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Inventia se referd la un produs pentru tratamentul si profilaxia dementei (tulburérilor) si
disfunctiei mitocondriale, in special un medicament sau supliment alimentar, si la utilizarea acestuia,
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de titular)

Inventia se referd la o compozitie pentru tratamentul si profilaxia (bolilor) dementei si a disfunctiei
mitocondriale, in particular un supliment medicamentos sau alimentar, precum si la utilizarea acesteia, care
contine o combinatie de biofactori.

Dementa este clasificatd FOO-FO3 in ICD-10 (Clasificarea statisticd internationald a bolilor si a
problemelor de sdnitate conexe, a 10-a revizuire (2019)) a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) 1n
capitolul V "Tulburéri mentale si comportamentale” si este un sindrom care rezultd dintr-o boald de obicei
cronicd sau progresivd a creierului, cu tulburarea multor functii corticale superioare, inclusiv memoria,
gandirea, orientarea, perceptia, calculul, capacitatea de invétare, limbajul si judecata. Constiinta nu este
afectatd. Deficientele cognitive sunt de obicei Insotite de modificdri ale controlului emotional,
comportamentului social sau motivatiei. Acest sindrom apare In cazul bolii Alzheimer, al tulburdrilor
cerebrovasculare si al altor conditii care afecteazd creierul in mod primar (direct) sau secundar (indirect) (a
se vedea si "Dementia: A Public Health Priority” (2012) (https://www.alz.co.uk/WHO-dementia-report)).

Dementa Alzheimer (AD) este cea mai frecventd formd de dementd si afecteazd peste 60% din
persoanele cu dementd din intreaga lume. Principala caracteristicd patologicd a dementei Alzheimer AD
este formarea plicilor senile sau amiloide, constand din peptida AB, si a agregatelor neurofibrilare asociata
cu degenerarea sinapticd si neuronald si cu glioza, caz in care microtubuli hiperfosforilati sunt asociati cu
proteina tau (MAPT). Peptida A apare prin activitatile a cel putin doud proteaze diferite dintr-o proteina
precursoare, "proteina precursoare a amiloidului" (APP), care este localizatd in peretele celular al
neuronilor. in timpul degradarii proteolitice a APP si prin modificarea ulterioara, se formeaza fragmente de
AR de diferite lungimi si tipuri. Depunerea de A} sub formd de pléci este consideratd incd cel putin un
declansator al simptomelor bolii. In dementa vasculara, tulburarile circulatorii din creier duc la moartea
neuronilor. Acestea pot fi, de exemplu, rezultatul mai multor mici accidente vasculare cerebrale (de
exemplu, din cauza ocluziei vasculare), care pot apérea si In momente diferite (asa-numita "dementd multi-
infarct").

Péand acum, simptomele unei demente, cum ar fi AD, care apar ca urmare a mortii neuronilor si
determind gradul de dementd, pot fi tratate doar simptomatic, dar nu cauzal.

fn prezent, nu se cunosc medicamente autorizate, care s poatd vindeca procesele patologice intr-
o dementd (primard) cu o boald cauzala a creierului.

Evolutia bolii sau chiar debutul dementei poate fi totusi intarziat sau influentat pozitiv. Pe langa
reducerea riscului individual (de exemplu, evitarea excesului de greutate (obezitate), a lipsei de exercitii
fizice, a fumatului, a alcoolului, a stresului negativ etc.), biofactorii precum vitaminele etc. pot avea o
contributie eficientd, caz In care ar trebui urmat un tratament sau o profilaxie continud si pe termen lung.
Acesta este subiectul de cercetare al solicitantului.

AD este o boald multifactoriald, la care rolul comorbidititilor metabolice si inflamatorii pare s
devind din ce In ce mai important. Doar ~2 % din cazurile de AD sunt cauzate de mutatii somatice ale
proteinei precursoare a amiloidului (APP), presenilinei 1 (Psen 1) si presenilinei 2 (Psen 2) (AD familiala,
fAD), in timp ce 98 % din cazurile de AD au o etiologie sporadicd (AD sporadicd, sAD), incd necunoscuta,
dar complexd si multifactoriald [1-3]. Studiile de asociere pe intreg genomul (GWAS) au asociat pané in
prezent alelele apolipoproteinei E, mai precis ApoE €4, cu un risc crescut de a dezvolta atat tulburari
cognitive usoare, céat si AD [4, 5]. Alti factori genetici, care au fost recunoscuti pe baza GWAS si care au
fost asociati cu aparifia sAD sunt reprezentati de, spre exemplu, apolipoproteina J (APOJ), proteina de
asamblare a clatrinului legatd de fosfatidilinositol (PICALM), receptorul de declansare 2 exprimat de celule
mieloide (TREM2), clusterul de diferentiere 33 (CD33) si receptorul de complement 1 (CR1) [4-7]. Recent,
comorbidititile metabolice ale AD cauzate de malnutritie, in particular in tirile occidentale, au fost
recunoscute ca jucdnd un rol tot mai important [8, 9]. Una dintre comorbidititile sAD, care a fost
identificatd pand acum, este diabetul (de tip I sau de tip II), o afectiune patologica larg raspandita in randul
populatiilor din lumea occidentald, estimandu-se cd 176 de milioane de persoane din intreaga lume sunt in
prezent afectate de diabet de tip I (~5-10 % din cazuri), de tip II (~90 % din cazuri) sau de alte forme de
diabet, de exemplu diabetul gestational [9, 10]. Diabetul de tip II, care reprezintd majoritatea cazurilor de
diabet la nivel mondial, este mai frecvent la persoanele in varstd si este asociat cu o alimentatie bogatd in
energie si de slabi calitate In contextul unui stil de viatd sedentar - circumstante care sunt frecvente in
populatiile din statele industrializate occidentale. Alimentatia din aceste tari include adesea alimente ieftine,
puternic procesate, care contin o proportie considerabild de grisimi saturate, colesterol si carbohidrati
simpli si sunt lipsite de minerale esentiale, oligoelemente si vitamine [11-14]; de exemplu, populatiile
occidentale, 1n particular persoanele in varsta, prezintd adesea deficiente cronice in particular de magneziu,
zinc sl vitamina B, in particular tiamind, acid folic, sau promedicamente precum benfotiamina si vitamina
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D, caz in care o deficientd poate atinge toate stadiile, de la stadii asimptomatice - care pot fi determinate
doar prin teste de laborator - pand la stéri clinic manifeste de deficiente, cu sau fard simptome specifice.
Este izbitor faptul cd ~80 % dintre pacientii cu AD dezvoltd intolerantd la glucozd sau un diabet in cursul
dementei [15, 16], ceea ce indicd o interactiune reciprocd [17]. Aceasta este Insotitd de disfunctia
mitocondriald, care poate fi o (co)cauzi a dementei.

in plus, dietele occidentale in combinatie cu lipsa de activitate fizicd duc adesea la obezitate [14]
si, In particular, o acumulare crescutd de grasime viscerald determind o metainflamare [18] (asa-numita
"inflamatie la rece"), care duce la o eliberare a citokinelor proinflamatorii IL 18 si TNF-a din macrofagele
si hepatocitele infiltrate, avand loc implicit o deteriorare a metabolismului sistemic [18, 19]. Atét obezitatea,
cat si diabetul exacerbeazd sau "alimenteazd" patologia AD [9, 11, 20].

Avand 1n vedere faptul ca, intr-o populatie in curs de imbétranire, tot mai multi pacienti suferd de
tulburdri metabolice, inclusiv diabet si obezitate (cauzate in principal de malnutritie, singurd sau in
combinatie cu lipsa de miscare), care reprezintd un factor de risc major pentru dezvoltarea dementei, in
particular a bolii Alzheimer, o deficientd sau un aport redus de biofactori, In particular magneziu, zinc si
vitamina B, in particular tiamina, acid folic sau promedicamente precum benfotiamina si vitamina D, este
deosebit de riscant pentru persoanele 1n varstd. Acest lucru este insotit de procese metabolice modificate la
persoanele in varstd (de exemplu, atrofie musculari etc.).

Biofactori pentru tratamentul si profilaxia dementei sunt descrisi In stadiul tehnicii. De exemplu,
o deficientd de vitamine, In particular o deficientd de vitamina B12, poate deja provoca o dementd
(secundard) (WHO ICD10 (2019), F02.8).

Dupd cum s-a explicat mai sus, solicitantul se concentreazd in particular asupra urmaétorilor
compusi sau substante, si anume orotat de magneziu sau de zinc, vitamina D, In particular vitamina D3
(colecalcalciferol) si vitamina B, in particular tiamind, acid folic, vitamina B6 si B12 (cobalamind) si
benfotiamina.

In particular orotatii se dovedesc a fi vehicule promitatoare de Zn si Mg, deoarece pot traversa cu
usurinta bariera hematoencefalicd. Orotatii sunt de asemenea avantajosi deoarece, de exemplu, atét orotatul
de magneziu, cét si orotatul de zinc pot fi usor transportati/permeati prin membrana celulard si sunt de
asemenea preluati preferential de mitocondrii si nucleul celular [21]. O stimulare rezultatd a aproviziondrii
cu energie, de exemplu productia de ATP in mitocondrii, este avantajoasd, deoarece dementa, in particular
AD, poate fi (co-)cauzatd de disfunctia mitocondriald (supra).

In stadiul tehnicii mai sunt descrise preparate combinate din biofactorii de mai sus pentru
tratamentul si profilaxia unei demente.

Astfel, US20150132273A1 descrie treonatul de magneziu in combinatie cu biofactori pentru
tratamentul tulburarilor cognitive. Cu toate acestea, treonatul se dovedeste a fi un vehicul ineficient pentru
magneziu sau zine, deoarece treonatul in sine este degradat rapid In mai multe cii metabolice.

Utilizarea sarurilor de magneziu, dar nu a orotatului de magneziu, in combinatie cu biofactori
pentru tratamentul dementei este descrisd in WO 2017/179644 Al.

WO 2017/059895 Al dezviluie in Exemplul 1 un preparat din L-5- metiltetrahidrofolat (100-800
pg echivalent acid folic) vitamina B3 (4-40 mg), vitamina B2 (0,4-5 mg), metilcobalamini (0,5-10 ug),
vitamina B6 (0,4-5 mg), trimetilglicind (100-2000 mg), bisglicinat de zinc 5-50 mg) si N-acetilcisteina
(100-2000 mg) pentru tratamentul dementei.

Mischoulon si colab. [22] dezviluie folatul pentru tratamentul dementei, inclusiv al dementei
senile dupd Alzheimer si pentru profilaxia acesteia. Este descrisd o administrare de 15 mg pe zi la pacienti.

DE 20 2017 006840 U1 dezviluie suplimente alimentare continand intre 0,1 si 3 g de orotat de
zinc dihidrat si intre 1 si 15 mg de acid folic, si anume sub forméd de tabletd efervescentd, bauturd sau
pulbere pentru tratamentul bolii Alzheimer, al dementei sau al sindromului de oboseald, dar nu este
dezviluit orotatul de magneziu.

WO02010145644A2 dezviluie compozitii contindnd acid orotic cu o substantd suport, de exemplu
acid folic, pentru tratamentul dementei, Insd orotatul de magneziu nu este dezvaluit.

US6420342B1 descrie compozitii alimentare contindnd acid folic si orotat, de exemplu orotat de
sodiu, pentru tratamentul bolilor cardiologice sau cardiovasculare, precum si al bolii Alzheimer sau al
oboselii cronice (fatigue), insd orotatul de magneziu nu este dezviluit.

BUCK G, "NU NUMAI MAGNEZIUL, CI SI ACIDUL OROTIC AJUTA LA PROBLEMELE
CARDIOLOGICE", ZFA. REVISTA PENTRU MEDICINA GENERALA, EDITURA HIPPOKRATE,
STUTTGART, vol. 68, nr. 12, pagina 396, aratd cd nu numai magneziul, ci si acidul orotic ajutd la
problemele cardiologice, cum ar fi insuficienta cardiacd cronicd, si mentioneazd rezultate clinice pozitive
cu orotat de magneziu In ceea ce priveste aceste boli, dar nu si dementa.

Ma Fei si colab. "Folic acid supplementation improves cognitive function by reducing the levels
of peripheral inflammatory cytokines in elderly Chinese subjects with MCI", vol. 6, nr. 1, 37486,
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SCIENTIFIC REPORTS, Nature (2016), dezviluie ca suplimentarea cu acid folic imbunatéteste functia
cognitiva, nsd orotatul de magneziu nu este dezviluit.

Cihék Alois si colab. "Chapter 8 - Physiological Effects", Orotic Acid, prima editie, MTP Press
Limited, pagina 36, paragraful 3 (ISBN 978-94-009-8045-7), dezviluie acid orotic pentru tratamentul
hepatitei experimentale in vivo, Insi orotatul de magneziu si acidul folic nu sunt dezviluite.

Pornind de la acest stadiu al tehnicii, sarcina prezentei inventii este, prin urmare, furnizarea de
combinatii deosebit de adecvate si eficiente de biofactori pentru tratamentul si profilaxia unei demente, in
particular pentru terapia sau profilaxia pe termen lung.

fn acest scop, solicitantul a efectuat studii extinse pe modele preclinice de AD, care arata caracterul
adecvat al combinatiilor de biofactori pentru profilaxia si tratamentul dementei, in particular al AD.

Celulele neuroblastom imortalizate, si anume celulele umane SY-SY5Y-APP69S5, supraexprima
gena APP umand neuronald, astfel cd are loc o formare intensificatd de 3-amiloid.

Nematodul C. Elegans (CL2006) exprimd B-amiloid uman (1-42) sub controlul unui promotor
specific muschilor, astfel cd are loc o paralizie progresivd a viermelui. Durata de viatd este redusd, iar
viermele prezintd depozite caracteristice de -amiloid.

Sobolanii cu Alzheimer TgF344-AD au fost testati dupa 6-7 si 15-16 luni pentru activitatea de
fosforilare oxidativa a mitocondriilor comparativ cu tipurile sélbatice.

Rezultatele sunt explicate si prezentate in Exemple si figuri.

In mod surprinzitor, pentru o compozitie de orotat de magneziu si acid folic in celulele
neuroblastom imortalizate, si anume celulele umane SY-SYS5Y-APP69S5, s-a putut obtine o inhibare
supraaditivd a formdrii de B-amiloid (Figura 1A).

Acest rezultat se observd, de asemenea, 1n particular in caracterul adecvat al acestei combinatii,
pentru a normaliza productia de ATP In mitocondrii si pentru a contracara o disfunctie mitocondriala
cauzald.

Prin urmare, inventia se referd la o compozitie, in particular un medicament sau un supliment
alimentar sau o dietd echilibratéd, cuprinzand sau constdnd din orotat de magneziu si acid folic pentru
utilizarea in profilaxia si tratamentul dementei (denumita in continuare: compozitie conform inventiei).

Studiile mentionate anterior aratd cd, pe langd orotat de magneziu si acid folic, un "cocktail" de
orotat de magneziu sau de zinc, vitamina D, in particular vitamina D3 (colecalcalciferol) si vitamina B, in
particular tiamind, acid folic, vitaminele B6 si B12 (cobalaming) si benfotiamin sustin efectul cel putin in
mod aditiv.

Prin urmare, sunt cuprinse conform inventiei si alte combinatii, caz in care cel putin doud sau trei
sau patru sau cinci sau sase substante sau toate substantele sunt selectate din grupul format din orotat de
magneziu, orotat de zinc, vitamina D3, vitamina B6, acid folic, vitamina B12 si benfotiamina.

Orotatul de magneziu este o sare de acid orotic (sau 6-carboxiuracil) cu formula

O o)

HN MK

Orotat de magneziu
si disponibil comercial, de exemplu Worwag Pharma GmbH (Béblingen, Germania).
Orotatul de zinc este o sare de acid orotic (sau 6-carboxiuracil) cu formula
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QOrotat de zine

si disponibil comercial, de exemplu Worwag Pharma GmbH (Béblingen, Germania).
Acidul folic (sau acidul pteroil-mono-glutamic) este vitamina B9
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sau tautomerii (25)-2-[(4-[(2-amino-4-oxo-1H-pteridin-6-il)metilamino]benzoil) amino] acid pentandioic
(Lactam) sau (2S)-N-(4-[([2-amino-4-hidroxi-pteridin-6-il|metil) amino]benzoil) acid glutamic (Lactim) si
pot fi prezenti ca folati, caz in care sunt prezenti 2-7 radicali glutamil. In plus, folatii pot fi hidrogenati la
pteriding, cum ar fi 5, 6, 7, 8-tetrahidrofolatul sau substituiti (de exemplu, cu metil, cum ar fi 5-
metiltetrahidrofolatul si altele). In conformitate cu inventia, astfel de folati (sau echivalenti de acid folic)
sunt cuprinsi de termenul acid folic. De asemenea, conform inventiei, sunt cuprinsi tautomerii si sarurile
acidului folic. Acidul folic preparat sintetic este preferat conform inventiei.

Benfotiamina este un promedicament lipofil al tiaminei (vitamina B1) si, prin urmare, reprezinta
o provitamina si, de exemplu, este comercializatd de solicitant sub denumirea de milgamma protekt® pentru
tratamentul neuropatiilor si al tulburdrilor cardiovasculare, care sunt cauzate de deficitul de vitamina B1.

Intr-o altd forma preferata de realizare a compozitiei conform inventiei, raportul molar dintre
orotatul de magneziu si acidul folic este de preferintd 2-25:1, in particular 20:1.

Vitaminele B si D se referd la vitaminele disponibile in comert D2 si D3 si B1 panid la B12.

Substantele mentionate pot {1 utilizate in formele lor fiziologic active, cuprind séruri, cofactori si
hidrati sau stereoizomerti, tautomeri (de exemplu R, S, Z, E) etc.

fn cadrul acestei inventii, prin dementa (boald(boli)) se intelege, in mod neexhaustiv, cea cum ar
fi dementa Alzheimer sau boala Alzheimer, dementa in boala Alzheimer cu debut precoce (tip 2), dementa
in boala Alzheimer cu debut tardiv (tip 1), dementa in boala Alzheimer cu forma atipicd sau mixta, dementa
vasculard, dementa in boala cu corpi Lewy, toate aceste forme fiind conform inventiei cuprinse. Aceste
forme de dementd sunt descrise In "Clasificarea statisticd internationald a bolilor si a problemelor de
sdndtate conexe", a 10-a revizuire (2019) a Organizatiei Mondiale a Sanitatii (OMS) in capitolul V
"Tulburari mentale si comportamentale” la FO0-03 (supra).

Toate indicatiile mentionate sunt descrise, de exemplu, in Pschyrembel, editia a 267-a 2017, De
Gruyter (Berlin).

Compozitia de activare contindnd combinatia de orotat de magneziu si acid folic conform inventiei
poate fi acum utilizatd in mod avantajos pentru tratamentul si profilaxia unui pacient sau individ, animal,
mamifer sau de preferintd om bolnav, si anume pentru tratamentul si profilaxia (bolilor) dementei.

Compozitiile pot fi administrate In orice cantitate si doza.

Formularea galenica a compozitiei conform inventiei poate fi selectatd din grupul constand din: picaturi,
suc, sirop, tablete, drajeuri, capsule, formulari cu eliberare prelungita, perfuzii, unguente, emulsii, pulberi
sau prafuri. Desigur, formularea poate contine excipienti farmaceutici conventionali.

Intr-o altd forma de realizare, inventia se referd la un medicament contindnd o compozitie conform inventiei
pentru utilizare sau aplicare pentru tratamentul si profilaxia dementei (bolilor).

O altd formd preferatd de realizare se referd la un supliment alimentar contindnd compozitia conform
inventiei, in particular sub forma unei compozitii dietetice sau unei diete echilibrate pentru tratamentul si



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 4225318 T2 2025.02.28
7

profilaxia (bolilor) dementei. Produsele nutritionale sau alimentele adecvate conform inventiei, inclusiv
apa, sunt de tipul celor care nu sunt definite concludent In Regulamentul (CE) nr. 178/2002 din 28 ianuarie
2002, cum ar fi produsele de panificatie si bauturile si preparatele alimentare pentru sugari. Suplimentul
alimentar conform inventiei poate fi amestecat cu un suport compatibil fiziologic adecvat.

Preparatele farmaceutice conform inventiei pot fi obtinute sub forméa de unititi de dozare. Aceasta
inseamnd cd preparatele sunt sub forma de parti individuale, de preferinta capsule si fiole, al ciror continut
de ingredient activ corespunde unei fractiuni sau unui multiplu al unei doze unice. Unitétile de dozare pot
contine, de exemplu, 1, 2, 3 sau 4 doze unice sau 1/2, 1/3 sau 1/4 dintr-o dozd unicd. O doza unici contine,
de preferintd, cantitatea de compozitie conform inventiei care este administratd Intr-o singurd aplicare si
care corespunde, de obicei, unei doze Intregi, unei jumititi, unei treimi sau unui sfert dintr-o doza zilnica.
Se preferd o doza de trei ori pe zi, de preferintd sub forma de tablete sau picéturi, in particular dimineata,
la pranz si seara, eventual odatd cu mesele.

Substantele suport netoxice, inerte, acceptate din punct de vedere farmaceutic sunt diluanti solizi,
semisolizi sau lichizi, materiale de umpluturd si excipienti de formulare de orice fel, cum ar fi: a) umpluturi
si diluanti, de exemplu a) amidon, lactozd, zahar din trestie, glucozd, manitol, dextrine, maltodextrind si
silice, dioxid de siliciu foarte dispersat, b) agenti de legare, de exemplu carboximetilceluloza, pulbere de
celulozd, celuloza microcristaling, alginati, gelatind, polivinilpirolidond, ¢) umectanti, de exemplu glicerol,
d) dezintegranti, de exemplu agar-agar, carbonat de calciu si carbonat de sodiu, €) intarziatori de dizolvare,
de exemplu parafini si f) acceleratori de resorbtie, de exemplu compusi cuaternari de amoniu, g) agenti de
umezire, de exemplu alcool cetilic, glicerol alcool cetilic, monostearat de glicerol, h) adsorbanti, de
exemplu caolin si bentonitd si 1) lubrifianti, de exemplu talc, stearat de calciu si de magneziu si
polietilenglicoli solizi sau amestecuri ale materiilor enumerate la literele a) 1a ).

Tabletele, drajeurile, capsulele, pastilele si granulele pot fi previzute cu acoperiri si invelisuri
uzuale, contindnd optional agenti opacifianti, cum ar fi, iIn mod neexhaustiv, de exemplu hipromeloza,
celulozd microcristalind, acid stearic, dioxid de titan, si pot fi compuse, de asemenea, astfel incét sa
elibereze ingredientul (ingredientele) activ(e) numai sau de preferintd intr-o anumitd parte a tractului
intestinal, dacd este necesar cu intarziere, caz in care, ca mase de Incorporare, pot fi utilizate, de exemplu,
substante polimerice si ceard.

Prin urmare, inventia se referd, de asemenea, la un preparat farmaceutic continand o compozitie
conform inventiei Impreund cu excipienti si aditivi.

Exemple si figuri:

Urmatoarele Exemple si figuri servesc exclusiv la explicarea inventiei, fard a limita inventia la
aceste Exemple.

Exemplul 1:
Model celular:
Cultivare celulari:

Celulele SH-SYS5Y neuroblastom umane utilizate au fost transfectate stabil cu ADN din APP695
(APP) de tip sélbatic uman (Grewal R, Reutzel M, Dilberger B si colab. (2020) Purified oleocanthal and
ligstroside protect against mitochondrial dysfunction in models of early Alzheimer's disease and brain
ageing. Exp Neurol 328: 113248, Stockburger C, Gold VAM, Pallas T si colab. (2014) A cell model for the
initial phase of sporadic Alzheimer's disease. J Alzheimers Dis 42: 395-411).

Celulele SH-SYS5Y-APP au fost cultivate la 37 °C sub o atmosferd de 5% CO2 in mediu de culturd
(DMEM), suplimentat cu 10% (v/v) ser fetal inactivat termic de vitel, 60 pg/ml streptomicing, 60 unitati/ml
peniciling, 0,3 mg/ml higromicind, aminoacizi MEM neesentiali si 1 mM piruvat de sodiu 1%. Celulele au
fost transferate la fiecare 3 zile si utilizate atunci cdnd au atins confluenta de 70 - 80%.

Celulele au fost incubate cu 200uM orotat de magneziu, 10puM acid folic si combinatia lor timp de
24 de ore. O incubare cu DMEM a servit drept martor.

Maisurare A 1-40:

Dupa 24 h de incubare, mediul a fost colectat in sticlele cu mediu de culturd celulard, iar celulele
au fost clatite cu PBS rece. Suspensia a fost apoi centrifugatd timp de 5 minute la 220 g. Dupa care,
supernatantul a fost apoi eliminat, iar granulele celulare au fost resuspendate in 1,5 ml PBS si inhibitor de
proteazd. Solutia a fost apoi centrifugatd timp de 5 minute la 112 g, iar supernatantul a fost indepartat.
Granulele celulare au fost colectate si s-au addugat 600 ul. de tampon de extractie celulard (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, SUA) si incubate timp de 30 de minute. Suspensia a fost apoi centrifugatd timp
de 10 minute la 13, 000 g. Supernatantul a fost transferat intr-un tub nou si depozitat la -80 °C. Supernatantii
au fost dezghetati pe gheatd si pipetati intr-o placd de 384 godeuri (Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Austria). S-a utilizat un kit 1-40 HTRF Amyloid Beta (Cisbio, Codolet, Franta) pentru a detecta concentratia
de beta amiloid. Probele au fost utilizate in conformitate cu instructiunile producitorului. Densitatea optica
a fost dupd aceea méasuratd la 665 si 622 nm. Valorile beta amiloid au fost apoi normalizate la continutul
de proteine.

Cuantificarea proteinelor:

Continutul de proteine a fost determinat cu ajutorul kitului PierceTM Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA). Instructiunile au fost urmate conform producatorului. Albuminul
seric bovin a fost utilizat ca standard. Protocolul se bazeazd pe o publicatie a lui Smith si colab. (Smith PK,
Krohn RI, Hermanson GT si colab. (1985) Measurement of protein using bicinchoninic acid. Analytical
Biochemistry 150 : 76-85).

Nematod (Caenorhabditis elegans)
C. elegans si tulpini bacteriene

Tulpina de tip sédlbatic C. elegans N2 a fost obtinutd de la Caenorhabditis elegans Genetics Center
(Universitatea din Minnesota, MN, SUA). Nematozii au fost mentinuti pe placi de agar cu mediu de crestere
a nematozilor (NGM), care au fost cultivate cu E. coli OP50 la 20 °C in conformitate cu protocoalele
standard (Brenner S (1974) The genetics of Caenorhabditis elegans. Genetics 77: 71-94). Pentru toate
experimentele, populatiile sincrone au fost generate utilizdnd un protocol standard de albire (Theresa
Stiernagle (2006) Maintenance of C. elegans. WormBook: 1-11).

Cultivare si tratament:

Larvele sincrone au fost spélate de doud ori in tampon M9, numarate si ajustate la 10 larve per 10
pL. Nematozii au fost pipetati in placi de 96 godeuri (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germania).
Concentratia de OP50 a fost ajustatd la 1 la densitatea opticdi OD600 cu nematozi lichizi. OP50-NGM a
fost adaugat ca sursd de hrand standardizatd folosind de 4,4 ori volumul de larve cu solutie M9. Larvele L1
au fost péstrate la 20 °C cu agitare constantd si au ajuns la varsta de adult In 3 zile. Efectorii au fost addugati
dupa atingerea varstei de adult tandr, cu 48 h inainte de experiment. Ca efectori, s-au aplicat 100uM orotat
de magneziu si 50uM acid folic dizolvate in M9. Tamponul M9 a fost aplicat ca martor.

Rezistentd la stres termic:

Aproximativ 10 nematozi per godeu au fost cultivati intr-o microplacd de 96 godeuri, asa cum s-a
mentionat mai sus. Dupd 48 de ore de incubare, efectorii au fost aplicati conform descrierii anterioare.
Timpul pana la moartea nematozilor a fost determinat utilizand un test de tolerantd termica pe microplacé,
astfel cum este descris de Fitzenberger si colab. (Fitzenberger E, Deusing DJ, Marx C si colab. (2014) The
polyphenol quercetin protects the mev-1 mutant of Caenorhabditis elegans from glucose-induced reduction
of survival under heat-stress depending on SIR-2.1, DAF-12, and proteasomal activity. Molecular nutrition
& food research 58: 984-994).

Nematozii au fost spalati din adancituri cu tampon M9 in tuburi de 15 ml, urmat de trei etape
suplimentare de spalare. in fiecare adénciturd a unei placi de microtitrare negre de 384 godeuri (Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Germania), s-au adaugat 6,5 ul. tampon M9/Tween® 20 solutie (1% v/v).
Ulterior, 1 pL. tampon M9 continind un nematod a fost pipetat In fiecare godeu sub un stereomicroscop
(Breukhoven Microscope Systems, Capelle aan den Ijssel, Tarile de Jos) si amestecat cu 7,5 uL. SYTOXTM
green (concentratie finald 1 M; Life Technologies, Karlsruhe, Germania). Pentru a preveni evaporarea apei,
plécile au fost acoperite cu o folie de sigilare Rotilab (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germania). A fost
indus un soc termic (37 °C) si fluorescenta a fost masuratd cu un cititor de placi ClarioStar (BMG,
Ortenberg, Germania) la fiecare 30 de minute pe o perioadd de 17 h. Pentru a detecta fluorescenta verde a
SYTOXTM, lungimea de unda de excitatie a fost setatd la 485 nm, iar emisia a fost detectatd la 538 nm.
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Exemplul 2:

Fosforilarea oxidativd (OxPhosC) a mitocondriilor izolate din hipocampul sobolanilor transgenici
F344-AD dupa tratament

Dupa decapitarea sobolanilor F344-AD, hipocampul este izolat si omogenizat la 4 °C. Dupia
etapele de centrifugare, mitocondriile izolate sunt plasate in camera unui respirometru. Prin addugarea
succesiva de substraturi si inhibitori ai lantului respirator, influenta asupra consumului de oxigen in camerd
poate fi méasuratd la un electrod de platina si activitatea complecsilor individuali poate fi examinatd in mod
izolat (preparat de Tina M. Schwarzkopf, Konrad A. Koch, Jochen Klein, Neurodegeneration after transient
brain ischemia in aged mice: Beneficial effects of bilobalide, Brain Research, vol. 1529, 5 septembrie 2013,
pagini 178-187 cu alte referinte).

Legenda Tratament Dozare

A, E (martor) Fara aditivi 0

B Orotat de magneziu 500 mg/kg

C Benfotiamind 300 mg/kg
Orotat de magneziu 500 mg/kg
Benfotiamina 300 mg/kg

D, F (cocktail) Vitamina B12 mg/kg
Acid folic 10 mg/kg
Vitamina D3 3000 IL.U./kg

Rezultatele sunt prezentate in Figura 3.

Figura 1 prezintd cantitatea de peptidd beta-amiloid (A1-40) in pg/mg proteind in SH-SYS5Y-
APP695 dupd 24 h de incubare cu substantele active A.) acid folic (Fol; 10 uM) si orotat de magneziu (200
uM) si combinatia lor si B.) acid folic (Fol; 10 uM) si orotat de zinc (200 uM) si combinatia lor. Sunt
prezentate valorile medii respective din 6 teste independente (n=6) si erorile standard corespunzitoare (+
SEM). Semnificatiile (***p < 0,001 sau ****p < (0,0001) au fost determinate utilizand ANOVA one-way.
Linia punctatd indici valoarea medie a martorului (217,4 pg/mg AB).

Din Figura 1A rezultd un efect sinergic pentru acid folic si orotat de magneziu, deoarece:

A Combinatie > A Orotat de magneziu + A Fol.

Figura 2 prezintd durata de viatd a C. elegans 1In testul de stres termic dupd tratamentul cu orotat
de magneziu si acid folic ("Fol") si combinatia acestora sub forma de curbe Kaplan-Meier. Viermii netratati
au servit drept martori (M9 [control]). Sunt prezentate valorile medii respective si erorile standard
corespunzitoare (= SEM). Semnificatia (**p <0,01) a fost calculata utilizand testul log-rank (Mantel-Cox).

Figura 3 prezintd capacitatea (Ul = umol/min) de fosforilare oxidativa (OxPhosC) a mitocondriilor
izolate din hipocampul sobolanilor transgenici F344-AD. Cele patru tratamente (B, C, D, F) si cele doud
grupe de varstd (6-7 luni, 15-16 luni) sunt reprezentate pe abscisd. Nu existd diferente semnificative in
OxPhosC intre animalele In varstd de 6-7 luni ca urmare a tratamentelor, desi tratamentul cu cocktail (grupa
D) determind o crestere a OxPhosC. Din cauza varstei, OxPhosC scade semnificativ din punct de vedere
statistic (a se compara grupa A cu grupa E). Acest efect al varstei poate fi influentat semnificativ din punct
de vedere statistic sau anulat de tratamentul cu cocktail (a se compara grupa E cu grupa ).
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(§7) Revendicari:

1. Comporzitie cuprinzand orotat de magneziu si acid folic sau folati sau tautomeri si sdruri ale
acestora pentru utilizare in profilaxia si tratamentul dementei.

2. Compozitie pentru utilizare in profilaxia si tratamentul unei demente conform revendicérii 1
selectate dintre dementa Alzheimer sau boala Alzheimer, dementa in boala Alzheimer cu debut precoce (tip
2), dementa In boala Alzheimer cu debut tardiv (tip 1), dementa In boala Alzheimer cu formi atipicd sau
mixtd, dementa vasculard, dementa In boala cu corpi Lewy.

3. Compozitie pentru utilizare In profilaxia si tratamentul unei demente conform uneia dintre
revendicdrile 1 sau 2, In care raportul molar dintre orotatul de magneziu si acidul folic este de 2-25:1, in
particular 20:1.

4. Compozitie pentru utilizare In profilaxia si tratamentul unei demente conform uneia dintre
revendicdrile 1 la 3, in care compozitia contine in plus cel putin una sau mai multe substante selectate din
grupul format din orotat de zinc, benfotiamind, vitamina D si vitamina B.

5. Comporzitie pentru utilizare In profilaxia si tratamentul unei demente conform uneia dintre
revendicdrile 1 la 4, in care compozitia contine in plus cel putin una sau mai multe substante selectate din
grupul format din orotat de zinc, vitamina D3, tiamin4, vitamina B6, vitamina B12 si benfotiamina.

6. Compozitie pentru utilizare In profilaxia si tratamentul unei demente conform uneia dintre
revendicdrile precedente, In care compozitia este un medicament sau un supliment alimentar sau o dietd
echilibrata.

7. Preparate farmaceutice contindnd o compozitie pentru utilizare in profilaxia si tratamentul unei
demente conform uneia dintre revendicérile 1 la 6, optional impreund cu substante suport adecvate, In
particular sub forma de picdturi, suc, sirop, tablete, drajeuri, capsule, formuléri cu eliberare prelungita,
infuzii, unguente, emulsii, pulberi, prafuri.

8. Preparate farmaceutice contindnd o compozitie pentru utilizare in profilaxia si tratamentul unei
demente conform uneia dintre revendicarile 1 la 7, Impreund cu excipienti si aditivi.

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