sau produs nutritional, cum ar fi produse lactate fermentate pe bazi de lapte sau zer, 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 dozi zilnica adecvatd de bacterie, de exemplu pentru un adult uman, 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° pani la aproximativ 1 x 10! CFU.
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In anumite realiziri, compozitia contine tulpina bacteriani intr-o cantitate de la
aproximativ 1 x 10° pani la aproximativ 1 x 10!! CFU/g, in raport cu greutatea compozitici; 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, isomalt-oligozaharide, pectine, <xilo-oligozaharide (sau XOS), chitosan-
oligozaharide (sau COS), beta-glucani, gumi arabild modificatd si amidonuri rezistente,
polidextroze, D-tagatoze, fibre de acacia, roscovd, oviz, si fibre citrice. Intr-un aspect, prebioticele
sunt fructo-oligozaharide cu catend scurtd (pentru simplitate prezentate aici mai jos ca FOSs-c.c);
respectivele FOSs-c.c. nu sunt carbohidrati digerabili, obfinufi in general prin conversia sfeclei de
zahdr si incluzand o moleculd de zaharozi la care sunt legate trei molecule de glucoza.

In anumite realiziri, compozitiile inventiei sunt utilizate in combinatie cu un alt compus
terapeutic pentru tratarca sau prevenirea tulburdrii neurodegenerative. In unele realiziri,
compozitiile inventiei sunt administrate cu supliment nutritional care moduleazd neuroprotectia
sau neuroproliferarea. In realizirile preferate, suplimentul nutritional cuprinde sau consti din
vitamine nutritionale. In anumite realiziri, vitaminele sunt vitamina B6, magneziu, dimetilglicini
(vitamini 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 terapii conventionale cum ar fi
Levodopa, agonisti de dopamindi, inhibitori MAO-B, inhibitori COMT, antagonisti de glutamat,
sau anticolinergice, care sunt exemple de agenfi secundari pentru a fi administrati in combinatie
(secvential sau in acelasi timp) cu compozitiile inventiei.

Compozitiile inventiei pot cuprinde excipienti sau purtitori acceptabili farmaceutic.
Exemple de astfel de excipienti adecvati pot fi gisite in referinta [44]. Purtitorii sau diluantii
acceptabili pentru utilizare terapeutica sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi,
de exemplu, in referinta [45]. 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, excipientului sau diluantului farmaceutic,
poate fi selectatd cu privire la calea de administrare intentionata si practica farmaceutici 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,
lactoza anhidrd, lactozd cu curgere liberd, beta-lactozi, 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 i esteri ai acidului p-hidroxibenzoic.
Antioxidantii si agentii de punere in suspensie pot fi de asemenea utilizati.

Compozitiile inventiei pot fi formulate ca produse alimentare. De exemplu, un produs
alimentar poate furniza beneficii nutritionale in plus fatd de efectul terapeutic al inventiei, cum ar
fi intr-un supliment nutritional. In mod similar, un produs alimentar poate fi formulat pentru a
ameliora gustul compozitiei inventiei sau pentru a face compozitia mai atractivi pentru consum,
fiind mai asemdnitoare cu un produs alimentar comun, mai degrabd decit cu o compozitie
farmaceutica. In anumite realiziri, compozitia inventiei este formulati ca produs pe bazi de lapte.
Termenul ,,produs pe bazd de lapte™ inseamni orice produs pe bazd de lapte sau zer, lichid sau
semi-solid, care are un continut de grasime variabil. Produsul pe bazi de lapte poate fi, de
exemplu, lapte de vacd, lapte de caprd, lapte de oaie, lapte degresat, lapte integral, lapte
recombinat din lapte praf si zer fard orice procesare, sau un produs procesat, cum ar fi iaurtul,
laptele prins, casul, laptele acru, laptele acru integral, laptele de unt si alte produse de lapte acru.
Un alt grup important include bauturile din lapte, cum ar fi bauturi din zer, lapte fermentat, lapte
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condensat, lapte pentru nou nascuti sau copii; lapte aromat, inghetatd; lapte care contine alimente
cum ar fi dulciurile.

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

in unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Megasphaera massiliensis si nu contin bacterii din nici o altd specie, sau care cuprinde
numai de minimis sau cantitd{i irelevante biologic de bacterii din alte specii. Astfel, in unele
realizdri, inventia furnizeazd o compozitic cuprinzind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Megasphaera massiliensis, care nu contine bacterii din nici o altd specie sau care
cuprinde numai de minimis sau cantitdti irelevante biologic de bacterii dintr-o altd specie, pentru
utilizare in terapie.

in unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Megasphaera massiliensis si nu contin bacterii din nici o altd specie de Megasphaera,
sau care cuprind numai de minimis sau cantitdti irelevante biologic de bacterii dintr-o altd specie
de Megasphaera. Astfel, in unele realiziri, inventia furnizeazi o compozitie cuprinzind una sau
mai multe tulpini bacteriene ale speciilor Megasphaera massiliensis, care nu contine bacterii din
nici o altd specie Megasphaera sau care cuprinde numai de minimis sau cantitdti irelevante
biologic de bacterii de la o alta specie Megasphaera, 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 cantitati irelevante biologic de 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 Megasphaera, care nu contine bacterii din nici o altd tulpind sau care
cuprinde numai de minimis sau cantitdti irelevante biologic de bacterii dintr-o altd tulpind pentru
utilizare in terapie.

In unele realiziri, inventia furnizeazi o compozitic cuprinzind o singurd tulpini
bacteriand a speciilor Megasphaera massiliensis, care nu contine bacterii din nici o altd tulpind sau
care cuprinde numai de minimis sau cantitdti irelevante biologic de bacterii de la o alta tulpina
pentru utilizare in terapie.

In unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpini bacteriani. De
exemplu, in unele realiziri, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpind din aceeasi specie
(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 de la nici o alti specie. In unele realiziri, compozitiile inventici
cuprind mai putin de 50 tulpini din aceeasi specie (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 de la aceeasi specie si, optional, nu contin bacterii de 1a nici o altd specie. Inventia cuprinde
orice combinatie a celor anterioare.

In unele realiziri, compozitia cuprinde un consortiu microbian. De exemplu, in uncle
realizari, compozitia cuprinde tulpina bacteriand Megasphaera ca parte a unui consortiu
microbian. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriand Megasphaera este prezentd in
combinatic cu una sau mai multe (de exemplu cel putin 2, 3, 4, 5, 10, 15 sau 20) alte tulpini
bacteriene din alt gen, cu care ea poate trai simbiotic in vivo in intestin. De exemplu, in unele
realizdri, compozitia cuprinde o tulpind bacteriand de Megasphaera in combinatiec cu o tulpind
bacterianii dintr-un gen diferit. In unele realiziri, consortiul microbian cuprinde doud sau mai
multe tulpini bacteriene obtinute dintr-o mostrd de excremente a unui singur organism, de exemplu
un om. In unele realiziri, consorfiul microbian nu este gisit impreund in naturd. De exemplu, in
unele realizari, consortiul microbian cuprinde tulpini bacteriene obtinute de la mostre de
excremente de la cel putin doui organisme diferite. In unele realiziri, cele doui organisme diferite
sunt de la acecasi specie, de exemplu de la doi oameni diferiti. In unele realiziri, cele doui
organisme diferite sunt un copil uman si un adult uman. in unele realiziri, cele dous organisme
diferite sunt un om si un mamifer non-uman.

In unele realiziri, compozitia inventiei cuprinde suplimentar o tulpini bacteriani care are
aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate terapeutica ca tulpina MRx0029, dar care nu este
MRx0029, sau care nu este o Megasphaera massiliensis.
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In unele realiziri in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpini bacteriani,
specie sau gen, tulpinile bacteriene individuale, speciile sau genurile pot fi pentru administrare
separatd, simultand sau secventiald. De exemplu, compozitia poate cuprinde toate din cele mai
mult de o tulpind bacteriand, specie sau gen, sau tulpinile bacteriene, speciile sau genurile pot fi
depozitate separat si pot fi 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 inventic este obtinutd 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 cantitifi de minimis. Bacteria
poate a fost cultivata ulterior de a fi obtinutd din excremente de adult uman si de a fi utilizatd intr-o
compozitic a inventiei.

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

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

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceuticid de mai sus, in care
respectiva tulpini bacteriand este liofilizati. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia
farmaceutici de mai sus, in care respectiva tulpind bacteriani este pulverizati uscat. in anumite
realizari, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriana este
liofilizatid sau pulverizati uscat si in care este vie. In anumite realiziri, inventia furnizeazi
compozitia farmaceutica de mai sus, in care tulpina bacteriand este liofilizatd sau pulverizatd uscat
si in care este viabild. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus,
in care tulpina bacteriani este liofilizatd sau pulverizati uscat si in care este capabild sd colonizeze
partial sau total intestinul. In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutica de mai
sus, in care tulpina bacteriand este liofilizatd sau pulverizatd uscat si in care este viabila si capabild
sd colonizeze partial sau total intestinul.

In unele cazuri, tulpina bacterian liofilizati este reconstituiti inainte de administrare. In
unele cazuri, reconstituirea este prin utilizarea unui diluant descris aici.

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

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

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

In anumite realizari, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care
cantitatea de tulpini bacteriand este de la aproximativ 1 x 10° p4ni la aproximativ 1 x 10! unititi
de formare a coloniilor pe gram fatd de greutatea compozitiei.

In anumite realizari, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care
compozitia este administrati laodozide 1 g, 3 g, 5 gsau 10 g.

In anumite realizdri, inventia furnizeazi compozitia farmaceuticid de mai 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 farmaceutica de mai sus, cuprinzand
un purtdtor selectat din grupul constand din lactozi, amidon, glucozi, metil celulozi, stearat de
magneziu, manitol si sorbitol.

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzand
un diluant selectat din grupul constand din etanol, glicerol si apa.

In anumite realizdri, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, cuprinzand
un excipient selectat din grupul constind din amidon, gelatind, glucoza, lactozi anhidrd, lactoza
curgatoare liber, 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 farmaceutica de mai sus, cuprinzand
in plus cel putin un conservant, un antioxidant si un stabilizator.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31
25

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

In anumite realiziri, inventia furnizeazi compozitia farmaceuticid de mai sus, in care
respectiva 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 masurat in unititi de formare a coloniilor, rAmine dupd o perioadi 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 o sticli.
In unele realiziri, compozitia inventiei este furnizati intr-o seringd cuprinzand o compozitic cum
s-a descris aici.

Comporzitia din prezenta inventie poate fi, in unele realizari, furnizatdi ca formulare
farmaceuticd. De exemplu, compozitia poate fi furnizati ca tabletd sau capsuli. in unele realiziri,
capsula este o capsuld cu 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 administrarea
bucali, linguald, sau sublinguald prin care compusul intrd in fluxul sanguin direct din gur.

Formulirile farmaceutice adecvate pentru administrare orald includ dopuri solide,
microparticule solide, semi-solide si lichide (incluzind faze multiple sau sisteme dispersate) cum
ar fi tabletele; capsule moi sau tari continAnd multi sau nanoparticule, lichide (de exemplu solutii
apoase), emulsii sau pulberi; pastile (incluzandu-le pe cele 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
gastro-rezistentd (de exemplu, rezistentd la pH-ul gastric) care este adecvatd 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 predispusa la
degradarea in condifii gastrice.

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 acoperitd enteric, sau altele asemenea. Acoperirea enterica poate fi
0 acoperire entericd conventionald, de exemplu, o acoperirc 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, formularca enterici este intrinsec enterici, de exemplu, gastro-
rezistentd fird a necesita o acoperire entericd. Astfel, in unele realiziri, formularea este o
formulare enterici 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 hidroxipropilmetilcelulozd (HPMC).
in unele realiziri, capsula cuprinde o carcasi care nu contine nici un polimer de formare a
filmului. in wuncle realiziri, capsula cuprinde o carcasi §i carcasa cuprinde
hidroxipropilmetilceluloza si nu cuprinde nici un polimer de formare a filmului (de exemplu vezi
[46]). In unele realiziri, formularea este o capsuli enterici intrinseci (de exemplu, Vcaps® de la
Capsugel).

In unele realiziri, formularea este o capsuld moale. Capsulele moi sunt capsule care pot,
din cauza adiugdrii agentilor de inmuiere, cum ar fi, de exemplu, glicerol, sorbitol, maltitol si
polietilen glicoli, prezenti in carcasa capsulei, sd aib o anumit] elasticitate si moliciune. Capsulele
moi pot fi produse, de exemplu, pe baza 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 pot avea diferite forme, ele pot fi, de exemplu,
rotunde, ovale, alungite sau in formd de torpild. Capsulele moi pot fi produse prin procedee
conventionale, cum ar fi, de exemplu, procedeul Scherer, procedeul Accogel sau procedeul
picaturd sau suflare.

Metode de cultivare

Tulpinile bacteriene pentru utilizare din prezenta inventie pot fi cultivate utilizind tehnici
microbiologice standard cum s-a detaliat in, de exemplu, referirile [47], [] si [49].

Mediul solid sau lichid utilizat pentru culturd poate fi agar YCFA sau mediu YCFA.
Mediul YCFA poate include (pe 100ml, valori aproximative): Casitone (1,0 g), extract de drojdie
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(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 piridoxamind
(15 ng).

Tulpini bacteriene pentru utilizare in compozitiile vaccinului

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 se administreazi ca compozitii vaccin. In anumite astfel de realiziri, tulpinile bacteriene ale
inventiei pot fi omorate, inactivate sau atenuate. in anumite astfel de realiziri, compozitiile pot
cuprinde un vaccin adjuvant. In anumite realiziri, compozitiile sunt pentru administrare prin
injectie, cum ar fi prin injectie subcutanati.

General

Practica din prezenta inventie va utiliza, dacd nu este indicat altfel, metode conventionale
de chimie, biochimie, biologic moleculard, imunologie si farmacologie, din domeniul tehnicii.
Astfel de tehnici sunt explicate complet in literaturd. Vezi, de exemplu, referirile [50] si [51,
57], etc.

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

Termenul ,,aproximativ® in relatie cu o valoare numerici x este optional si inseamna, de
exemplu, x+10%.

Cuvantul ,substantial® nu exclude ,.complet” de exemplu o compozitic care este
,,substantial fard“ de la 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 nucleotidi
inseamnd cd, atunci cind sunt aliniate, acel procentaj de nucleotide este acelasi in compararca
celor doud secvente. Aceasti aliniere si procentele de omologie sau de identitate de secventa pot fi
determinate utilizand programe software cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise in
sectiunca 7,7,18 din ref. [58]. O aliniere preferatd este determinatad prin algoritmul de ciutare de
omologie Smith-Waterman utilizind o ciutare cu gol afin cu o penalizare de deschidere a golului
de 12 si o penalizare de extensie a golului de 2, matricea BLOSUM de 62. Algoritmul de cautare
de omologie Smith-Waterman este divulgat in ref. [59].

Daci nu se specificd explicit, un procedeu sau metodd cuprinzand numeroase ctape poate
cuprinde etape suplimentare la inceputul sau sfarsitul metodei, sau poate cuprinde etpe de
interventie suplimentare. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise sau efectuate intr-o ordine
alternativa, daca 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 cealaltd (exceptind situatia cand ele se exclud reciproc).

MODURI DE EFECTUARE A INVENTIEI
Exemplul 1 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a actiona ca neuroprotector
Rezumat

Celulele neuroblastom au fost tratate cu compozitii cuprinzind tulpini bacteriene conform
inventiei. Celulele neuroblastom SH-SYSY utilizate sunt producidtoare de dopamind si bine
stabilite ca un model in vifro pentru studierea bolilor neurodegenerative. S-a aobservat abilitatea
tulpinilor bacteriene de a creste neuroproliferarea. Celulele neuroblastom au fost de asemenca
tratate cu 1-metil-4-fenilpiridiniu neurotoxin dopaminergic (MPP), care induce permanent
simptoamele bolii Parkinson in celulele neuroblastom. A fost investigatd abilitatea tulpinilor
bacteriene de a actiona ca neuroprotector impotriva MPP.

Material si Metode

Tulpindg bacteriand

Megasphaera massiliensis MRx0029; Parabacteroides distasonis MRX0005
Linie celulard

Celulele neuroblastom SH-SY5Y au fost cumpirate de la ECCACC (Cat. no: 94030304)
st au fost crescute in MEM (Sigma Aldrich, cat n. M2279) suplimentate cu Nutrient Amestec F-12
Ham (Sigma Aldrich, cat n. N4888).

Metodd




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31
27

Odata crescute, celulele neuroblastom SH-SYSY au fost placate pe o 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 10 uM acid retinoic (Sigma Aldrich, cat. n. R2625-
100MG). Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare altd zi si celule au fost recoltate 1a 7 zile
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 10% supernatant bacterian si incubate peste noapte.
Viabilitatea celulara a fost misurati utilizind reactival CCK-8 (Sigma Aldrich, trusd de numérare
celulard - 8, cat. n. 96992-3000TESTS-F) si cititd 1a o lungime de undi de 450 nm.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 1. Tratamentul celulelor
neuroblastom cu MRx0029 sau MRX0005 a condus la o crestere in proliferarea neuronilor.
Celulele neuroblastom care au fost tratate cu MPP impreund cu tulpina bacteriand au avut o
viabilitate celulard crescutd in comparatic cu celulele tratate cu MPP singur (care au avut o
viabilitate scizutd). Aceste date aratd cd tulpina bacteriand poate actiona ca neuroprotector. Efectul
protector a fost mai mare pentru celulele tratate ca MRX0029, care au salvat viabilitatea mai mult
decat celulele de control pozitiv tratate cu Quercetin. Aceste date aratd cd tulpinile bacteriene pot
actiona ca neuroprotectori.

Exemplul 2 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru a reduce secretia de IL-6.
Rezumat

Activarea citokinelor proinflamatoare a fost asociatd cu deteriorarea neuronilor in boala
neurodegenerativd.  Lipopolizaharida (LPS) este un stimulator cunoscut de citokine
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

Tulpindg bacteriand

Megasphaera massiliensis MRx0029
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 de aminoacid neesential MEM IX si piruvat de sodiu IX.

Metodd

Odata crescute, celulele MG U373 au fost placate pe o placi 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. A fost efectuat de asemenea un control unde celulele au fost
incubate in mediu netratat. Dupi aceea celulele fard supernatanti au fost colectate, centrifugate la
10.000g timp de 3min la 4°C. IL-6 a fost misurat utilizAnd trusa ELISA IL-6 umanid de la
Peprotech (cat n.#900-K16) in conformitate cu instructiunile fabricantului.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 2. Tratamentul celulelor
neuroblastom cu LPS si tulpina bacteriand a condus 1a o scidere a nivelului de IL-6 secretatd.
Exemplul 2b - Eficacitatea inoculdrii bacteriene pentru a modula secretia de IL-8.

Rezumat

Deoarece neuro-inflamatia joacd un rol pivotal in bolile neurodegenerative si IL-8 s-a
aritat ci are efecte neuro-pozitive, a fost evaluat efectul compozitiilor cuprinzind tulpinile
bacteriene ale inventiei si LPS asupra activarii IL-8. Celulele astrocitom glioblstom 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-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 de aminoacid neesenfial MEM IX si piruvat de sodiu IX.

Metodd

Odata crescute, celulele MG U373 au fost placate pe o placd cu 24 de godeuri 1la 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. Dupa aceea celulele fard supernatanti au fost colectate, centrifugate
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la 10.000g timp de 3min la 4°C. IL-8 a fost masurat utilizind trusa ELISA IL-8 umana de la
Peprotech (cat n.#900-K18) in conformitate cu instructiunile fabricantului.
Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 3. Tratamentul celulelor
neuroblastom cu tulpinile bacteriene conduce la o crestere a secretiei de IL-8 independent de
prezenta LPS.

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

Neuroinflamatia joaca un rol pivotal in boala Parkinson si a-sinucleina a aratat ca induce
neuroinflamatia in vivo. Prin urmare, a fost evaluati abilitatea tulpinilor bacteriene ale inventiei de
a inhiba inflamatia indusd de a-sinucleind. O co-culturd de celule astrocitom glioblastom umane si
celule neuroblastom a fost expusd la a-sinucleina de tip sdlbatic si la izoformele mutante E46K si
AS53T si tratatd cu compozitii cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei. A fost apoi testatd
abilitatea tulpinilor bacteriene de a inhiba secretia indusa de o-sinucleind de IL-6.

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 de aminoacid neesential MEM IX si piruvat de sodiu IX.

SH-SYS5Y este o linie celulard de neurobastom 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 F-12 Ham de amestec de nutrient suplimentat cu 2mM L-glutamind,
10% caldurd inactivatd de FBS, 100 U/ml penicilind, 100 pg/ml streptomicind. Celulele din mediul
de crestere au fost placate pe o placd cu 96 de godeuri la 11.000 celule/godeu si plasate in
incubator. Dupa 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.

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 F-12 Ham de amestec nutrient
suplimentat cu 2mM L-glutamind, 10% caldurd inactivatd de FBS, 100 U/ml penicilind, 100 pg/ml
streptomicind. Celulele din mediul de crestere au fost placate pe o placd cu 96 de godeuri la 11.000
celule/godeu si plasate in incubator. Dupd 2 zile, mediul au 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 dupa 7 zile de diferentiere. U373 a fost placat
pe plici cu 12 trangodeuri (membrand de poliester de 0.4um, Costar) la o densitate de
50.000celule/godeu timp de 72 ore. Celule au fost co-cultivate impreund timp de 24 ore inainte de
tratamentul in mediul de diferentiere (mediu de crestere continand 1% FBS fird 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. Celulele fard supernatanti au fost colectate,
centrifugate la 10000g timp de 3 min la 4°C, alicate si depozitate 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 4. Tratamentul celulelor cu o-
sinucleind de tip sdlbatic si cu izomorfele mutante E46K si A53T a indus o secretic moderata de
IL-6 (Figura 4A). Secretia indusd de o-sin de IL-6 a fost inhibatd in celulele tratate cu tulpinile
bacteriene (Figura 4A). Reducerea secretiei de IL-6 a fost cea mai mare la administrarea de
MRX0029.

Exemplul 3 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a reduce activarea NFxB
Rezumat

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

Material si Metode
Tulpindg bacteriand
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Megasphaera massiliensis MRx0029
Linie celulard

TLR4 albastru Hek uman a fost cumpirat de la InvivoGen (cat n. hkb-htlr4). TLR4
albastru Hek uman a fost crescut in DMEM bogat in glucozd (Sigma Aldrich, cat n. D-6171)
suplimentat cu 10% FBS, 1% Pen Strep, 4mM L-glut, normocin si solutie de selectie albastra HEK
IX.
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)
singur sau cu 10% supernatant de bacterie din MRx0029 timp de 22 ore. Al doilea set al celulelor a
fost tratat cu LPS (10 ng/mL, de la serotipul enteric Salmonella Typhimurium, Sigma Aldrich, cat
n. L6143) singur sau cu 10% supernatant de bacterie din MR029 timp de 22 ore. Celulele au fost
ulterior centrifugate si 20ul de supernatant a fost amestecat cu 200ul de reactiv albastru Quanti
(InvivoGen, cat n. rep-qb2), incubate timp de 2 ore si s-a citit absorbanta la 655nm.
Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figurile 5 si 6. Figura 5 aratd ci
activarea promotorului NFkB de citre a-sinucleind este inhibatd de MRx0029. Figura 6 aratd ci
activarea promotorului NFxB de citre LPS este inhibatd de MRx0029.
Exemplul 4 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a altera capacitatea antioxidantd
Rezumat

Abilitatea compozitiilor cuprinzind tulpini bacteriene conform inventiei de a altera
capacitatea antioxidantd. Capacitatea antioxidanti a tulpinii bacteriene a fost stabilitd utilizind
bine cunoscutul test ABTS (acid 2,2'-azino-bis(3-¢ctilbenzotiazolind-6-sulfonic)).
Tulpindg bacteriand
Megasphaera massiliensis MRx0029
Metodd

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

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 7. Figura 7 aratd cd MRx0029
are o capacitate antioxidantd de aproximativ 2mM in comparatie cu Trolox.

Exemplul 5 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a altera nivelurile de peroxidare ale lipidei
Rezumat

A fost investigatd abilitatea compozitiilor cuprinzand tulpinile bacteriene conform
inventiei de a altera nivelurile de peroxidare ale lipidei. Testul substantelor reactive tiobarbiturice
(TBAR) a fost utilizat pentru a masura produsele secundare ale peroxidarii lipidei.

Material si Metode

Tulpind bacteriand

Megasphaera massiliensis MRx0029
Metodd

Celulele bacteriene (10° sau mai multe) au fost colectate si centrifugate, a fost efectuati o
etapd de spilare cu solutie izotonica salind inainte ca peletul si fie resuspendat in tampon de
testare cu 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 al lipidei a fost evaluat utilizand testul de substante reactive tiobarbiturice.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 8. Figura 8 aratd cd MRx029 este
capabila si inhibe peroxidarea lipidei cu aproximativ 20 %, care este o capacitate antioxidantd mai
ridicatd decat a controlului 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

Megasphaera massiliensis MRx0029
Linie celulard
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Linia celulard HT-29 a fost utilizatd deoarece este prezentd deacetilaza histona.
Metodd

Celulele fara supernatanti din culturi celulare de fazd stationard au fost izolate prin
centrifugare si filtrare Intr-un filtru de 0,22 uM. Celulele HT-29 au fost utilizate 3 zile post
confluentd si ldsate in 1 mL DTS 24 ore inainte de inceperea experimentului. Celulele HT-29 au
fost provocate cu 10 % supernatant fard celule diluat in DTS si au fost 14sat sa incubeze timp de 48
ore. Proteinele nucleazi au fost apoi extrase utilizind trusa de extragere Sigma Aldrich Nuclease si
mostrele au fost congelate instantaneu inainte de misurarea activitdtii HDAC. Activitatea HDAC a
fost evaluata fluorometric utilizand trusa Sigma Aldrich (UK).

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 9. Figura 9 aratd cd MRx0029 este
capabila si reducd nivelurile activitatii de deacetilaza histond.
Exemplul 7 - Nivel de 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
Megasphaera massiliensis MRx0029

ATCC 11775 este o tulpini bacteriand de referintd care este cunoscuta pentru producerea
de indol.
Metodd

Celulele bacteriene intacte in faza stationard au fost incubate cu 6mM Triptofan timp de
48 ore. Speciile bacteriene care posedd enzima triptofanazi vor utiliza triptofan ca substrat pentru
a produce indol. Dupi o perioada de incubare de 48 ore, supernatantul a fost indepartat si addugat
la reactivul Kovac pentru cuantificarea indolului. Standardele, solutiile stoc si reactivii au fost
preparati utilizand metode standardizate validate in-house.
Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 10. Figura 10 arati cd MRx0029 are
capacitatea de a produce indol din triptofan, 1a concentratii de aproximativ 0,2mM.
Exemplul 8 - Nivelul de productie de kinurenine in bacterie
Rezumat

A fost investigatd abilitatea bacteriei inventiei de a produce kinurenine. Dereglarea ciii
kinurenine poate conduce la activarea sistemului imunitar si 1a acumularea de compusi neurotoxici
potentiali. Alterarile in metabolismul kinureninelor pot fi implicate in dezvoltarea bolii Parkinson.
Tulpindg bacteriand
Megasphaera massiliensis MRx0029

DSM 17136 este o tulpind de Bacteroides copricola care este cunoscuti pentru
producerea de kinurenine.
Metodd

Supernatantii fard celule din culturi celulare de fazd stationard au fost izolati prin
centrifugare si filtrare intr-un filtru de 0,22 uM si congelati pind la utilizare. Kinureninele
standard, solutiile stoc si reactivii au fost preparati utilizind metode standardizate validate in-
house. 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 pe o placd cu 96 godeuri. Pentru detectia
kinureninelor a fost utilizat reactivul Ehrlich si a fost addugat intr-un raport de 1:1.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 11. Figura 11 arati cd MRx0029 are
capacitatea de a produce kinureninele la o concentratie de aproximativ 40 uM.

Exemplul 9 - Nivelurile de dopamind, DOPAC si HVA in striatum la soarecii MPTP tratati cu
bacterie

Boala Parkinson este o tulburare neurodegenerativd obisnuitd ale cdrei caracteristici
clinice cardinale includ tremurul, incetinirea miscirii, rigiditatea, si instabilitatea posturald. Aceste
simptoame sunt cele care pot fi atribuite in primul rind degenerdrii neuronilor dopaminergici din
substantia nigra pars compacta si pierderea ulterioard a fibrei lor nervoase de proiectare in striatum
[60]. Soarecii tratati cu MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridind) pierd selectiv numere
semnificative de neuroni dopaminergici nigrostriatali [61]. MPTP a indus pierderea de celule
dopaminergice in substantia nigra imitand conditiile clinice din boala Parkinson si este prin urmare
un model util pentru a testa medicamentele anti-parkinson.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua efectele bacteriilor anaerobe MRX0029 utilizand
soareci lezati ca MPTP.
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48 de soareci masculi au fost alocati pAnd la 4 grupuri diferite de tratament (grupurile A,
B, E si I, cu n=12 animale in fiecare grup). Grupurile de tratament sunt prezentate in Tabelul 1 de
mai jos si programul de proiect este prezentat mai jos.
Tabelul 1: Grupurile de tratament

Tratament Leziune
Grup|n Substanta lsjlg‘llle:an t Doza |Cale|Program |Substanti |Doza |Cale|Program
18 zile:[Vehicul
A 12{Vehicul (PBS) - - p-o. |ziva(-14) -[(0,9% ip. |ziuaQ
ziua3 sol.salind)
18 zile: Ax 20
B 12{Vehicul (PBS) - - p-o. |ziva(-14) -|MPTP ma/k ip. |ziuaQ
ziua3 e
MRx0029 Megasphaera 2 x 1078 18 zle: 4x 20
E 12 sap S1/82 .. |p-o. |ziua(-14) -|MPTP i.p. |ziua0
sp. (gly) bacterii Zina3 mg/kg
18 zile:
Vehicul (PBS) - - p-o. |ziva(-14) - Ax 20
1 |12 ziua3 MPTP X Mlip. |ziua0
T-nitroindazol - >0 i ziva  (2x meke
mg/kg P i.p.)
5

10

15

20

Grupurile A, B, E si I au fost tratate zilnic timp de 18 zile prin gavaj oral cu bacterie
(MRx0029 - grupul E), sau cu vehicul (PBS). Tratamentul oral a inceput cu 14 zile inainte de
leziunea MPTP. Grupul I de animale a primit un vehicul zilnic de tratament (PBS) p.o. (per oral) si
a fost injectat i.p. (intraperitoneal) cu medicament de referintd cu 30 min inainte si la 90 min dupd
prima MPTP 1n ziua 0. Volumul de aplicatic pentru p.o. si tratamentul cu vehicul a fost de 200 ul
pe soarece. Tulpina bacteriand a grupului E a fost din stocuri de glicerol (gly). Pentru tratamentul
oral, gavajele pentru aplicatii au fost depozitate intr-o fiold continind 70% etanol si au fost spalate
inainte si dupa fiecare utilizare cu apd distilatd. Fiecare grup de tratament a avut propriul gavaj si
fiold de ctanol si fiold de apa distilatd. Tuburile si gavajele nu au fost modificate intre grupuri.
Direct inainte de tratament, fiecare sering a fost spalatd cu N».

In ziua 0, MPTP (20 mg/kg greutate corporala (b.w.) de 4 ori, interval de inter-tratament
de 2 ore) a fost injectat i.p. 1a animalele din grupurile B, E si 1. Un grup de animale (A) a fost fals
lezat prin administrare i.p. de vehicul MPTP (0,9% sol. salind). Volumul de aplicatie a fost de 10
ul pe g de greutate corporald. Cantdrirea animalelor a fost efectuatd inainte de tratamentul MPTP,
pentru a doza animalele in conformitate cu greutatea lor corporald actuali. Dupi aceea animalele
au primit zilnic tratamentul p.o..

Formularea prepardrilor pentru dozarea si prepararea stocurilor de glicerol pentru dozare

Nume de tulpind bacteriana: MRx0029 Megasphaera sp.
Conditii/stabilitate de depozitare: -80 °C

Vehicul: 1x PBS

Dozaje de tratament: 2 x 10”8 bacterii
Administrare: 200l

Numdr lot: n/a

25

30

35

Pentru grupul de tratament E (MRx0029)

1.) 1 stoc de glicerol a fost luat din congelator la -80°C si plasat in conditii anaerobe (pliculet cu
jar anacrobic) la 37°C pentru dezghetare (aceasta aluat 30-40 minute).

2.) Stocul de glicerol dezghetat complet a fost centrifugat la 6000 x g timp de 10 min la
temperatura camerei.

3.) Supernatantul a fost eliminat fird deranjarea peletului (de exemplu utilizind o pipetd).

4.) S-au adaugat 4,22 mL de 1 x PBS steril pre-incilzit (37°C) si s-a amestecat usor utilizind o
pipeta.

5.) Soarecii au fost dozati cu 200 pL de solutie bacteriani. Animalele au fost dozate la 15 minute
dupa resuspendarea peletului cu PBS.

Referinta formuldrii grupului de medicament
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Nume articol de referinta: 7-Nitroindazol
Conditii/stabilitate de depozitare: -20°C
Vehicul: Ulei de arahide
Dozaje de tratament: 50 mg/kg
Administrare: 1.p. (cu 30 min inainte si la 90 min dupd primul tratament MPTP)
Numdr lot: MKBS6671V

5

Cantitatea adecvatd de 7-nitroindazol a fost dizolvatd in ulei de arahide pentru a atinge
concentratia finalad de 50 mg/kg.
Materiale si Metode
Animale

Linie de soarece: C57BL/6] (tulpind de soarece JAX™) numir stoc de soarece JAX™

Furnizor: Charles River Laboratories

Varsta de start: 010 siptamani

Sex:

Masculin

Numir de animale: 48
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Manipularea specificd a animalelor si randomizarea

Manusile au fost modificate intre fiecare grup de tratament si pulverizate cu 70% solutie
de etanol intre fiecare cuscd a aceluiasi grup pentru a minimiza riscul de contaminare indiferent de
cum au fost manipulate animalele (de exemplu: tratament, testare comportamentald, curdtarea si
luarea unei mostre de tesut).

Tratamentul a fost randomizat si alternat zilnic astfel incit si impiedice ca aceleasi
grupuri s fie tratate in acelasi timp in fiecare zi. Animalele au fost randomizate pe cusci la luarea
unei mostre de tesut.

Luarea unei mostre de tesut si procesare

In ziua 4, animalele din toate grupurile au fost sacrificate si creierele au fost colectate.
Prin urmare, soarecii au fost anesteziati profund cu injectie de Pentobarbital (600mg/kg).

Sangele (aproximativ 500 pl) a fost colectat prin puncturd in inima. Soarecii au fost apoi
perfuzati transcardiac cu 0,9% solutie salind si creierele au fost indepdrtate si hemisectate.
Hemisfera 13satd a fost subdivizatd in tesut striatal (pentru HPLC), tesutul de substantia nigra
precum si creierul rezidual, cantdrite si congelate imediat si depozitate la -80°C. Instrumentele si
suprafetele care au fost in contact cu animalele au fost curdtate cu 70% etanol inainte ca urmitorul
animal sa fie disecat.

Analiza biochimicd a nivelurilor de dopamind, DOPAC si HVA cu HPLC in striatum

Mostra striatald (n=6 de la fiecare grup de tratament; in total 24 mostre) a fost amestecati
la un raport de 1:10 (m/v) cu 0,2 M acid percloric incluzand 100 uM EDTA-2Na si omogenizata la
0°C intr-un omogenizator cu micropistil de sticld. Dupd ce a stat timp de 30 min la gheati,
omogenatii au fost centrifugati la 10.000 RPM timp de 10 minute intr-o centrifugd congelatoare
Biofuge Fresco (Heracus Instruments, Germania). Supernatantii au fost aspirati cu grija si
amestecati cu tampon 0,4 M acetat de Na, pH 3 la un raport 1:2 (v/v) si filtrati printr-un filtru
centrifugal de 0,22 pm (Merck Millipore, Germania) timp de 4 min la 14.000 g la 4°C. Filtratele
au fost depozitate la -80°C inainte de analiza HPLC.

Analiza HPLC

Concentratiile de DA, DOPAC si HVA in mostrele striatale au fost determinate prin
cromatografie de lichide pe coloand cu detectie electrochimicd [62;63]. A fost utilizat sistemul
HPLC (HTEC-500, Eicom Corp., Kyoto, Japonia) incluzand o pompa de microflux fird impulsuri,
un degazor si un detector amperometric echipat cu un electrod de carbon sticlos care opereazd la
+0,45 V vs. un electrod de referintd Ag/AgCl. Mostrele au fost injectate prin utilizarea unui
microesantiator CMA/200 (CMA/Microdialysis, Stockholm, Suedia). Cromatogramele au fost
inregistrate si integrate prin utilizarea unui sistem computerizat de achizitie de date (DataApex,
Praga, Republica Cehd). DA, DOPAC si HVA au fost separate pe o coloani 150 x 2,1 i.d. mm
(CA5-ODS, Eicom Corp., Kyoto, Japonia). Faza mobilad a constat in 0,1 M tampon fosfat la pH
6,0, 0,13 mM EDTA, 2,3 mM sodiu-1-octansulfonat si 20 % (v/v) metanol. Limita de detectie
(raport semnal-zgomot = 3) pentru DA a fost estimatd pand la 0,5 fmol in 15 pl (0,03 nM) injectati
pe coloani.

Rezultate

Administrarea de tulpini bacteriene a fost bine toleratd de animalele. Pe ziua de leziune

MPTP si daci este necesar pe ziua de dupi aceea, a fost utilizatd o lumind rosie pentru a Incilzi
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animalele. Dacd animale au fost in conditii rele (au simtit frig, au fost deshidratate, au avut un
comportament anormal), ele au fost alimentate cu hrand umedd si tratate cu solutie salina
subcutanati daci a fost necesar.

Pentru analiza nivelurilor de dopamind, DOPAC si HVA, a fost utilizat tesutul striatal de
la 6 animale pe grup de tratament. Datele au fost analizate utilizand testul Kruskal-Wallis urmat de
testul ulterior comparatiei multiple Dunn sau de analiza unifactoriald a variantei urmata de testul
ulterior Bonferroni (A vs. tot(¥), B vs. tot, [ vs. tot (#)). */# = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.

Animalele sinitoase din grupul A au avut niveluri ridicate de dopamind, DOPAC si HVA
in timp ce tratamentul MPTP la grupul B a redus acest numdr si controlul pozitiv (grupul I) a
recuperat productia intr-o oarecare misurd (Figura 12). Animale din grupul I tind si aibad niveluri
de dopamini mai ridicate decat grupul tratat cu bacterie si grupul B. Nivelurile de DOPAC (un
metabolit de dopamind) au fost in general semnificativ mai scizute la animalele din grupul B in
comparatie cu nivelurile de DOPAC de la animalele nelezate din grupul A (Figura 12B).

Semnificativ, s-a descoperit ca tratamentul cu MRx0029 (grupul E) recupereaza productia
de dopamind si DOPAC (Figurile 12A si respectiv 12B). Tratamentul cu MRx0029 poate fi prin
urmare utile pentru tratarea sau prevenirea tulburdrilor neurodegenerative.

Exemplul 10 - Eficacitatea bacteriei de a altera cresterea neuritelor
Rezumat

Cresterea neuritelor este un proces important pentru dezvoltarea de conexiuni intre
neuroni. A fost testatd prin urmare abilitatea tulpinilor bacteriene si a acizilor organici de a induce
cresterea neuritelor prin masurarea nivelurilor transcriptionale de proteind MAP2 asociati
microtuburilor, un marker specific de diferentiere neuronala.

Tulpindg bacteriand
Megasphaera massiliensis MRX0029.
Metodd

SHSYS5Y au fost placate in plici Petri de 10cm 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 de bacterie sau YCFA+, 10uM RA, 200uM acid hexanoic sau 200uM acid
valproic, timp de 17 ore. Dupa aceea, au fost luate imagini reprezentative utilizand un microscop
de detaliu EVOS XL cu contrast de fazi la o amplificare de 40X/0,65. Celulele au fost colectate, si
ARN-ul total a fost izolat in conformitate cu protocolul minitrusei RNeasy (Qiagen). ADNc-urile
au fost ficute utilizAnd trusa de transcriptie inversi ADNc de mare capacitate (Applied
Biosystems). Expresia genei a fost masuratd utilizind qPCR. GAPDH a fost utilizat ca control
intern. Modificarea plierii a fost calculati in conformitate cu metoda 2449,

Imunofluorescenti si microscopie confocala

Celulele au fost insdmintate pe lamele camerd cu 8 godeuri (Marienfeld Laborator
Glassware) la 5x10* celule/goden peste noapte si au fost tratate cu 10% supernatant bacterian timp
de 24 ore. Pentru diferentiere, celulele au fost tratate cu 10nM acid retinoic timp de 5 zile inainte
de tratarea cu supernatant bacterian. Celulele au fost apoi fixate cu 4% paraformaldehidd in PBS
timp de 20 minute la temperatura camerei (RT). Celulele fixate au fost spilate cu PBS, si
permeabilizate cu 1% Triton X-100 in PBS timp de 10 minute. Dupa spalarea cu PBS, lamelele au
fost incubate cu tampon de blocare (4% BSA/PBS) timp de 1 ora la temperatura camerei Inainte de
addugarea de anticorp anti-MAP2 (sc-74421, 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, urmat de incubare cu
conjugat anti-soarece Alexa Flour 488 (Molecular Probes Inc) si Alexa Flour 594 conjugat faloidin
(ab176757, Abcam) timp de 1 ord la temperatura camerei. Dupa spdlarea 3X cu PBS, lamelele au
fost montate cu Vectorihield continind DAPI (Sigma, Aldrich). Lamelele au fost vizute utilizand
un microscop Zeiss Axioscope echipat cu un obiectiv 63x/1,2 W Korr si seturi de filtre adecvate
pentru detectia fluorocromilor utilizati. Timpii manuali de expunere pentru achizitia digitald de
imagini imunoetichetate cu MAP-2 au fost tinuti constanti permitind comparatia intre diferite
godeuri si tratamente. Timpii de expunere la faloidin (F-actind) si DAPI au variat pentru a se
potrivi domeniul de vedere. Domeniile randomizate de vedere au fost dobandite utilizind o camera
Qlmaging controlatd de software-ul Image Pro Plus. Imaginile au fost salvate ca TIF si deschise in
Adobe Fotoshop CC 2015,1.2 si se suprapun peste imaginile MAP-2, DAPI si faloidin suprapuse
si imbinate. Imaginile reprezentative au fost selectate pentru a ilustra diferentele in abundentd si
localizare ale proteinelor examinate.

Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in Figura 13. Figura 13A prezinti imagini microscopice
reprezentative de celule SHSY-5Y nediferentiate incubate cu fiecare din acizii si supernatantii de
bacterii. Tratamentul celulelor cu MRX0029 a indus un fenotip aseminitor neuronului, prezentand
caracteristici similare cu celulele tratate cu acid retinoic (care este utilizat pentru diferentfierea
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terminald a celulelor neuroblastom), unde corpurile celulelor sunt mai mari si in forma piramidala,
cu neuritele si procesate ramificindu-se in retea cu celulele vecine. Figura 13B arati cd MRx0029
regleazd pozitiv semnificativ . MAP2 in celulele neuroblastom nediferentiate. Colorarea
suplimentard a faloidinului (un agent de legare la actina citoskeleton) a furnizat un aranjament
diferit al structurii citoskeletale in celulele tratate cu MRx0029, care sustin suplimentar ipoteza de
diferentiere neuronald pentru MRx0029 (Fig. 13B).
Exemplul 11 - Eficacitatea inoculdrii bacteriene de a reduce nivelurile oxidative in celule
Fundal

Generarea de specii reactive de oxigen contribuie la patologia bolilor neurodegenerative.
A fost investigatd abilitatea tulpinilor bacteriene de a proteja celulele SHSY-5Y si U373
diferentiate de speciile reactive de oxigen (ROS) generate prin tratamentul cu tert-butil peroxid de
hidrogen (TBHP).
Material si Metode
Tulpindg bacteriand
Megasphaera massiliensis MRX0029
Metodd

Celulele SHSY-5Y au fost placate intr-o placd neagrd cu fund plat cu 96 godeuri la
densitatea de 5000 celule/godeu si plasate intr-un incubator cu CO,. Dupd 24 ore, mediul a fost
inlocuit cu mediu de diferentiere (mediu de crestere continand 1% FBS) si 10 uM acid retinoic.
Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare altd zi. In ziua 10 mediul de diferentiere a fost
indepartat si celulele au fost spalate cu PBS pre-incilzit si colorate cu o sonda moleculard DCFDA
de 10uM timp de 20 minute in mediu de crestere continAnd 1% FBS. Apoi celulele au fost spalate
din nou cu PBS pre-incilzit si tratate cu 100uM TBHP in prezenta sau absenta a 10% supernatant
de bacterie timp de 2 ore. Intensitatea fluorescentd a fost misurati utilizind un cititor de placd
TECAN la Ex/Em 485/530 nm.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 14. Figura 14b aratd cd MRX0029
este capabil sd inhibe productia de ROS in celulele neuroblastom SHSY-5Y diferentiate.
MRX0029 nu a avut un efect asupra generdrii de ROS in celulele astroglioblastom U373 (Figura
14a). Acest lucru arata ci acest aspect al efectului antioxidant este specific neuronal.

Exemplul 12 - neuroprotectia

Celulele SHSY-5Y diferentiate RA au fost tratate cu MPP+, metabolitul activ al MPTP,
un produs chimic utilizat pe larg pentru a imita in vitro si in vivo unele din caracteristicile
patologiei PD. Viabilitatea celulard a fost masurat ca rata a respirafiei mitocondriilor (Figura 15).
Ambele MRx0005 si MRx0029 au prezentat efecte semnificative i promoveaza per se o crestere a
activitafii metabolice a mitocondriilor in celulele SHSY-5Y. MRX0029 a prezentat protectie
completd fatd de MPP+, reficand viabilitatea celulard aproape la acelasi nivel de celule netratate si
mai ridicat decat controlul pozitiv cu quercetin. Protectia cu MRx0005 a fost de aproximativ 20%
in comparatic cu mostra tratatd cu YCFA-MPP+, aproximativ aceeasi observati pentru controlul
pozitiv cu quercetin (Fig. 15).

Exemplul 13 - Analizd suplimentard a mecanismului de inhibare a deacetildrii histone
Introducere

Microbiota intestinald, cu capacitatea sa imensd de diversitate si metabolic, reprezintd un
rezervor metabolic urias pentru productia unei vaste varietdti de molecule cu potential de a
influenta activitatea HDAC. Cateva studii au evaluat activitatea inhibitoare HDAC a metabolitilor
derivafi microbian, alii decat butiratul, care au ardtat cid inhibA HDAC si sunt asociafi cu
imbundtitirea functionirii motoare in boald Huntington [64]. Inventatorii au ciutat prin urmare s
determine care metaboliti sunt responsabili pentru inhibarea HDAC si sd clucideze mai departe
mecanismul prin care este ob{inuta inhibarea.

Material si Metode
Cultura bacteriand si colectie de supernatant fird celule

Culturile pure de bacterii au fost crescute anaerobic in bulion YCFA pand cind ele au
atins faza lor de crestere stationard. Culturile au fost centrifugate 1a 5.000 x g timp de 5 minute si
supernatantul fard celule (CFS) a fost filtrat utilizind un filtru de 0,2 pM (Millipore, UK). O
alicotd de 1 mL de CFS a fost depozitatd la -80°C pani la utilizare. Butiratul de sodiu, acizii
hexanoic si valeric au fost obtinuti de la Sigma Aldrich (UK) si suspensiile au fost preparate in
bulion YCFA.

Cuantificarea SCFA si MCFA a supernatantilor bacterieni

Acizii grasi cu catend scurtd (SCFA) si acizii grasi cu catend medie (MCFA) din
supernatantii bacterieni au fost analizati si cuantificati prin MS Omics APS dupd cum urmeaza.
Mostrele au fost acidulate utilizand acid clorhidric, si s-au addugat standarde interne etichetate cu
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deuteriu. Toate mostrele au fost analizate intr-o ordine randomizatd. Analiza a fost efectuatd
utilizand o coloand cu polaritate ridicatd (Zebron™ ZB-FFAP, GC Cap. Coloand 30 m x 0,25 mm
x 0,25 pm) instalatd intr-un GC (7890B, Agilent) cuplat cu un detector cvadripol (59977B,
Agilent). Sistemul a fost controlat de ChemStation (Agilent). Seriile de date au fost convertite in
format netCDF utilizind Chemstation (Agilent), inainte ca datele sa fie importate §i procesate in
Matlab R2014b (Mathworks, Inc.) utilizand software-ul PARADISe descris in [65].

Analiza specificd a activititii HDAC

Activitatea specificd de inhibare HDAC a fost analizatd pentru HDACI, 2, 3, 4, 5, 6, 9
utilizand truse de test fluorogenice pentru fiecare tip de HDAC (BPS Bioscience, CA). Testele au
fost efectuate in conformitate cu instructiunile fabricantului si fiecare mostra a fost efectuatd in
replicate. Supernatantii fard celule au fost diluati 1 in 10 si expusi la proteine HDAC specifice
furnizate in trusd pentru a mentine consistenta intre metode.

Rezultate
Metabolitii microbieni comensali intestinali care inhibd deacetilaza histond sunt butiratul si
acidul valeric

MRx0029, al ciror supernatant a prezentat o puternicd inhibare HDAC atit in celulele
intregi HT29 cit si in lizatele celulare HT29, au produs acid valeric si acid hexanoic la concentratii
medii de 5,08 mM si respectiv 1,60 mM (Figurile 16A si C).

Pentru a investiga care metaboliti au fost responsabili pentru inhibarea HDAC indusa de
tulpind, au fost misurate diferite concentratii de acid hexanoic, acid valeric si butirat de sodiu
pentru inhibarea lor HDAC a celulelor HT-29 intregi si a lizatelor celulare HT-29. Rezultatele din
Fig. 16B aratd o inhibare semnificativd (P<0,05) a activititii HDAC de citre butiratul de sodiu
asupra celulelor intregi precum si asupra lizatelor celulare, in timp ce acidul hexanoic nu a aritat o
activitate inhibitoare semnificativa. Acidul valeric a inhibat total activitatea HDAC (* (p<0,05), **
(p<0,005), *** (P<0,001), **** (p<0,0001)).

Inhibitorii potenti de HDAC total au investigat HDAC din clasa I de tinte.

A fost investigat profilul specific de inhibare HDAC al tulpinii bacteriene de test. Testele
specifice de inhibare HDAC (BPS Biosciences, CA) au fost efectuate pentru HDAC din clasa I si
clasa II. Abilitatea tulpinii bacteriene de a inhiba enzimele HDAC a fost comparatd cu cea a
butiratului, si a acizilor hexanoic si valeric. Rezultatele noastre demonstreazi cd MRX0029, este
un inhibitor foarte puternic al enzimelor HDAC din clasa 1 (HDAC 1, 2 si 3). Inhibarca HDAC
din clasa II nu a fost 1a fel de semnificativi (datele nu sunt prezentate).

Discutie

Tulpina cu activitate inhibitoare HDAC a produs cantitdti semnificative de acid valeric si
acid hexanoic precum si cantitdti semnificative de butirat de sodiu (Figura 16C). Cind au fost
testate ca substante pure, acidul valeric si butiratul de sodiu au condus la o inhibare HDAC
semnificativa (p<0,0001).

Interesant, rezultatele pentru activitatea HDAC specifici aratd ci tulpina testatd este un
inhibitor puternic de HDAC din clasa 1, si in special de HDAC2 (Figura 17 si 18). HDAC din clasa
I (HDACI, 2, 3 si 8) rezidd in nucleu si sunt exprimate omniprezent in citeva tipuri de celule
umane. HDAC 1-3 partajeazd mai mult de 50% omologie, dar au structuri si functii celulare
distincte [06]. Ele sunt implicate in primul rind in supravietuirea, proliferarca si diferentierca
celulei, si astfel inhibarea lor poate fi utild intr-o largd matrice a bolilor [67]; [68]; [69]; [70]; [71].
Exemplul 14 - Nivelul de secretie BDNF in celulele SHSY-5Y
Fundal

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF) este o moleculd omniprezentd in creier,
asociatd cu dezvoltarea necurald, neuro-protectia §i neuro-regenerareca. BDNF nu numai ci
protejeazd impotriva neurodegenerdrii, dar de asemenea si impotriva tulburdrilor mentale de
depresie si anxietate, care sunt destul de comune intre pacientii diagnosticati cu PD sau AD.
Metode

SH-SYS5-SY au fost placate in plici 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 continand 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare
altd zi si celulele au fost utilizate in ziua 10 de diferentiere. Pentru tratament, mediul de
diferentiere a fost indepdrtat si Inlocuit cu 450ul de mediu deplin de crestere si 50 ul de bacterie
SN au fost addugati pentru a trata godeurile sau a fost addugat YCFA+ ca control negativ.
Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in Figura 19, care arati cid administrarea de MRX0029 in
combinatie cu acidul retinoic creste secretia de BDNF din celulele neuroblastom diferentiate.
Compozitiile cuprinzand bacterii comensale §i acizi organici pot fi prin urmare utile in terapie.
Exemplul 15 - Productia de metaboliti - metaboliti in creier
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Fundal

Metabolitii prezenti in supernatantii bacterieni pot influenta direct raspunsul gazdei la
stresul oxidativ, la comunicatia celuld cu celuld si la neuroprotectie. Metabolitii care joaci un rol
cheie in procesele neurologice au fost masurati in timpul urmaririi ex vivo a tesutului cerebral al
soarecilor alimentati cu MRx0005 si MRx0029.

Metode
Animale

Soarecii masculi adulti BALBc (Envigo, UK) au fost gazduiti grupat sub un ciclu lumina-
intuneric de 12 ore; mincarea standard pentru rozitoare si apa au fost disponibile ad libitum. Toate
experimentele au fost efectuate in conformitate cu indicatiile europene conforme cu aprobarea de
catre University College Cork Animal Ethics Experimentation Committee. Animalele au fost in
varstd de 8 sdptimani la inceperea experimentului.

Conceperea studiului

Animalele au fost 13sate si habiteze in camera lor de gizduire timp de o sdptdmana dupa
sosirea in unitatea de animale. Ele primesc gavaj oral (dozi de 200puL) de bioterapeutice vii la o
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 experimente.

Colectarea de tesut

Animale au fost sacrificate intr-o maniera aleatoare referitoare la tratament si afectiunea
de testat; luarea unei mostre a avut loc Intre 9,00 am. si 1:00 p.m. Coloana de singe a fost
colectatd in tuburi EDTA (acid etilen diamin tetra acetic) de potasiu si centrifugati 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 congelatd inclichetat pe gheata uscati si
depozitatd la -80°C pentru analiza ulterioard. Splina a fost indepartatd si procesatd imediat dupd
sacrificare pentru stimulare imund ex-vivo. Tesutul intestinal (2 cm segmente de ileum si colon
cele mai apropiate de cecum au fost excizate, si a fost utilizat cel mai indepértat 1cm de tesut de
cecum) a fost montat in camere de utilizare pentru testul intestinal de permeabilitate. Cecumul a
fost indepartat, cantirit si depozitat 1a -80°C pentru analiza SCFA.

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 faza mobila ricita stopitd
cu 4 ng/40 pl de N-Metil 5-HT (Sigma Chimic Co., UK) ca standard intern. Faza mobil3 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, plutd) 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 1a 22.000 x g la 4°C si 40 ul de supernatant injectat pe sistemul HPLC care a constat dintr-
un controlor de sistem SCL 10-Avp, un detector clectrochimic LECD 6A (Shimadzu), o pompa
LC-10AS, un cuptor CTO-10A, un autoinjector SIL-10A (cu mostrd mai rece mentinutd la 40°C)
si un degazor online Gastorr (ISS, UK). O coloani cu fazd inversa (Kinetex 2,6 u C18 100 x 4.6
mm, Fenomenex) mentinutd la 30°C a fost utilizatd in separare (debit de 0,9 ml/min). Electrodul
de lucru din carbon sticlos combinat cu un electrod de referintd de Ag/AgCl (Shimdazu) operat
+0,8V si cromatogramele gencrate au fost analizate utilizdnd software-ul de clasa-VP5
(Shimadzu). Neurotransmititorii au fost identificati prin timpii lor de retenfie caracteristici dupa
cum s-a determinat prin injectii standard, care se desfdsoara la intervale regulate in timpul analizei
mostrei. Au fost misurate rapoartele indlfimilor maxime ale analitului versus standardul intern si
comparate cu injectia standard. Rezultatele au fost exprimate ca ng de neurotransmititor pe g de
greutate proaspita de tesut.

Analiza metabolitilor

Pentru analiza GC a metabolitilor, mostrele de supernatanti bacterieni au fost derivate cu
cloroformiat de metil utilizind o versiune putin modificatd a protocolului descris in [72]. Toate
mostrele au fost analizate intr-o ordine randomizatd. Analiza a fost efectuatd utilizand GC (7890B,
Agilent) cuplat cu un detector cvadripol (59977B, Agilent). Sistemul a fost controlat de
ChemStation (Agilent). Seriile de date au fost convertite in format netCDF utilizand Chemstation
(Agilent), inainte ca datele sd fie importate si procesate in Matlab R2014b (Mathworks, Inc.)
utilizand software-ul PARADISe descris in [65].

Pentru analiza acidului gras, mostre au fost acidulate utilizand acid clorhidric, si s-au
adiugat standarde interne ctichetate cu deuteriu. Toate mostrele au fost analizate intr-o ordine
randomizatd. Analiza a fost efectuatd utilizind o coloand cu polaritate ridicatd (Zebron™ ZB-
FFAP, GC Cap. Coloani 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) instalata Intr-un GC (7890B, Agilent) cuplat
cu un detector cvadripol (59977B, Agilent). Sistemul a fost controlat de ChemStation (Agilent).
Seria de date a fost convertitd in format netCDF utilizind Chemstation (Agilent), inainte ca datele
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sd fie importate §i procesate in Matlab R2014b (Mathworks, Inc.) utilizind software-ul
PARADISe descris in [65].
Rezultate - productia de neurotransmitditori

Rezultatele sunt prezentate in Figura 20, care aratd ci in creierele soarecilor alimentati cu
MRx0029, nivelurile de noradrenalind sunt crescute (p=0,0507), insotite de o usoard crestere a
serotoninei si 5S-HIAA. Aceste date sustin analiza metabolitilor prezentatd mai jos, sugerand ca
MRx00029 este un producitor major de acid 4-hidroxifenilacetic, un antioxidant cunoscut [73].
Mai important, acidul 4-hidroxifenilacetic este un intermediar sintetic de dopamind si
norepinefrind si o moleculd bio-activa importantd [74]. De fapt, in PD, modificirile 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) atit in structurile striatale cat si extra-striatale [75]. L-DOPA
tinteste in principal caracteristicile legate de dopamind ale PD, totusi nu adreseaza scdderile nici in
5-HT si nici in noradrenalini. In plus fatd de acestea este cd cu cit mai lungd este durata
tratamentului de L-DOPA, cu atit mai vizibil este un interval de complicatii motoare si
nonmotoare (de exemplu dischinezie, simptoame psihiatrice) [76]. Prin urmare, aceste date
demonstreaza ci bacteria care produce acizi organici, cum ar fi acidul 4-hidroxifenilacetic, poate fi
utild in terapie, In particular in tratamentul bolilor neurodegenerative.

Rezultate - productia de metaboliti

Metabolitii prezenti in supernatantii bacterieni pot influenta direct raspunsul gazdei la
stresul oxidativ, la comunicatia celuld cu celuld si la neuroprotectie in special. Metabolitii din
supernatantul de culturi de MRX0029 si MRX0005 au fost analizati si rezultatele sunt prezentate
in Figura 21.

Cativa metaboliti au prezentat o diferentd frapantd intre cele doud tulpini analizate.
Concentratia de acid succinic a fost in special ridicati la MRx0005. Interesant, raportul
mostrd/mediu pentru acidul 4-hidroxifenilacetic a fost semnificativ mai ridicat la MRx0029 (Fig.
21A).

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, atat in formele liniare cit si in cele ramificate (Fig. 21B).
Cele doud tulpini au aritat foarte diferit si in particular, productia de acid succinic si acid 4-
hidroxifenilacetic de citre MRx0005 si respectiv MRx0029 a fost notabild (Figura 21A). Mai
mult, MRx0005 pare si producd mai mulfi acizi grasi cu catend scurtd C2 si C3, in timp ce
MRx00029 a produs mai mult C4 (butirat) si atdt acizi grasi cu catend medie liniard cat si
ramificatd, incluzand acidul hexanoic.

Acidul succinic este un metabolit de ciclu 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 [77]. Disfunctia sa a fost raportatd in tulburirile
neurodegenerative incluzand boala Alzheimer, boala Parkinson si ataxia spinocerebrald de tip 1
[78]. Aceste descoperiri sunt in special interesante deoarece acidul succinic poate augmenta
activitatea mitocondriald si sustine neuronii vulnerabili din boala neurodegenerativa in legiturd cu
proteinele pliate anormal incluzind PD [79]. BDNF si acidul succinic au ambele o activitate
protectoare similard nu numai in neuro-degenerare ci de asemenea si in tulburdrile mentale ca
depresia si anxietatea, care sunt destul de obisnuite 1a pacientii diagnosticati cu PD sau AD.

Figura 21B demonstreazi de asemenea cd MRX0029 este un producdtor 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 [80]. Aceastd
proprictate a MRx0029 (si a altor bacterii neuroprotectoare) poate contribui la eficacitatea sa.
Exemplul 16 - Modularea expresiei ARNm a proteinelor de jonctiune striansd de citre MRx0029

Deoarece dovezile recente sugereazi ca disfunctia intestinald si inflamatia constituie un
simptom non-motor asociat cu PD, a fost investigat abilitatea tulpinilor bacteriene ale inventiei de
a cauza orice disfunctie a barierei intestinale. HT29-mtx epitelial, monostraturile celulare de
producere a mucinei [81] au fost utilizate ca un model iz 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 supernatantii bacterieni MRx005 si MRx0029, a
indus o secrefie chiar mai scdzutd de IL-8 comparativ cu celulele att tratate cit si netratate cu
YCFA (Fig. 22A).

A fost apoi investigatd abilitatea MRx0005 si MRx0029 de reglare a permeabilitatii
epiteliale prin modificarea transductici semnalului intracelular implicatd in expresia si localizarea
proteinelor implicate in formarea barierei intestinale.
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ARN a fost izolat si s-a efectuat analiza RT-PCR cantitativd (qQRT-PCR) pentru a
caracteriza modificarile in expresia genei de proteine de jonctiune stransd in timpul incubdrii cu
MRx0005 si MRx0029. Administrarea de MRx0029 a sporit expresia ARNm de ocludin, vlilin,
proteine 1 si 2 de jonctiune stransi (respectiv TJP1 si TJP2) dupd 2 ore de incubare (Fig. 22B). in
contrast, expunerea la MRx0005 nu a alterat expresia genei de proteine de jonctiune strinsi care
aratd cd cele doud tulpini actioneaz3 diferit asupra barierei intestinale.

Rezultatele in vitro au fost comparate cu datele de la analiza paraleld ex vivo pe intestinul
soarecilor alimentati cu MRx0005 si MRx0029. Expresia genei de TJP2 si ocludin a fost
cuantificatd in colon si ileum. Datele ex vivo oglindesc perfect datele in vitro, cd MRx0029 a fost
capabild sd regleze pozitiv semnificativ TJP1 si ocludin (p=0,073) in regiunca colonului
intestinului murin (Fig. 22C+22D). MRx0029 a fost de asemenea capabil sd scadd functia de
permeabilitate din colon la aceiasi soareci (Fig. 22E+22F).

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 de ARN a fost determinatd prin
absorbant 1a 260/280nm utilizand un spectrofotometru (nano-Drop ND-1000; Thermo Scientific,
Wilmington, DE). Pentru analiza expresiei de ARNm, ADNc a fost preparat din ARN total
utilizand trusa de transcriptie inversi ADNc de mare capacitate (Applied Biosystems, UK) in
conformitate cu instructiunile fabricantului. Reactiile de transciptie inversd au fost efectuate intr-
un termociclator (Biometra, Germania) la 25°C timp de 10min, 37°C timp de 120min, si 85°C
timp de 5 min, mentinute la 4°C. 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 6 flex
(Applied Biosystems, UK) utilizind un profil standardizat (denaturare initiald de 95°C timp de 10
minute, urmatd de 40 cicluri de 15 secunde de denaturare la 95°C si 60 secunde de
recoacere/extensie la 60/65°C, depinzand de initiatori. S-a adiugat o etapd de disociere dupa 40 de
cicluri pentru a genera o curbd de topire. Analiza a fost efectuati utilizind software-ul in timp real
Applied Biosystems QuantStudio PCR v1.2. Secventele initiatoare pentru actind, vilind, TJP1 si
TIP2 de ocludin sunt furnizate in lista de secvenfte.

Exemplul 16 - Testarea stabilitdtii

O compozitiec descrisd aici contindnd cel putin o 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%, 10%, 15%, 80%, 90% sau 95% umiditate relativd. 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 bacteriani va rimane cum s-a msurat in unitafile de formare a coloniilor determinatd de
protocoale standard.

Exemplul 17
Metode
Animale

Animalele si conceperea studiului utilizate au fost aceleasi ca in exemplul 15.

Tulpini bacteriene

. 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)
. Megasphaera massiliensis (MRX0029)
Colectarea tesutului

Animale au fost sacrificate intr-o maniera aleatoare referitoare la tratament si afectiunea
testatd; luarea unei mostre a avut loc intre 9,00 a.m. si 2:30 p.m. Coloana de singe a fost colectata
in tuburi EDTA (acid etilen diamin tetra acetic) de potasiu si centrifugate timp de 15 min la 4000
g. Plasma a fost izolatd si depozitatd la -80°C pentru analizi ulterioard. Creierul a fost repede
excizat, disecat si fiecare regiune a creierului a fost congelatd inclichetat pe gheatd uscata si
depozitatd la -80°C pentru analizi ulterioard. Splina a fost indepartata, colectatd in 5 mL de mediu
RPMI (cu L-glutamina si bicarbonat de sodiu, R8758 Sigma + 10 % FBS (F7524, Sigma) + 1%
Pen/Strep (P4333, Sigma)) si procesatd imediat dupd sacrificare pentru stimulare imuni ex-vivo.
Tesutul intestinal (2-3 ¢cm de segmente de ileum si colon cele mai apropiate de cecum au fost
excizate, si s-au utilizat cei mai indepdrtati 1cm-2cm de tesut de cecum) a fost montat in camere de
utilizare pentru testul intestinal de permeabilitate. Cecumul a fost indepartat, cantdrit si depozitat la
-80°C pentru analiza SCFA.
Analiza monoaminei

Concentratia de neurotransmititor a fost analizatd cum s-a descris in Exemplul 10.
Testul de citokine splinale
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Splinele au fost colectate imediat in SmL de mediu RPMI dupa sacrificare si cultivate
imediat. Celule din splind au fost mai intai omogenizate in acest mediu RPMI, urmate de 5 minute
de incubare cu 1ml de tampon de lizare RBC (11814389001 ROCHE, Sigma). S-a adiugat un
mediu suplimentar de 10 ml de RPMI, urmat de 200G centrifugare timp de 5 minute.
Supernatantul a fost apoi filtrat printr-un filtru de 40um. Celulele au fost numarate si insdmantate
(4.000.000/mL in medic). Dupd 2.5 ore de adaptare, celulele au fost stimulate cu lipopolizaharida
(LPS-2 ug/ml) sau concanavalin A (ConA-2,5 pg/ml) timp de 24 ore. Dupd stimulare,
supernatantii au fost recoltati pentru a evalua eliberarea citokinelor utilizind trusa V-PLEX
(soarece) cu panoul 1 proinflamator (Meso Scale Discovery, Mariland, SUA) pentru TNFo, IL-10,
IL-1B, Interferon y, CXCL2 si IL6. Analizele au fost efectuate utilizind MESO QuickPlex SQ
120, SECTOR Imager 2400, SECTOR Imager 6000, SECTOR S 600.

Analiza expresiei genei

ARN total a fost extras utilizand trusa de izolare ARMmi mirVana™ (Ambion/Llife
tehnologii, Paisley, UK) si tratat DNase (Turbo ADN-liber, Ambion/Life Technologies) in
conformitate cu recomandadrile fabricantilor. ARN a fost cuantificat utilizind un spectrofotometru
NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, SUA) in conformitate cu
instructiunile fabricantului. Calitatea ARN a fost evaluatd utilizind bioanalizor Agilent (Agilent,
Stockport, UK) in conformitate cu procedura fabricantului si s-a calculat un numér 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 multiscrisa (50 U/uL) (1)(2)(1)(10) a fost adidugatd ca o parte din amestecul
principal la temperatura camerei, incubatd la 25°C timp de 10 min, 1la 37°C timp de 2 ore,la 85°C
timp de 5 min si depozitatd la 4°C. PCR cantitativ a fost efectuatd utilizind sonde (6 carboxi
fluoresceind - FAM) concepute de Applied Biosystems la genele de soarece tintite specific, in timp
ce s-a utilizat f-actind ca un control endogen. Reactiile de amplificare au continut 1 pl ADNc, 5 pl
de amestec principal 2X PCR (Roche), 900 nM din fiecare initiator si au fost aduse la un total de
10 pl prin addugarea de apa fard RNase. Toate reactiile au fost efectuate in triplicat utilizand pléci
cu 96 de godeuri pe sistemul LightCycler®480. Conditiile ciclice termice au fost cum s-au
recomandat de fabricant (Roche) pentru 55 cicluri. Pentru a verifica contaminarea cu amplicon,
fiecare rulare nu a continut controale sablon in triplicat pentru fiecare sondad utilizatd. 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 cecumului 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
bacteria peletului si la alte solide si prin filtrare de 0,2um. A fost transferat la o fiold GC
transparenta si acidul 2-etilbutiric (Sigma) a fost utilizat ca standard intern. Concentratia de SCFA
a fost analizatd utilizind un sistem de ionizare cu flacird Varian 3500 GC, ajustat cu o coloand
ZB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm; Fenomenex). S-a construit o curba standard cu diferite
concentratii ale unui amestec standard continind acetat, propionat, iso-butirat, n-butirat, isovalerat
si valerat (Sigma). Maximele au fost integrate prin utilizarea software-ului versiunea 6.0 de pe
statia de lucru Varian Star Chromatography. Toate datele SCFA sunt exprimate ca pmol/g.
Analiza statisticd

Datele distribuite normal sunt prezentate ca medie + SEM; seturile de date neparametrice
sunt prezentate ca mediand cu interval inter-cvartale. S-au aplicat teste t bidirectionale
neimperecheate pentru a analiza datele parametrice si testul Mann-Whitney a fost utilizat pentru
cele neparametrice. Coeficientul de corelatie al gradului Spearman a fost utilizat pentru analiza
corelatiei in seturile de date grupate. O valoare p < 0,05 a fost consideratd semnificativi in toate
cazurile.

Rezultate - Productia de neurotransmitdatori

Rezultatele din Figura 23 prezintd efectul tratamentului cu MRx005 asupra concentratiei
de neurotransmititori in creierul soarecilor. Cel mai notabil, tratamentul cu MRx005 conduce la o
scadere a dopaminei.

Rezultate - expresia genei

Expresia genelor pentru receptorii neurotransmititori [receptor serotonin la(5-HTRI1a),
receptorul D1 dopamind, subunitatea B1 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 si 2 ai
factorului de eliberare al corticosteronului (CRFR1, CRFR2), factorul neurotrofin derivat din
creier (BDNF), receptorul vasopresin, receptorul oxitocin, receptorul glucocorticoid si receptorul
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mineralocorticoid] a fost analizatd in tesutul cerebral din hipocampus, amigdale si cortexul
prefrontal.

Figurile 24-38 aratd modificirile in expresia genei dupd tratamentul cu MRX005 sau
MRX0029 in hipocampal, amigdale si cortexul prefrontal. Tratamentul cu MRx0029 a condus la o
crestere In expresia receptorului glucocorticoid in amigdale (Figura 31C). Figura 32A aratd ci
MRx005 a crescut semnificativ expresia de BDNF in amigdale, in timp ce tratamentul cu
MRx0029 a crescut semnificativ expresia de TLR4 in amigdale (Figura 32).

Ambele MRx005 si MRx0029 pot creste expresia de CDIIb in amigdale (Figura 33A), in
timp ce expresia de IL-6, Grin2a si Grin2b este redusd dupd tratamentul cu MRx005 (Figurile
33B-D). in plus, MRx005 si MRx0029 au crescut semnificativ expresia de GABRA?2 si au crescut
expresia de GABBRI in amigdale.

Tratamentul cu MRx005 a condus la o crestere semnificativd in expresia de BDNF in
cortexul prefrontal (Figura 35B).

Discutie

Administrarea de MRx005 si MRx0029 a cauzat modificdri in expresia genei, in special
in amigdale.

Rezultate - Efectul asupra expresiei de Tphl si IDO-1

Figura 39 aratd cd MRx0029 poate creste semnificativ expresia de triptofan hidroxilazi-1
(Tphl) in colon si ca tratamentul cu MRXO005 poate creste expresia de IDO-1 in colon.
Tratamentul cu MRX005 a crescut expresia de Tphl si IDOI in ileum (Figura 40).

Indolamind-pirol 2,3-dioxigenazad-1 (IDO-1) este prima enzimd si limitatoare de viteza in
calea triptofan/kinurenind in timp ce triptofan hidroxilaza 1 (Tphl), o izoforma a enzimei triptofan
hidroxilazi, este responsabild de sinteza de serotonind. Aceste date sugereazd ci MRx0029 si
MRx005 pot afecta nivelurile de serotonind si calea triptofan/kinurenina.

Rezultate - Efectul asupra nivelurilor metabolite de triptofan

Figura 41 prezinta efectul tratamentului cu MRx005 asupra nivelurilor de kinurenine i
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 42). In plus, MRX005 a redus nivelurile de interleukini-6 si factor de necrozi
tumorald dupd o provocare cu LPS (Figurile 44 si respectiv 45). Tratamentul cu MRx0029 a
condus la o reducere in interferon-y, interleukini-1f si interleukinid-6 dupd o provocare cu LPS
(Figurile 42, 43 si respectiv 44).

Tratamentul cu MRx005 si MRx0029 a condus la o crestere in nivelurile de
chemoatractant CXCL1 (Figura 47).

Rezultate - Efectul asupra nivelurilor cecale ale acizilor grasi cu catend scurtd

Acizii grasi cu catend scurtd (SCFA) sunt produsi cind fibrele nedigerabile din dietd sunt
fermentate de bacterii in intestin. Efectele administrarii de MRXO005 sunt prezentate in Figura 48.
Exemplul 18- Analiza ulterioard a modificdrilor induse de MRX029 si MRX005 in nivelurile de
expresie ale genei
Metode

Linie celulard
Celule SH-SYSY
Tulpini bacteriene

. 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)
. Megasphaera massiliensis (MRX0029)
gPCR

SHSYS5Y au fost placate in plici Petri de 10cm 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. Dupd aceea, au fost luate imagini reprezentative utilizand microscopul de
detaliu EVOS XL cu contrast de fazd la 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 utilizand trusa de transcriptie inversi ADNc de mare capacitate (Applied Biosystems).
Expresia genei a fost mdsurati utilizind qPCR. GAPDH a fost utilizat ca control intern.
Modificarea plierii a fost calculati in conformitate cu metoda 224V, Secventele initiatoare pentru
MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK?7 si NSE sunt furnizate in lista de secvente.
Imuno-etichetarea §i imaginea celulei
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Celulele au fost insdmintate pe lamele camerd cu 8 godeuri (Marienfeld Laborator
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 a fi
tratate cu supernatant bacterian fard 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
temperatura camerei inainte de adiugarea 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 spdlate de doud ori cu PBS, urmate de incubare cu conjugat anti-gsoarece Alexa Flour
488 (Molecular Probes Inc) si conjugat faloidin Alexa Flour 594 (ab176757, Abcam) timp de 1 ord
la temperatura camerei. Dupd spilareca 3X cu PBS, lamelele au fost colorate cu DAPI si montate
cu Vectashield® (Vector Laboratories). Lamelele au fost urmdrite utilizind un microscop
Axioskop 50 (Zeiss) echipat cu un obiectiv 63x/1,2 W Korr si seturi de filtre adecvate pentru
detectie fluorocromilor utilizati. Timpii manuali de expunere pentru achizitia digitald de imagini
imuno-etichetate cu MAP-2 au fost tinufi constanfi permitind comparatia intre diferite godeuri si
tratamente. Timpii de expunere cu faloidin (F-actind) si DAPI au variat pentru a s¢ adapta
domeniului de vedere. Domeniile randomizate de vedere au fost dobandite utilizind o camera
Qlmaging controlati de software-ul Image Pro Plus. Imaginile au fost salvate ca fisiere TIFF si
deschise in Adobe Fotoshop CC 2015,1.2. Imaginile de MAP-2, DAPI si imaginile faloidin au fost
apoi suprapuse si imbinate. Imaginile reprezentative au fost selectate pentru a ilustra diferentele in
abundentd si locatie ale proteinelor examinate.

Imunopdtarea

Celulele SH-SYSY cultivate in conditiile indicate descrise mai sus, au fost tratate cu
MRx0005 si MRx0029 timp de 24 ore si apoi lizate in tampon RIPA continind amestec de
inhibitori de proteazi (Roche Diagnostics, UK). Concentratia de proteind a fost estimatd utilizind
trusa de testare a proteinei BCA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL), separatd cu SDS-PAGE si
transferatd la o membrand PVDF. Membrana a fost apoi blocati cu 5% lapte uscat fird grisime sau
5% BSA si incubati peste noapte la 4°C cu anticorpi primari (respectiv MAP2 si B3-tubulind).
Petele au fost apoi incubate cu anticorp secundar conjugat (HRP) din peroxidazd din hrean
adecvat, si proteinele au fost detectate prin trusa de detectie a chemiluminiscentei (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). Pentru ambele MAP2 si 33-tubulind, B-actina a servit drept control
pentru a monitoriza variabilitatea de incdrcare a proteinei intre mostre.

Rezultate si discutie
Expresia genei

Figurile 13a (insertie grafica) si 49 aratd cd modificirile induse de MRx0029 si MRX005
in expresia nivelurilor de actind, vilin, ocludin TJP1, TJP2, MAP2, DRD2, GABRB3, SYP,
PINK1, PARK7 si NSE.

Microscopie si imunopitare

Figura 50 prezintd modificarea in nivelul expresiei de MAP2 in celulele SHSY5Y dupd
cum s-a determinat prin microscopie confocald. Nivelurile de expresie ale MAP2 si B3-tubulinei
au fost de asemenea cuantificate prin analizd de imunopatare. Rezultatele prezentate in figurile
50M si N au indicat ¢ MRX029 induce o crestere in expresia nivelului de MAP2.

Secvente

SEQY B NO:Y {Gena megaspliaera massiifonsis pentry ARN ribosomal 185, secventd partiala,

tuiping: HP3 - JX434772.1}




181
241
301
361
421
481
541
601
661l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

SEG RO feomzens secvemd 165 ARNr pentru tulpine megasphaers massiiionsis MRx0025)

tcttteccgece
gcttgegtcet
ggtctgagag
cagcagtggg
tgacggcecctt
cggtgtcttt
taatacgtag
tcgcaagtcg
tcgagtgtcg
aggaacacca
aggggagcaa
gtaggaggta
tacggccgca
gtggtttaat
aagagatttc
ctcgtgtcgt
cagcacctcg
tgacgtcaag
atagagggac
tgcaggctge
gcggtgaata
acccgaagcc
ggtgaagtcg
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gcatgacggg
gattagctag
gatgaacggc
gaatcttcecg
cgggttgtaa
gacggtaccg
gtggcaagcg
gtcttaaaag
gagaggaaag
gtggcgaaag
acgggattag
tcgactcctt
aggctgaaac
tcgacgcaac
cggttcttcet
gagatgttgg
ggtggggact
tcatcatgcce
gcgaaggagce
aactcgecctg
cgttcccggg
ggtgaggcaa
taacaaggt

aagaagaaag
ttggaggggt
cacattggga
caatggacga
agttctgtta
taagagaaag
ttgtccggaa
tgcggggett
cggaattcct
cggctttctg
ataccccggt
ctgtgccgga
tcaaaggaat
gcgaagaacc
tcggaagaca
gttaagtccc
cagaagagac
ccttatggcet
gatccggagce
catgaagcag
ccttgtacac
ccgcaaggaa

42

ggaggccttc
aacggcccac
ctgagacacg
aagtctgacg
tatgggacga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccccgtga
agtgtagcgg
gacgacaact
agtcctggec
gttaacgcaa
tgacgggggc
ttaccaagcc
agaaaacagg
gcaacgagcg
tgccgcagac
tgggctacac
aaaccccaaa
gaatcgctag
accgccegte
ccagccgteg

gggctttcge
caaggcgacg
gcccagactc
gagcaacgcc
acagggcatc
ctacgtgcca
taaagggcgce
ggggaccgaa
tgaaatgcgt
gacgctgagg
gtaaacgatg
taagtatccc
ccgcacaagce
ttgacattga
tggtgcacgg
caacccctat
aatgcggagg
acgtactaca
aacagagtcc
taatcgcagg
acaccacgaa
aaggtggggg

Initiatori utilizati pentru qPCR (cu SEQ ID NO in paranteze)

tggaggaggg
atcagtagce
ctacgggagyg
gcgtgaacga
ggttaatacc
gcagccgegyg
gcaggcggca
actgtgaagce
agatattagg
cgcgaaagcce
gatactaggt
gcctggggag
ggtggagtat
ttgctacgga
ctgtcgtcag
cttctgttgce
aaggcgggga
atggctctta
cagttcggat
tcagcatact
agtcattcac
cgatgattgg

Nume Secventi directa Secventi inversa

ACTB GATCAAGATCATTGCTCCTC (3) TTGTCAAGAAAGGGTGTAAC (4)
GAPDH |GGTATCGTGGAAGGACTCATG (5) ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTC (6)
MAP2 CTCAGCACCGCTAACAGAGG (7) CATTGGCGCTTCTCTCCTC (8)
Ocludin |[AAGAGGAATTTTGACACTGG (9) GCCATGTACTCTTCACTTTC (10)
TJ1 AAGTCACACTGGTGAAATCC (11) CTCTTGCTGCCAAACTATCT (12)
TJP2 CCCTCCCCTGGATCAGGAT (13) GCCATCAAACTCGTCCATCA (14)
Vilin CATTACCTGCTCTACGTTTG (15) AGATGGACATAAGATGAGGTG (16)
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SEQHID NOnYY {consens secventd 165 ARNr pentrutuiping psrabactoroides disizsonis MEXO3S]

Ex vivo:
5
CATGAGE <
AGE CAG AGTCOTTCAGAG A 27 ToC TTAkGCC ACT CCTTCT GT o i§6~FAPvWCCT AEZC COAFENATT 'T’CC
. . ‘ , b : b sty BARTGCT CTE CTEIABKEQL (26
Initiatori suplimentari utilizati in gPCR (cu SEQ ID NO in paranteze)
Gene ID |[Forward secventa Inverseaza secventa
NSE CCCTGTATCGTAAGAACGGT (30) GCCACCATTGATCACGTTGA (31)
PINK1 |CCCAAGCAACTAGCCCCTC (32) GGCAGCACATCAGGGTAGTC (33)
PARK7 |GTAGCCGTGATGTGGTCATTT (34) CTGTGCGCCCAGATTACCT (35)
SYP CTCGGCTTTGTGAAGGTGCT (36) GGCTTCA TGGCA TCAACTTCA (37)
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LISTA DE SECVENTE

<110> 4D FARMA RESEARCH LIMITED
<120> COMPOZITII CUPRINZAND TULPINI BACTERIENE

<130> PO77072
<141> 2018-06-13
<150> 1709468,1
<151> 2017-06-14
<150> 1709534,0
<151> 2017-06-15
<150> 1712851,3
<151> 2017-08-10
<150> 1803826,5
<151> 2018-03-09
<150> 1805989,9
<151> 2018-04-11
<150> 1805991,5
<151> 2018-04-11
<150> 1805990,7
<151> 2018-04-11
<150> 1806780,1
<151> 2018-04-25
<150> 1806779,3
<151> 2018-04-25

<160> 37

<170> SeqWin2010, versiunea 1,0

<210> 1
<211> 1519
<212> ADN

<213> Tulpind Megasphaera massiliensis NP3

<400>

agagtttgat
gagaagagat
aagcaacctg
tottteccgee
gcttgegtcet
ggtctgagag
cagcagtggg
tgacggcectt
cggtgtcttt
taatacgtag
togcaagtceg
tecgagtgtcg
aggaacacca
aggggagcaa
gtaggaggta
tacggccgca

gtggtttaat
aagagatttc
ctcgtgtegt
cagcacctcg
tgacgtcaag
atagagggac
tgcaggctge
gcggtgaata
acccgaagec
ggtgaagtcg
<210> 2
<211> 1398

cctggetecag
gagaagcttg
cccttcagat
gcatgacggg
gattagctag
gatgaacgge
gaatcttceceg
cgggttgtaa
gacggtaccg
gtggcaageyg
gtcttaaaag
gagaggaaag
gtggcgaaag
acgggattag
tcgactcctt
aggctgaaac

tcgacgcaac
cggttcttct
gagatgttgg
ggtggggact
tcatcatgecc
gcgaaggagc
aactecgectg
cgtteceggg
ggtgaggcaa
taacaaggt

gacgaacgcet
cttettateca
ggggacaaca
aagaagaaag
ttggaggggt
cacattggga
caatggacga
agttctgtta
taagagaaag
ttgtccggaa
tgeggggctt
cggaattccet
cggctttetg
ataccceggt
ctgtgccgga
tcaaaggaat

gcgaagaacce
tcggaagaca
gttaagtccc
cagaagagac
ccttatgget
gatccggage
catgaagcag
ccttgtacac
ccgcaaggaa

ggcggegtge
attcgagtgg
gctggaaacg
ggaggcctte
aacggcccac
ctgagacacg
aagtctgacg
tatgggacga
ccacggctaa
ttattgggeg
aaccccgtga
agtgtagcgg
gacgacaact
agtcctggee
gttaacgcaa

tgacggggge

ttaccaagcce
agaaaacagg
gcaacgagcg
tgccgcagac
tgggctacac
aaaccccaaa
gaatcgctag
accgececgte
ccagcegteg

ttaacacatg
caaacgggtg
gctgctaata
gggcetttege
caaggcgacg
geecagacte
gagcaacgcce
acagggcatc
ctacgtgececa
taaagggcgce
ggggaccgaa
tgaaatgegt
gacgctgagg
gtaaacgatg
taagtatccc
ccgcacaage

ttgacattga
tggtgcacgg
caaccccetat
aatgcggagg
acgtactaca
aacagagtcc
taatcgecagg
acaccacgaa
aaggtggggg

caagtcgaac
agtaacgcgt
ccgaatacgt
tggaggaggyg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaacga
ggttaatacc
gcagccgcegg
gcaggcggca
actgtgaage
agatattagg
cgcgaaagcece
gatactaggt
gcctggggag
ggtggagtat

ttgctacgga
ctgtcgtcag
cttctgttge
aaggcgggga
atggctcetta
cagttcggat
tcagcatact
agtcattcac
cgatgattgg
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<213> Tulpind Megasphaera massiliensis MRX0029

<400> 2

tgagaagcett
gcccettcaga
cgcatgacgg
tgattagcta
ggatgaacgg
ggaatcttce
tegggttgta
tgacggtacc
ggtggcaage
ggtcttaaaa
ggagaggaaa
agtggcgaaa
aacgggatta
atcgactcct
aaggctgaaa
ttcgacgeaa
ccggttette
tgagatgttg
gggtggggac
gtcatcatge
agcgaaggag
caactcgect
acgttccegg
cggtgaggca

<210> 3
<211> 20
<212> ADN

gcttettate
tggggacaac
gaagaagaaa
gttggagggg
ccacattggg
gcaatggacg
aagttctgtt
gtaagagaaa
gttgtcegga
gtgcegggget
gcggaattec
gcggetttet
gatacccegg
tctgtgeegg
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
ttcggaagac
ggttaagtcc
tcagaagaga
ccettatgge
cgatccggag
gcatgaagca
gcettgtaca
accgcaag

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 3

gatcaagatc attgctecte 20

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 4

ttgtcaagaa agggtgtaac 20

<210> 5
<211>21
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 5

ggtatcgtgg aaggactcat g 21

<210> 6
<211>21
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 6

atgccagtga getteeegtt ¢ 21

<210> 7
<211> 20
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

gattctagtg
agctggaaac
gggaggcctt
taacggccca
actgagacac
aaagtctgac
atatgggacg
gccacggcta
attattgggce
taacccegtg
tagtgtagceg
ggacgacaac
tagtcctgge
agttaacgca
ttgacggggg
cttaccaagc
aagaaaacag
cgcaacgagce
ctgcegeaga
ttgggctaca
caaaccccaa
ggaatcgecta
caccgececgt

gcaaacgggt
ggctgctaat
cgggctttcg
ccaaggcgac
ggcccagact
ggagcaacgce
aacaggacat
actacgtgcc
gtaaagggcg
aggggaccga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ataagtatcc
cccgcacaag
cttgacattg
gtggtgcacg
gcaaccccta
caatgcggag
cacgtactac
aaacagagtc
gtaatcgecag
cacaccacga

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

taagcaacct
ttettteege
ggcttgegtce
cggtctgaga
gcagcagtgg
atgacggcct
ccggtgtett
gtaatacgta
atcgecaagtce
ctegagtgte
gaggaacacc
caggggagca
tgtaggaggt
gtacggcege
tgtggtttaa
aaagagattt
gctegtgteg
ccagecaccte
atgacgtcaa
aatagaggga
ttgcaggctg
tgcggtgaat
cacccgaage
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<220>

<223>

<400> 7

ctcagcaccg ctaacagagg 20
<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 8

cattggcgct tetetecte 19
<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 9

aagaggaatt ttgacactgg 20
<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 10

gccatgtact ctteactttc 20
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 11

aagtcacact ggtgaaatce 20
<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 12

ctettgetge caaactatet 20
<210> 13

<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 13

cccteeectg gatcaggat 19
<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventi artificiala
<220>

<223>

<400> 14

gccatcaaac tegtecatca 20
<210> 15
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<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 15

cattacctgc tetacgtttg 20

<210> 16
<211>21
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 16

agatggacat aagatgaggt g 21

<210> 17
<211> 1403
<212> ADN

49

<213> Tulpinid Parabacteroides distasonis MRX0005

<400> 17

amccgggtgg
gataaccegg
tgctaaagat
ggcccaccaa
agacacggac
cctgaaccag
agggaataaa
actecegtgee
ttaaagggtyg
attgcegttg
ggtgaaatgc
ctgacgctga
cagtaaacga
agtgatccac
gcacaagcegg
gaacgcattc
catggttgte
cttgccacta
gcgaggaagg
gttacaatgg
gtctcagtte
cgcatcagee
atgggagccg
gactggggct
<210> 18

<211> 21

<212> ADN

cgaccggege
cgaaagtcgg
tcatcgetga
accgacgatg
caaactccta
ccaagtcgcg
gtgcgggacyg
agcagccgeg
cgtaggcgge
aaactgggag
atagatatca
tgcacgaaag
tgatcactag
ctggggagta
aggaacatgt
ggacmgakgt
gteagctegt
gttactaaca
cggggatgac
cgtggacaaa
ggatcggagt
atggcgeggt
ggggtacctg
aagtcgtacg

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 18

gattactget ctggetecta g 21

<210> 19
<211>21
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>
<223>
<400> 19

gactcatcgt actectgett g 21

<210> 20
<211> 22
<212> ADN

<213> Secventa artificiala

acgggtgagt
actaataccg
tagataggca
gataggggtt
cgggaggcag
tgagggatga
tgtccegttt
gtaatacgga
cttttaagtc
gcttgagtat
cgcagaaccc
cgtggggatc
ctgtttgega
cgccggcaac
ggtttaatte
ggaaacacat
geegtgaggt
ggtaaagctg
gtcaaatcag
gggaagccac
ctgcaacceg
gaatacgttce
aagtccgtaa
999

aacgcgtatg
catgaagcag
tgcgttccat
ctgagaggaa
cagtgaggaa
aggttctatg
tgtatgtace
ggatccgagce
agcggtgaaa
gtttgaggca
cgattgcgaa
aaacaggatt
tacactgtaa
ggtgaaactc
gatgatacge
tttectagcaa
gteggettaa
aggactctgg
cacggccctt
ctggcgacag
actccgtgaa
cagggecttg
ccgcgaggat

caacttgect
ggatcccgea
taggcagttg
ggteccccac
tattggtcaa
gatcgtaaac
ttatgaataa
gttatcecgga
gtctgtgget
ggcggaatge
ggcagcctgce
agataccctg
gcggcacage
aaaggaattg
gaggaacctt
tagccatttg
gtgeccataac
tgggactgcece
acatccgggg
ggagcgaatce
gctggatteg
tacacaccge

cggcctaggg

atcagagggg
tgggaatatt
gcggggtaac
attggtactg
tgggcgtgag
ctcttttata
ggatcggcta
tttattgggt
caaccataga
gtggtgtage
caagccatta
gtagtccacg
gaaagcgtta
acgggggccc
acecegggttt
cgaggtgctg
gagcgcaacce
agcgtaagcet
cgacacacgt
cccaaaccac
ctagtaatcg
ccgteaagee
taaaactggt
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<220>

<223>

<400> 20

ctggectcac tgtecaccett cc 22
<210> 21

<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 21

aatggtgaag gtcggtgtg 19
<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 22

gtggagtcat actggaacat gtag 24
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 23

tgcaaatgge ageectggtg 20
<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 24

gctgecttga tgtttacttt gac 23
<210> 25

<211> 23

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 25

gcaaccgaag tatgaaataa cca 23
<210> 26

<211> 27

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 26

accaggtgag aagagtgatg accatcc 27
<210> 27

<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 27

agccagagtc cttcagaga 19
<210> 28
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 28

tecttageca ctecttetgt 20
<210> 29

<211> 26

<212> ADN

<213> Secventi artificiald
<220>

<223>

<400> 29

cctaccecaa tttccaatge tetect 26
<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 30

ccctgtatcg taagaacggt 20
<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 31

gccaccattg atcacgttga 20
<210> 32

<211> 19

<212> ADN

<213>

<400> 32

cccaagceaac tagececte 19
<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 33

ggcagcacat cagggtagte 20
<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 34

gtagcegtga tgtggteatt t 21
<210> 35

<211> 19

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 35

ctgtgegecee agattacct 19
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<210> 36

<211> 20

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 36

ctcggcetttg tgaaggtget 20
<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventa artificiala
<220>

<223>

<400> 37

ggcttcatgg catcaacttc a 21

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e ROSHAN PADMANABHAN ET AL: "Non-contiguous finished genome sequence and
description of Megasphaera massiliensis sp. nov.", STANDARDS IN GENOMIC
SCIENCES, vol. 8, no. 3, 7 August 2013 (2013-08-07), pages 525-538, XP055504182, DOI:
10.4056/s1gs.4077819 & DATABASE EMBL [Online] 2 October 2012 (2012-10-02),
"Megasphaera massiliensis strain NP3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.”,
retrieved from EBI accession no. EM_STD:JX424772 Database accession no. JX424772

e  US-Al-2004 005 304

e NAYUDU NALLABELLI ET AL: "Biochemical and genome sequence analyses of

Megasphaera sp. strain DISK18 from dental plaque of a healthy individual reveals

commensal lifestyle”, SCIENTIFIC REPORTS, vol. 6, no. 1, 21 September 2016 (2016-09-

21), XP055504215, DOIL: 10.1038/srep33665 & DATABASE EMBL [Online] 7 January

2016 (2016-01-07), "Megasphaera sp. MTCC 12521 partial 16S rRNA gene, strain MTCC

12521, isolate DISK 18", retrieved from EBI accession no. EM_STD:LLN998020 Database

accession no. LN998020

US-A1- 2004 120 963

US-A1- 2004 170 617

US-A1- 2016271 188

(57) Revendicari;

1. O compozitie cuprinzind o tulpind bacteriand din genul Megasphaera, pentru utilizare intr-o
metodd de tratare sau prevenirea a unei tulburdri neurodegenerative, in care tulpina bacteriand are o
secventd 16s ARNr care este cel putin 95% identicd cu SEQ ID NO:2.

2. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 1, in care metoda este pentru tratarea
sau prevenirea unei boli sau afectiuni selectate din grupul constind din boala Parkinson, incluzand
paralizia supranucleard progresiva, paralizia supranucleard progresiva, sindromul Steele-Richardson-
Olszewski, hidrocefaleca cu presiune normald, parkinsonismul vascular sau arteriosclerotic si
parkinsonismul indus de medicamente; boala Alzheimer, incluzand sindromul Benson; scleroza
multipld; boala Huntington; scleroza laterald amiotrofica; boala Lou Gehrig; boala neuronului motor;
boala prion; ataxia spinocerebrald; atrofia musculard spinald; dementa, incluzand corp Lewy, dementa
vasculard si frontotemporald; afazia progresivd primard; deprecierea cognitivd usoard; deprecierea
cognitiva asociatd cu HIV si degenerarea corticobazald.

3. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 2, in care compozitia este pentru
utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a bolii Parkinson.
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4. Compozitia pentru utilizare conform oricireia dintre revendicdrile 1-3, in care compozitia este
pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a debutului timpuriu a unei boli
neurodegenerative; si/sau in care compozitia este pentru utilizare intr-o metodd de prevenire sau
intirziere a debutului sau progresului unei tulburari neurodegencrative.

5. O compozitie cuprinzind o tulpind bacteriand din genul Megasphaera, pentru utilizare intr-o
metodd de tratare a leziunii creierului, in care tulpina bacteriand are o secventd 16s ARNr care este cel
putin 95%, identici cu SEQ ID NO:2.

6. Comporzitia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 5, in care leziunea creierului
este accidentul vascular cerebral, cum ar fi ischemia cerebrald, ischemia cerebrali focala, accidentul
vascular cerebral ischemic sau accidentul vascular cerebral hemoragic.

7. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu oricare din revendicirile precedente, in care tulpina
bacteriana este de Megasphaera massiliensis.

8. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu oricare din revendicarile precedente, in care tulpina
bacteriand are o secventd 16s ARNr care este cel putin 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identicd cu SEQ ID NO:2, sau in care tulpina bacteriand are secventa 16s ARNr reprezentat de SEQ
ID NO:2.

9. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 1, in care compozitia cuprinde o tulpini
bacterianid a speciilor Megasphaera massiliensis intr-o metodd de tratare sau prevenire a bolii
Parkinson.

10. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 5, in care compozitia cuprinde o
tulpind bacteriand a speciilor Megasphaera massiliensis intr-o metodd de tratare a leziunii creierului
care rezulti dintr-un accident vascular cerebral.

11. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu oricare din revendicirile precedente, in care
compozitia este pentru administrare orald, si/sau in care compozitia cuprinde unul sau mai multi
excipienti sau purtitori acceptabili farmaceutic, si/sau in care tulpina bacteriana este liofilizata; sau un
produs alimentar cuprinzind respectiva compozitie, pentru utilizarea oricdrora din revendicdrile
precedente.

12. O celuli din tulpina Megasphaera massiliensis depozitatd sub numirul de acces NCIMB 42787.

13. O compozitie cuprinzind celula conform revendicdrii 12, cuprinzand preferabil un purtitor sau
excipient acceptabil farmaceutic.

14. O culturd biologic purd de tulpini Megasphaera massiliensis depozitatd sub numirul de
acces NCIMB 42787.

15. O celuld de tulpind Megasphaera massiliensis depozitatd sub numirul de acces NCIMB 42787
pentru utilizare in terapie, preferabil in care celula este pentru utilizare intr-o metodd definitd in
oricare dintre revendicdrile 1-6.

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 neurstoxicitatll

REER

150+

‘.‘ﬁr.
o
t[ﬁ.

2

Viabilitate celidard (%}

Fig 2. inhibarea secretiei de iL-6 iIndusa de LPS in celulele U373

8000+
_ B0G0H s
by 40004
= S
20004
A S
TE & N
Y @Q.
®
@



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

800~

H00+

400~

-8 poimi

2001

55
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FIG. 8 inhibarea activarii NFKB-AP1 indus3 de LPS in HEK-TLR4
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FIG. 14A Productie ROS totala
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FIG. 15 Neuroproteclie-viabililate celulara
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500 FIG. 19 secretie de BDNF din SH-SY-5Y
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FIG. 22C

TJP1

Expresia ARMm

normalizala s
..m.g

4

i

™

0= [ oo
Vehicul | MRx(G5
L.reuter

TJP1

i
§

Zad
1

Expresia ARNmM
normalizats ia B-actin
P
H
prssn]
|

ey
1

{ ,3
Vehicul § MRx005
L reter

€D e,
{ 5

Expresia ARNmM
i

normalizatd la factin

o
}

TJP{

Expresia ARNm
normalizatd la f-actin

Colon

Houm



Expresia ARNm

normalizaté la

Expresia ARNMNmM
normalizatd s Bactin

Qeludin

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

E

T

0

i
Yehicul

L.reytern

Qecludin

~
MRK005

i
Vahicud E

L.reuter

-1
MRD05

78

Expresia ARMNmM

normalizats ia

Expresia ARNm
normalizatd la B-actin

FIG. 22D

COcludin

0,073

o]

Tip

o
Vehicul

MRx028

Qeludin

i

LE%]
H

o
H

i
Vehicul |

MRX029

Colon

Hleum



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

79

FEGﬂ EQE Permeabilitatea in Heum

60 90 120
Timp {min
e VERICW e MRXOD

[

— 1000

i

{

FITC {ug/

¥ N
& & & 120
Timp {min}
s iptieg] D MPER02G



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

80

H@ 22? Permeabilitatea in colon

T {ugiml)

£

0 &0 ad 120
Timp {min}
~fiVohiotl <3 MRe005

Timp {min}

~ \ahicul MRx028




MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

81

s T . SO0MAN
L pinay Y

g —— L O

g oW &
E § 8§ B
finsal Bfa} suiuoyosag

finsa} Bibu} yyig-g

Acid BChidroxi-indol-acetic {5-HIAA)

R R
LSINSY ]

S L

finsad B;Bu} vupwedog

Dopamind

T SOONAN
. s isinay
L N L L

- GOONIRH
LIEReN
Mg e iET)

{insa) BiBu} puyjousipoioy

index 5-HlAASB-HT 3l metabolismulul serotonin

Moradrenalina



Receptor vasopresin

Receptor oxitocin

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

uzpw B} DIRTIRMINY
WINNY Basidrg

3§ GOONEY
BEHeN

Recepior vasopresin

5,
e

gy B ngg;é-&meu
LIy uY Bissidag

W srgnan
[« MU T

*‘&R%&*‘,N

w R

wel By BIeTHEUUOU
WY eEssdxg

e

Receplor oxitocin

FIG 24

- Leay ]

N InapgEA

A _

m;mam; gmzi;euu@u
WNYEY Brvanixg

<

82

lucocorticoid Receplor minerslocorticoid

Recaptor g

Fecepltor glucocorticoid

Recspior mingralocorticoid

=

e

' »swﬁ Qg gnggammu
MINHY Bisandxg

1>
. & gn SHEY.Y

m@vme‘w
@Q‘@@@

L

Wyl B DIRTHRUEHOY

NN Piesidxg

- BZm
gL
b §

spoed B) B18T ;me;-.sms
WYY Bisauduy

o S B

g

ww@i’:‘)

- SRON Y
LEIRER

aawgtze;&

wgwW
>

!

% @

spoeeg B B M;gmumu

WY Brsaadsg @



BONF

BOMF

T

LRH

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

83

Lo eroxay

SULHERY

R N N
Dl S R S - B~ - = A )

gy B BIRETHRLIION
KRy Rssdag

SRR

j FEGET
RUETERN

Foopeesy sy
R R R R RN ]
o w2 w2 8 WD O

Wl B BINTHRUIOU
WYy esendxy

i§ — PREYSA

STETTR -
i =X b [
o8 . & & &

Wiy B BIEEHRLROOY
Wiy eisasing

W copeny

R My N LN

Lot B BIRZH eI
RINHY oizaudxg

TLRA

LERIEYEY
UL T

TLRA

FIG 25

i

g k] A 3 &
- < ey Y By 83
e“ﬁ' SEEFF S

B >
Ll o L=

w1 DISZIPTILON
WYY Besadg

sipse ) BIRZIRUON

LWONHY Eessdxg




CRFRZ

CRFR2

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

_ BTN
H QTR

5 S B
ey B BIBZHEWLIOU
Ny wssndxg

ORI
TEUE
T HENY

Woow e gy
wipenyd B EIRTHBLLITN
wip Yy Bisaudxg

CRFRA

CRFRY

spoed B BIETEULIOY
iy isaudvy

Ho

SiHpe

LT e

SELUETY

0
¥

&
3

£

s

kX2

¥ ¥ ¥

& w
= I«
SiNed B BIRTHRULION
NNy eiessdxg

h3
o
L)

X

agg - |
0.0

FIG 26



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

85

iterieuking b

Interleukina b

* 520N
IowRA

) L TR

TETE IR A
e $ o o o
um@\ mymwtmna

i e e I

& ““g;“g“?;‘“ s % o &
o o o o F S
sifganl o) peeyRIGE
BN RN

interleukini-g

..... 3 - Q{H}MW
""""""""""" b PERTELDE A
55393

REEER] DY TOrIREY

- SOOI
L uenay
L IRSIYSR

B
R

Ll

Interiauking -8

apiee oy gmsgs&mw

.;:C SRR L TP U

Factor de necrozd tumorald-z Factor de necrozi tumprali-g



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

86

s i@mﬁ B m@zs;gmm;j
wiuy esaadxg

SOOXHY
. ESYENT]

o . IMOIYBA
X
&
b

b UG A S 3
W Wy N
DI

wipeyl By BIBZIBULIOY
WINNY sisosdg

Co1ib
1.5
%
- 1,
- %
4,
43,
f
o,
8,

SO

pHenay

1
!
¥

HISIgaR

1B
4

1,2*

5 .8

5 o %
¥

* ﬁ,ﬁ 3

»nm% Efg 3}1&2 IS
wiguy eisandxy

FIG 28



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

&\\\\\\\\\\\\% ETOXHN

TR

oW oo

7N 20

: <
SIS B TIBZHBULIOY
RNy epeidxg

1 wg “ )
10400 |
3,8

¥ L4
® -
,F\ R el

e * L e S LB

%5
4
2
{5

5.8

54

%44

24

Wesy 8] BTN IR
NNy ssadxg

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

STOXIN

L jrosgen

Grinla
Z B

wped B} pleZnRUUoY
wigMy esadxg

o e - >
£ L &8 &3

ol B BivzIpeIay
uI Ny Riseuduy

FIG 29



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

88

T sroom
-3 T R IRMYan

E N o ¥ ¥
T T T X
: woowv £ %

gl B BIRZHEUIION
WHY ependxg

GABABRY
18+
14

o
™
O
i

T GOy
LBEMaN

b nongEn

BABABRY

ey B] DIGZHDINION | C
miNny Risesdxg : " BEOXIN

;_%, PSIHETY

¥ iy
2 F53 Y LS £

£ " a2 s
¥ 3 S & )

o B] BIRZBULOY
iKY ismdeg

B
DR

b SLEUENY

GABA A2

oo RN O ow N :
SSRTEESEE g

e B] BleZIBULOY

wreg B BISTHRUGOY
Ny esadxg

WMy ersandxg

GG B BIRZHBIISY
wNHY Rieasdxy



Receptor oxitocin

Recepior vasopresin ik

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

4

H

T ¥
k3 «

ey 8] mezyjewiou
MY esaudxy

B3

e B} preiusou
Ny esaadxg

-

89

- GZOXIN

&

- prEInaEy

RDIgas

2,0

<
g3
o

k)
e
&

*
W
RS L

sived B} FIRZHBULIOU
nipguy esandxg

£, G h

- Soor

- ISINON ]

h LT

@Eﬁm B} BiBZijnuoy
NNy esandxg

FIG 31

Fnangay
““““““““ e ———————
wpwgd 8] BIEZIEIOY

mig Ny sisandxg

JUETELY

¥ £
& o] -

ey Bf BIBZIRUNGY
WNNY esadxy

-

Receptor mineralcorticoid

D

b GEOIN

- [BIYSA

=
N
e

-
s

e

Y
o3 &

sy B BINZHRWIHOU
uIgNY Biseudxg

=
&

£l
8

T moss

a¥

: & 4
e B BIEZIEuLoY
WNNY Bisandxg

W

of

i

G Receptor glucocorticoid



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

90

FIG 32

g L
L INUBA

§

& ged i e W ®
R

L pey B @zg@zgg@m@a
& N - & Ny msandy
LN N meeuiey A
ey wasaaday e SONNIN
' uRna]
JRYRA

S -
S O
SN B IRIHRUNNY

e ] MIDTHERY WINNY eiseidxy
wogy ey £l

TLRS
ﬁﬁ'ﬁéﬁz

- RO U

g , FIDNERA
AR YR L N PIRIRA

_Hiromea 5 % 2 8 98
% 5 % % 3 S Y RO
B R RSt giia b e NNy esandng
W g;g*g{ix T —
N s I sooxa

................................. | usnesy

CRFR?

FEnery
L PaRea

3 s - &
e SR SRR
NNy By

< -

.\ mggg‘g sisaadey



L

Citth

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

91

mm{\ 2| ﬁsezsgemxﬁsu
NN Bisadag

N
Qﬂﬁ}uw oF E) o e o

L=
ey By ey

penas
Sandell WY esadxg

- n2uEA

o SOOXIN

s B BBzl BUIOU
uiNNY eisandxy

w8
SRR I & o - pIaInes ]
Wy B MBZHeREou o TS
WINHY epsandxg T peepe——mm
. O =& § u @ 9 g
8 - -
Wiy B BIEZIjERUcH
winy Esaudeg
el e e D XuN
| + olgEs & &
Q_ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1 ................................... é‘f,szizf, 3 & ?“f
#! _& Ll & armeed B IR 3
e 6| PIOZHEWIOU e 9 &3@2@;%&5&.&@;&
. RNy Risadxg
HINNY Epsendxg
w084
| B ® “-‘gﬂﬂmw
- SOO%IN S uama.i 1
raEnasy U f‘_ SIS s
iR D _
e R S S
B & e 9 S I -

whesd B BIREHRUICY
WRNY Risadxng

< O



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

92

FIG 34

sy B] BlEZHRRUOU
NNy esadeg

GABBRL

g
ey B] BIRZHDLLION
Wiy eisaadxy

i: m gﬁ#g&.&aﬁ;

e B prezifeiuoy
win Ny sresudxg

. paines é
Cowep X

3 o = L
wed B plRZHRRUGU
WMy vsadxy

<L

e Rt A
wWRHY Esaidxg

R S e R T
b Lraynar
- ML L U

2 = 0= % o8
o L e r "
sl 8] pEZHRULoy

Ky esadxg

-



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

93

o LTV T
: g 88?3 X

| upeed 8] BIRZIRUHOY § 1 inowen
wNyy Bsaidxg gy _

.5
7
5
5

48

ERE
1,5+
% 5143
2,54
B,

3
%
& Eh

eyl B BIEZHEULIOU
uINNY eissidxg

EInad]

BONF

3 [NDUSA , uama.i“i

LR L CFY

S 3 ¥

b T e T T T 1

sl B RIBZHBULIOY
wINNY eisaudxg

s B] B3RZIOULCH
wNNY esadey

Receptor glucocorticoid

- 50 XuN

_ My [I2IUEA
g, ] u 2

25

wpsy B] BIEZHEWIOY

iy ersaidxg  mpey B BIRTOUOOY
. ’ wyNy ssaudxy

FEC T

e - INRIYSA

q 9

& & ¥ » g @
W Bl RIBZIBRUICY

g 'ég BIRZHRULoU
wNNY erssudyy

mgHY visasdag

Receptor mingralcorticoid

Receptor oxitocin



GRFRA

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

94

WY

620 X

uag.ggz; g; d §

- e0oXIN

T ooy I L TR

£3
e \x\\ uEnar & - NGB A

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3
pd SLEITETY ﬁ 3 g g :
g g | s ] mIRZIRNLOY
25* & i? * § ER AR WYY Bisaudxy A
4

s |SLEUER
§ £ it S

570 XN S T S S
FINSHESA syl B} RIBZIRWICY

: Wiy esady

wes B DISZHBHUOG
HNNY Bisaudeg

Lamas
LR EY

SOOXIN ™
LpiaEned Y &

T nses &

2,0
¥

5-* e b

| : = : uipel B BIBTHBIIOU
wped of mezjeuusy Ny Bisasdxg
wiNNy esandxy < 3

i



GrnZa

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

95

N’ﬁaﬁ YUl
i LN

A A N
s B} BISZHBWICY
HINNY Rissudxg

W BT

2

*

- & s = E=3

Y L)

Wl B RIBTRUUOU
Wiy wissdeg

dainad™y

naye

sy By EIEZHRUIOU
HINNY Biseudxg

IRBIYRA

SES LTS

&

.

o
sy B gIeERuLey
WKNY Bisandxg

LETUERSE

<

GABRAZ

GirinZb

FIG 37

" m— T

e B} IRy
WNNY Spaidxg

¥ SOHa
L 2anad]

of " L

o~ w = = &
vl Bf RIEZHBHLOY

wiNNy sisedxg

-

b i&' " BEH XEW

& INRYE4

e % sy 3 -

s B] EYBZHBULOY
HINMY Bsaudxg

\\\\\\\\\\\m SOOXIN

o L Hainady

e 2] RIRZHRULOY
wiNuYy emeideg




GABBR]

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

FIG 38

G848 KHW
. IN2IyeA

& W ée 5
R
ey B BIETHEULDY

Ny ssedxg

sl B) BIETHTUUON

Ny Eiserdxg

 —

- N Y

W

e B pIDTNBHLoU
MY eisaudxg

o L L

LI
wiped B mEzjRuLoY

WNNY esandxg

96

DO

Tpht

@-’ HEH XU

Wy B BTN EULOU
wKNy rsaideg

o NTETTEYY

" SOPN

Hagnady

§3

® o 4 o £
Wy U] pleZIEULOY
HINNY eseidag

L NSIye R

i S Sl

W B BIEZyELIOU
WINNY msmfixg

R ¥ »
&3 ] ~

wiped B SIBZHBLION
WiNMY '@"gﬁajﬁ}{g;




MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

FIG 40 -

BEQ XN
o I o

Wiy B] EIBZHRUUDY
NNy eisasdxg

- AR

L Inonyea

wped B} BIRZIRULOY
NNy Bisandxg

& N R R
Wy B] BIRZHEWIOY
wigMy eisandxg

agnad ]
LA LT

s B CIBZHRIOY
WMy sisasdxg



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

98

ismului

s
o LT

} ShoNmw
b ) Lisga: Ty
] — B

é § - {
8 ¥ 8 :
{ul) vegoidis g

Triptofan in circulatie index de kinurenineftriptofan al metabol

x

VVVVVVVVVVVVVVVVVVV ¥ sooxa

, b Lragnad
o N o S— U Y
§ § R ¢

{quanBu} supeaunuy

n circulatie

inurenine i

K
A



inberfaron-y

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

99

H

ket

=
£ sam

Gpoborron

U
e Ty
SRS S

GORNEN
SEERaE T}
IRSHOA

SO0

TS TR

A

Stmudat LFS
Interferorisy

et Sond

A

v
LA,

Mestimulat

BZOY
RS

s SRR T

L SRR 35 1T

v ITOHE A

d
R

ond

Stirmuslat

trpalat RS

kS

7
=
et

i

=

Hestimul

FIG 42



interlauking 43

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

P
B

RIEESy
O Y

% S S

Y

~~~~~

O Y

SaRYN
HEOWMBE Y
R

Shroukst Cond

3

Stirrwiiat £

Festimulat

Imterieuking 13

100

SR arowa

[ FS— T, T Y

£ & R &
sl gy

Stimutat Cond

F3

At

[}

Stireasd

Hastimulat

FIG 43



interiasukini-¢

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

101

timulat Cond

ik

S OO
--------------- JEELE b TR
B S— Y me Wgﬁfw\?f

okt Cond

o s

-

Stimulst LPS
interleuking-g

T SOy
fRghal

Shimulst LPS

W 670K
7777777777777777 S S roes

GOINE
| snay

Bestirudat

%

EE A BEOXHY
3 s Nk sempmp——— Ig;nﬁe;qa,& o
3 T f: ””” LR &

: €5 & &
s 3y R § g 8

foiog

59
#

I

{

FIG 44



Facior s« de necrozd tumorals

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

102

NN noany
v 253005

HRA

SR AN NW: LGNSR
, f jiqnm
L M— T

| somam
§ powmes

fmopgay
&

¥

&

SR

88

Stirrsigt Cond

Stimutat LPS
Factor « &8 necrozd tmorald

Flestinulat

RSN

bazonup
noas

Cond

tirnidat ¢

-~
fs
o

et LPS

P
fou]

Festirniat

iy
§ 88 °

Y

%

“weeld sang

FIG 45



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

Irtarleuking- 1o

103

T nooney
el Y

R s TR

ShHyaY
HEREE )

T A

§ sopx
i asnas Ty
LT

X

L

Stirotist Cond

Stmulat LP3

Blestimulat

FIG 46



CHCLE

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

N GOORYY
o jragRal Ty

S RS CT Y

SRR
SIS T}

T moryes

LRSS Y

BON
BHEEYY

——————————————————————————— Y

s YN

Stirraad Cond

Stmudat PS5

firnulat

"
1]

i

104

BEO

Stim

& nonen |

e

Westimulat

s os

307
k f:L:
3
3 I

FIG 47



Butirat

Propionat

Acetat

WY
o

MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

105

R ‘
i ;ia;ﬁajﬁ
—F InolRA

i e s pp—
- wow w >
{umaligoodd] IBIRIEA-OT]

3 AERRESANIL LA SN 3

e

iiﬁ@&ﬁgmﬁﬁg wnng

lzo-valerat

o GOm
............................. §-£ ana _@'g
..... ;f‘;ﬁﬁ-ﬁaf\

5 0 o
x = E=3 Bl

B gount} Jeiaes-0z)

S
-

Valerat

, S s00 .

T N0

8 s
{iussfipoun) jejaoy

s . 4 = N 3
@ b o = &

{unsBpoust) RIBN-0T]

{zn-butirat

SO

LIS
ROISA

¥ oMoy

Hamai

- R4



MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

106

FIG 49

GABRED

...........................

GRGE

WO shEh POY

FARKY

SYR

SE

“meaies ey

THVABKAY Py

BEOONNN
Vi, comnam
T\\\\\\\\\\\\\\\\ Vi34

- imEney

 —




MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

107

FIG 50

YCFA MRx0005 MRx0029




MD/EP 3600364 T2 2020.12.31

108

4Ly

82171

Liajoe

»

A o

CIAURER FRABLHA WAk 1RIRIIEN
3 ]

ungmLy

S e

Lo
10T T i nied

R

N

alenunuos 05 o

BSLBYHW SONNER 9394 (RIRION

d

LdvY ¥ ¥

ugow

L

o -
JERFOUON TAYIN

=




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - CLAIMS
	Page 53 - CLAIMS
	Page 54 - DRAWINGS
	Page 55 - DRAWINGS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS
	Page 59 - DRAWINGS
	Page 60 - DRAWINGS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS
	Page 65 - DRAWINGS
	Page 66 - DRAWINGS
	Page 67 - DRAWINGS
	Page 68 - DRAWINGS
	Page 69 - DRAWINGS
	Page 70 - DRAWINGS
	Page 71 - DRAWINGS
	Page 72 - DRAWINGS
	Page 73 - DRAWINGS
	Page 74 - DRAWINGS
	Page 75 - DRAWINGS
	Page 76 - DRAWINGS
	Page 77 - DRAWINGS
	Page 78 - DRAWINGS
	Page 79 - DRAWINGS
	Page 80 - DRAWINGS
	Page 81 - DRAWINGS
	Page 82 - DRAWINGS
	Page 83 - DRAWINGS
	Page 84 - DRAWINGS
	Page 85 - DRAWINGS
	Page 86 - DRAWINGS
	Page 87 - DRAWINGS
	Page 88 - DRAWINGS
	Page 89 - DRAWINGS
	Page 90 - DRAWINGS
	Page 91 - DRAWINGS
	Page 92 - DRAWINGS
	Page 93 - DRAWINGS
	Page 94 - DRAWINGS
	Page 95 - DRAWINGS
	Page 96 - DRAWINGS
	Page 97 - DRAWINGS
	Page 98 - DRAWINGS
	Page 99 - DRAWINGS
	Page 100 - DRAWINGS
	Page 101 - DRAWINGS
	Page 102 - DRAWINGS
	Page 103 - DRAWINGS
	Page 104 - DRAWINGS
	Page 105 - DRAWINGS
	Page 106 - DRAWINGS
	Page 107 - DRAWINGS
	Page 108 - DRAWINGS

