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

DOMENIUL TEHNIC
Aceasta inventie este in domeniul compozitiilor care cuprind tulpini bacteriene izolate din
tractul digestiv al mamiferelor si utilizarea unor astfel de compozitii in tratamentul bolilor.

BAZELE INVENTIEI

Se considerd ci intestinul uman este steril in utero, dar este expus la o mare varietate de
microbi materni si de mediu imediat dupa nastere. Apoi, apare o perioadd dinamica de colonizare
si succesiune microbiand, care este influentatd de factori precum modul de livrare, mediul, dieta si
genotipul gazdei, toate acestea avand un impact asupra compozifiei microbiotei intestinale, in
special in timpul de la inceput al vietii. Ulterior, microbiota se stabilizeaza si devine asemdndtoare
unui adult [1]. Microbiota intestinald umand contine mai mult de 1500 de filotipuri diferite,
dominate in niveluri de abundentd de doud mari diviziuni bacteriene (file), Bacteroidetele si
Firmicutele [2-3]. Relatiile simbiotice de succes care rezultd din colonizarea bacteriand a
intestinului uman au dat o mare varietate de functii metabolice, structurale, de protectie si alte
functii benefice. Activitdtile metabolice imbundtétite ale intestinului colonizat asigurd faptul ca,
componentele dietei altfel nedigerabile sunt degradate prin eliberarea de produse secundare care
oferd o sursd importantd de nutrienti pentru gazdi si beneficii suplimentare pentru sinitate.
Similar, importanta imunologicAi a microbiotei intestinale este bine recunoscutd si este
exemplificatd la animalele lipsite de germeni care au un sistem imunitar afectat, care este
reconstituit funcfional dupd introducerea bacteriilor comensale [4-6].

Modificdri dramatice ale compozitiei microbiotei au fost documentate in tulburdrile
gastro-intestinale, cum ar fi boala inflamatorie a intestinului (IBD). De exemplu, nivelurile de
Clostridium cluster XIVa de bacterii si Clostridium cluster XI (F. prausnitzii) sunt reduse la
pacientii cu IBD, in timp ce numele de E. coli sunt crescute, sugerand o deplasare a echilibrului
dintre simbionti si patobionti in interiorul intestinului [7-11].

Recunoscand potentialul efect pozitiv pe care anumite tulpini bacteriene il pot avea
asupra intestinului animalului, au fost propuse diferite tulpini pentru a fi utilizate in tratamentul
diferitelor boli (vezi, de exemplu, [12-15]). Se stie ca bacteriile intestinale umane produc acizi
grasi cu lant scurt (SCFA-uri) care au fost propusi pentru tratarea tulburdrilor autoimune si/sau
inflamatorii [16]. O serie de tulpini, incluzand preponderent tulpinile de Lactobacillus si
Bifidobacterium, au fost propuse pentru a fi utilizate in tratarea diferitelor tulburdri intestinale
(vezi [17] pentru o trecere in revistd). Tulpinile bacteriene, in special bacteriile butirogene, au fost
propuse pentru a trata si/sau preveni infectia cu Clostridium difficile [18].

S-a demonstrat ci, Clostridium butyricum atenueazi ischemia/reperfuzia cerebrala la
modelele de soareci ([19] si [20]). Administrarea de C. butyricum a condus la modularea
microbiotei intestinale, care s-a corelat cu modificirile nivelurilor diferitelor neurotrofine si
transmititoare de monoamind care sunt implicate in functia creierului. Datoritd complexititii
moleculelor implicate, autorii au ajuns la concluzia cd mecanismul prin care C. butyricum a produs
aceste efecte neuroprotectoare a fost imposibil de identificat. Tratamentul cu C. butyricum a
condus la o reducere a apoptozei prin intermediu sciderii nivelurilor de capazi-3 ca rispuns la
activarea PI3K/Akt. S-a raportat pe scard largd faptul cd, calea PI3K/Akt participd la protectia
impotriva tulburarilor psihiatrice.

Tulpini ale genului Blautia au fost, de asemenea, propuse pentru utilizarea in modularea
echilibrului microbian al ecosistemului digestiv [21] si anumite specii au fost propuse pentru
utilizarea in tratarea bolilor sistemice distanfate de intestin [22]. Cu toate acestea, relatia dintre
diferite tulpini bacteriene si diferite boli, precum si efectele precise ale anumitor tulpini bacteriene
asupra intestinului si la nivel sistemic si asupra oricdror tipuri particulare de boli, sunt slab
caracterizate.

Existd o cerintd pentru ca efectele potentiale ale bacteriilor intestinale s3 fie caracterizate
astfel incat sa poata fi dezvoltate noi terapii care utilizeaza bacterii intestinale.

WO02016/203218 dezvaluie compozitii cuprinzand tulpini bacteriene pentru tratarea si
prevenirea bolilor inflamatorii si autoimune. US2016/143961 dezvaluie compozitii probiotice si
prebiotice si utilizarea acestora in tratamentul si prevenirea bolii grefei versus gazda.
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WO2015/033305 dezviluie utilizarea unei compozitii cuprinzand microorganisme pentru a creste
productia intestinald de acid butiric, acid folic sau niacini si/sau pentru a reduce productia
intestinald de acid succinic. WO2017/148596 dezviluie compozitii care cuprind tulpini bacteriene
comunitdtilor microbiene intestinale ale pacientilor cu infarct si ischemie cerebrald pe baza
tehnologiei de secventiere cu randament ridicat si a metabolismului glucozei si lipidelor. Paven si
colab. discutd despre microbiomul intestinal si scleroza multipld, Liu §i colab discutd despre
reclasificarea Clostridium coccoides, Ruminococcus hansenii, Ruminococcus hydrogenotrophicus,
Ruminococcus luti, Ruminococcus productus and Ruminococcus schinkii as Blautia coccoides gen.
nov., comb. nov., Blautia hansenii comb. nov., Blautia hydrogenotrophica comb. nov., Blautia luti
comb. nov., Blautia producta comb. nov., Blautia schinkii comb. nov. si descrierea Blautia
wexlerae sp. nov., izolat din fecalele umane.

REZUMATUL INVENTIEI

Inventatorii au dezvoltat noi terapii pentru tratarea leziunilor cerebrale. In special,
inventatorii au identificat faptul ci tulpinile bacteriene din genul Blautia pot fi eficiente pentru
tratarea leziunilor cerebrale. Asa cum este descris in exemple, administrarea orald a compozitiilor
care cuprind Blautia hydrogenotrophica poate trata leziunile cerebrale, ajutand recuperarea si
imbunatitind functia neurologicd, abilititile motorii si recunoasterea sociald intr-un model de
leziuni cerebrale de ocluzie de soarece, la pacien{i. Prin urmare, intr-o primd modalitate de
realizare, inventia redd o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriand din genul Blautia, pentru
utilizarea intr-o metodd de tratare a leziunii cerebrale.

In modalitafi de realizare preferate, invenfia redd o compozitie care cuprinde o tulpind
bacteriand din genul Blautia, pentru utilizarea intr-o metodd de tratare sau prevenire a leziunii
cerebrale. In modalititi de realizare preferate, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea
la tratarea accidentului vascular cerebral. In modalititi de realizare deosebit de preferate,
accidentul vascular cerebral este ischemia cerebrali. in unele modalititi de realizare ischemia
cerebrali este un accident vascular cerebral ischemic. in unele modalititi de realizare, accidentul
vascular cerebral este un accident vascular cerebral hemoragic.

In modalititi de realizare preferate ale inventiei, tulpina bacteriani din compozitie este de
Blautia hydrogenotrophica. De asemenea, pot fi utilizate tulpini strans inrudite, cum ar fi tulpini
bacteriene care au o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
sau 99,9% identicd cu secventa de ARNr 16s a tulpinii bacteriene de Blautia hydrogenotrophica.
De preferintd, tulpina bacteriand are o secventd de ARNr de 16s care este cel putin 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99.5% sau 99,9% identicd cu SECV ID NR: 5. Cel mai preferabil, tulpina
bacteriand din compozitie este tulpina de Blautia hydrogenotrophica depusa sub numadrul de acces
DSM 14294.

In alte modalititi de realizare ale inventiei, tulpina bacteriani din compozitie este de
Blautia stercoris. De asemenea, pot fi utilizate tulpini strans inrudite, cum ar fi tulpini bacteriene
care au o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identicd cu secventa de ARNr 16s a tulpinii bacteriene de Blautia stercoris. De preferintd, tulpina
bacteriand are o secventid de ARNr de 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
sau 99,9% identicd cu SECV ID NR: 1 sau 3. De preferintd, identitatea secventei este cu SECV ID
NR: 3. De preferintd, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie are secventa de ARNr 16s
reprezentatd de SECV ID NR: 3.

In alte modalititi de realizare ale inventiei, tulpina bacteriani din compozitie este de
Blautia wexlerae. De asemenea, pot fi utilizate tulpini strans inrudite, cum ar fi tulpini bacteriene
care au o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identicd cu secventa de ARNr 16s a tulpinii bacteriene de Blautia wexlerae. De preferintd, tulpina
bacteriand are o secventid de ARNr de 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
sau 99,9% identicd cu SECV ID NR. 2 sau 4. De preferintd, identitatea secventei este cu SECV ID
NR: 4. De preferintd, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie are secventa de ARNr 16s
reprezentatd de SECV ID NR: 4.

In anumite modalititi de realizare, compozitia conform inventiei este pentru
administrarea orald. Administrarea orald a tulpinilor din inventie poate fi eficientd pentru tratarea
leziunii cerebrale. De asemenea, administrarea orala este convenabild pentru pacienti si practicieni
si permite eliberarea in si/sau colonizarea parfiald sau totald a intestinului.
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In anumite modalititi de realizare, compozifia conform inventiei cuprinde unul sau mai
multi excipienti sau purtdtori acceptabili farmaceutic.

in anumite modalitifi de realizare, compozitia conform inventiei cuprinde o tulpini
bacteriand care a fost liofilizatd. Liofilizarea este o tehnicid eficientd si convenabild pentru
prepararea compozitiilor stabile care permit eliberarea bacteriilor.

In anumite modalititi de realizare, inventia redd un produs alimentar care cuprinde
compozitia asa cum a fost descrisd mai sus.

In anumite cazuri, dezvaluirea redd o compozitie de vaccin care cuprinde compozifia asa
cum a fost descrisi mai sus.

in plus, cazurile redau o metodi de tratare a leziunii cerebrale, cuprinzand administrarea
unei compozitii care cuprinde o tulpind bacteriand din genul Blautia.
SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Analiza functiei neurologice si a abilitdtilor motorii intr-un model de I/R de ischemie-
reperfuzie cerebrald la soarece folosind testul Screen inversat, la soareci cu sau fard tratament cu
Blautia hydrogenotrophica.

Figura 2: Analiza functiei neurologice si recunoasterea sociald intr-un model de soarece I/R cu
ischemie-reperfuzie cerebrald folosind testul de recunoastere sociald, la soareci cu sau fara
tratament cu Blautia hydrogenotrophica.

Figura 3: Efectul Blautia hydrogenotrophica (10'° /zi timp de 14 zile) pentru productia de acizi
grasi cu lant scurt (RMN 'H) in continutul cecal al sobolanilor HIM sintosi.

Figura 4: evaluarea qPCR a populatiei de B. hydrogenotrophica in probe de fecale de sobolani
IBS-HMA tratati sau nu cu o compozitie cuprinzand B. hydrogenotrophica (BlautiX) timp de 28
de zile.

Figura 5: Concentratiile de acizi grasi cu lant scurt (SCFA) in probe cecale de sobolani IBS-HMA
tratati sau nu cu B. hydrogenotrophica (Blautix) timp de 28 de zile. Figura SA prezintd
concentrafia totald de SCFA. Figura 5B prezinti concentratia de acid acetic, acid propionic si acid
butiric.

Figura 6: Evaluarea histologici a probelor de tesut de la soareci tratati cu compozitie bacteriani
cuprinzand B. hydrogenotrophica (Blautix). Figura 6A prezintd scorul semicantitativ de picnoz3 a
probelor de tesut histologice colorate cu H&E. Soarecii la care s-a administrat compozitia conform
inventiei (5M) prezintd un scor de picnozd redus semnificativ in comparatie cu soarecii martor
negativ (2M)

(p<0,0001). Figura 6B prezintd scorul semicantitativ de vacuolizare a probelor de tesut histologice
colorate cu H&E. Soarecii la care s-a administrat compozifia conform inventiei (SM) prezintd un
scor de vacuolizare redus semnificativ comparativ cu martorul negativ (2M) (p = 0,098). Figura
6C prezintd fotografii reprezentative ale diapozitivelor colorate cu H&E - nuclei de neuroni
picnotici intunecati si unele vacuole palide umflate in citoplasma unor neuroni afectati.

DEZVALUIREA INVENTIEI
Tulpini bacteriene

Compozitiile conform inventiei cuprind o tulpind bacteriana din genul Blautia. Exemplele
demonstreazd ci bacteriile din acest gen sunt utile pentru tratarea leziunii cerebrale. Tulpinile
bacteriene preferate sunt din specia Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris si Blautia
wexlerae. Alte tulpini bacteriene preferate pentru utilizarea in inventie sunt Blautia producta,
Blautia coccoides si Blautia hansenii.

Exemple de tulpini de Blautia pentru utilizarea in inventie includ Blautia
hyvdrogenotrophica, B. stercoris, B. faecis, B. coccoides, B. glucerasea, B. hansenii, B. luti, B.
producta, B. schinkii si B. wexlerae. Speciile Blautia sunt bacterii non-motile cu reactie Gram
pozitiva, care pot fi fie coccoide, fie ovale si toate sunt obligatoriu anaerobe care produc acid
acetic ca principal produs final al fermentirii glucozei [23]. Blautia poate fi izolatd din intestinul
uman, desi B. producta a fost izolat dintr-o proba de septicemie.

Blautia  hydrogenotrophica (cunoscutd anterior sub numele de Ruminococcus
hydrogenotrophicus) a fost izolata din intestine de mamifere, este strict anaerobd si metabolizeaza
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H,/CO; la acetat, care poate fi important pentru nutrifia umand. Tipul de tulpind de Blautia
hydrogenotrophica este S5a33 = DSM 14294 = JCM 14656. Numadrul de acces GenBank pentru
secventa genei ARNr 168 tulpinii de Blautia hydrogenotrophica S5a36 este X95624.1 (dezviluitd
aici ca SECV ID NR. 5). Aceasti tulpind de Blautia hydrogenotrophica exemplari este descrisd in
[19] si [24]. Tulpina S5a33 si tulpina S5a36 corespund celor doud subclone ale unei tulpini izolate
dintr-o proba de fecale de 1a un subiect sdnitos. Ele prezintd morfologie, fiziologie si metabolism
identice si au secvenfe identice de ARNr 16S. Astfel, in unele modalitati de realizare, Blautia
hydrogenotrophica pentru utilizarea in inventie are secventa de ARNr 16S a SECV ID NR:5.

Bacteria Blautia hydrogenotrophica depusi sub numirul de acces DSM 14294 a fost
testatd in exemple si este denumitd aici si tulpina BH si Blautix. Tulpina BH este tulpina preferata
a inventiei. Tulpina BH a fost depusa la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen [German
Microorganism Collection] (Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Germany) sub numérul
de acces DSM 14294 sub denumirea de "S5a33" la 10 mai 2001. Deponentul a fost INRA
Laboratoire de Microbiologie CR de Clermont-Ferrand/Theix 63122 Saint Genes Champanelle,
Franta. Proprietatea depozitelor a trecut la 4D Pharma Plc prin cesiune. 4D Pharma Plc a autorizat,
printr-un acord, 4D Pharma Research Limited sa se refere la materialul biologic depus in cerere si
si-a dat consimfdmantul fira rezerve si irevocabil pentru ca materialul depus si fie pus la dispozitia
publicului.

Numarul de acces GenBank pentru secvenfa genei ARNr 16S a tulpinii de Blautia
stercoris GAM6-1T este HM626177 (dezviluitd aici ca SECV ID NR:1). O tulpind de Blautia
stercoris exemplard este descrisd in [25]. Tipul de tulpind de Blautia wexlerae este WAL 14507 =
ATCC BAA-1564 = DSM 19850 [19]. Numirul de acces GenBank pentru secventa genei ARNr
16S a tulpinii de Blautia wexlerae WAL 14507 T este EF036467 (dezvaluitd aici ca SECV ID
NR:2). Aceasta tulpini de Blautia wexlerae exemplara este descrisd in [19].

O tulpind de Blautia stercoris preferatd este tulpina depusa sub numarul de acces NCIMB
42381, care este, de asemenea, denumitd aici ca tulpina 830. O secventd de ARNr 16S pentru
tulpina 830 este redatd in SECV ID NR: 3. Tulpina 830 a fost depusa la autoritatea internationala
de depozit NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotland) de GT Biologics
Ltd. (Life Sciences Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotland) in 12 martie 2015 ca
"Blautia stercoris 830" si 1 s-a atribuit numérul de acces NCIMB 42381. GT Biologics Ltd. si-a
schimbat ulterior numele in 4D Pharma Research Limited

O tulpind de Blautia wexlerae preferati este tulpina depusi sub numéirul de acces NCIMB
42486, care este denumitd de asemenea aici si tulpina MRX008. O secventd de ARNr 16S pentru
tulpina MRX008 este redatd in SECV ID NR: 4. Tulpina MRX008 a fost depusd la autoritateca
internationald de depozitare NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9Y A, Scotland)
de citre 4D Pharma Research Ltd. (Life Sciences Innovation Building, Aberdeen, AB25 27ZS,
Scotland) in 16 noiembrie 2015 ca "Blaqutia/Ruminococcus MRx0008" si 1 s-a atribuit numarul de
acces NCIMB 42486.

Tulpinile bacteriene strans inrudite cu tulpina testatd in exemple sunt de asemenca de
asteptat si fic eficiente pentru tratarea leziunii cerebrale. In anumite modalititi de realizare, tulpina
bacteriand pentru utilizarea in inventie are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici cu secventa de ARNr 16s a unei tulpini bacteriene de
Blautia hydrogenotrophica. De preferint, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie are o
secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici
cu SECV ID NR: 5.

in anumite modalitafi de realizare, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie are o
secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici
cu secventa de ARNr 16s a unei tulpini bacteriene de Blautia stercoris. De preferintd, tulpina
bacteriand pentru utilizarea in inventie are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%,
97%., 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identici cu SECV ID NR: 1 sau SECV ID NR. : 3. De
preferin{d, identitatea secventei este conform SECV ID NR: 3. De preferintd, tulpina bacteriand
pentru utilizarea in inventie are secventa de ARNr 165 reprezentatd de SECV ID NR: 3. in anumite
modalitdfi de realizare, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie are o secventd de ARNr 16s
care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu secvenfa de ARNr
16s a unei tulpini bacteriene de Blautia wexlerae. De preferintd, tulpina bacteriand pentru
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utilizarea in inventie are o secventd de ARNr 16s care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
99,5% sau 99,9% identicd cu SECV ID NR: 2 sau SECV ID NR: 4. De preferintd, identitatea
secventei este cu SECV ID NR: 4. De preferin{d, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie are
secven{a de ARNr 16s reprezentatd de SECV ID NR: 4.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri ale bacteriei depuse sub numirul de acces DSM
14294 sau biotipurile bacteriilor depuse sub numerele de acces NCIMB 42381 si NCIMB 42486
sunt, de asemenea, de asteptat si fie eficiente pentru tratarea leziunii cerebrale. Un biotip este o
tulpind strins inruditi care are aceleasi caracteristici fiziologice si biochimice sau unele deosebit
de asemanatoare.

Tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numérul de acces DSM 14294,
NCIMB 42381 sau NCIMB 42486 si care sunt adecvate pentru utilizarea in inventie pot fi
identificate prin secventierea altor secvente de nucleotide pentru o bacterie depusd sub numirul de
acces DSM 14294, NCIMB 42381 or NCIMB 42486. De exemplu, substantial intregul genom
poate fi secventiat si o tulpind de biotip pentru utilizarea in inventie poate avea cel putin 95%,
96%, 7%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventd pe cel putin 80% din intregul sdu
genom (de exemplu, pe cel putin 85%, 90%, 95% sau 99% sau pe intregul sdu genom). De
exemplu, in unele modalititi de realizare, o tulpind de biotip are cel putin 98% identitate de
secventd pe cel putin 98% din genomul siu sau cel pufin 99% identitate de secventd pe 99% din
genomul siu. Alte secvente adecvate pentru utilizarea in identificarea tulpinilor de biotip pot
include hsp60 sau secvente repetitive, cum ar fi BOX, ERIC, (GTG)s, sau REP sau [26]. Tulpinile
de biotip pot avea secvente cu cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate
de secventd cu secvenfa corespunzitoare a unei bacterii depuse sub numdrul de acces DSM 14294,
NCIMB 42381 sau NCIMB 42486. In unele modalititi de realizare, o tulpini biotip are o secventi
cu cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventd cu secventa corespunzitoare
a tulpinii Blautia hydrogenotrophica depusd ca DSM 14294 si cuprinde o secventd de ARNr 16S
care este cel putin 99% identica (de exemplu, cel putin 99,5% sau cel putin 99,9% identicd) cu
SECV ID NR: 5. in unele modalititi de realizare, o tulpini biotip are o secventi cu cel putin 97%,
98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventd cu secventa corespunzitoare a tulpinii Blautia
hydrogenotrophica depusd ca DSM 14294 si are secventa de ARNr 165 a SECV ID NR: 5.

Alternativ, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numairul de acces
DSM 14294, NCIMB 42381 sau NCIMB 42486 si care sunt adecvate pentru utilizarea in inventie
pot fi identificate prin utilizarea depozitului cu numirul de acces a DSM 14294, depozitului cu
numarul de acces NCIMB 42381 sau depozitului cu numérul de acces NCIMB 42486 si analiza
fragmentului de restrictie si/sau analiza PCR, de exemplu prin utilizarea polimorfismului de
lungime a fragmentului amplificat prin fluorescentd cu (FAFLP) si amprentarea repetati a
elementelor de ADN (rep)-PCR, sau profilarea proteinelor, sau secventierea partiald a ADNr 16S
sau 23s. In modalititi de realizare preferate, astfel de tehnici pot fi utilizate pentru a identifica
altele tulpini de Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris sau Blautia wexlerae.

In anumite modalitifi de realizare, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse
sub numdrul de acces DSM 14294, NCIMB 42381 sau NCIMB 42486 si care sunt adecvate pentru
utilizarea in inventie sunt tulpini care oferd acelasi model ca o bacterie depusd sub numarul de
acces DSM 14294, NCIMB 42381 sau NCIMB 42486 atunci cand sunt analizate prin analiza de
restrictic a ADN-ului ribozomal amplificat (ARDRA), de exemplu atunci cind se utilizeaza
enzima de restrictie Sau3Al (pentru metode exemplare si indrumdri vezi, de exemplu, [27]).
Alternativ, tulpinile biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi modele de fermentare a
carbohidratilor ca o bacteric depusd sub numérul de acces DSM 14294, NCIMB 42381 sau
NCIMB 424386.

Alte tulpini de Blautia care sunt utile in compozitiile si metodele conform inventiei, cum
ar fi biotipuri ale unei bacterii depuse sub numdrul de acces DSM 14294, NCIMB 42381 sau
NCIMB 42486, pot fi identificate folosind orice metoda sau strategie adecvatd, inclusiv analizele
descrise in exemple. De exemplu, tulpinile pentru utilizarea in inventie pot fi identificate prin
cultivarea bacteriilor si administrarea la soareci pentru analiza prin testul de ocluzie. In special, pot
fi utile in inventie, tulpini bacteriene care au modele de crestere, tip metabolic si/sau antigeni de
suprafatd similare cu o bacterie depusd sub numdrul de acces DSM 14294, NCIMB 42381 sau
NCIMB 42486. O tulpind utild va avea o activitate modulatoare de microbiotd comparabila cu
tulpina DSM 14294, NCIMB 42381 sau NCIMB 42486. In special, o tulpini biotip va provoca
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efecte comparabile asupra leziunilor cerebrale cu efectele prezentate in exemple, care pot fi
identificate prin utilizarea protocoalelor de cultivare si administrare descrise in Exemple.

O tulpind deosebit de preferatd a inventiei este tulpina de Blautia hydrogenotrophica
depusa sub numadrul de acces DSM 14294, Aceasta este o tulpind BH exemplar testatd in exemple
si despre care s-a demonstrat a fi eficientd pentru tratarea bolii. Prin urmare, inventia red3 o celula,
cum ar fi o celuld izolatd, a tulpinii de Blautia hydrogenotrophica depusd sub numarul de acces
DSM 14294, sau un derivat al acesteia, pentru utilizarea in terapie, in special pentru bolile descrise
aici.

Un derivat al tulpinii depuse sub numirul de acces DSM 14294, NCIMB 42381 sau
NCIMB 42486 poate fi o tulpind fiicd (descendentd) sau o tulpini cultivatd (subclonatd) din
original. Un derivat al unei tulpini conform inventiei poate fi modificat, de exemplu, la nivel
genetic, fird a ablafiona activitatea biologica. In special, o tulpini derivati conform inventiei este
activa terapeutic. O tulpina derivati va avea o activitate modulatoare de microbiotd comparabild cu
tulpina initiald a DSM 14294, NCIMB 42381 sau NCIMB 42486. In special, o tulpini derivati va
genera efecte comparabile asupra leziunii cerebrale cu efectele prezentate in Exemple, care pot fi
identificate prin utilizarea unor protocoale de cultivare si administrare descrise in Exemple. Un
derivat al tulpinii DSM 14294 va fi in general un biotip al tulpinii DSM 14294. Un derivat al
tulpinii NCIMB 42381 va fi in general un biotip al tulpinii NCIMB 42381. Un derivat al tulpinii
NCIMB 42486 va fi in general un biotip al tulpinii NCIMB 42486.

Referirile la celulele tulpinii de Blautia hydrogenotrophica depuse sub numarul de acces
DSM 14294 cuprind orice celule care au aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate
terapeutici ca si tulpinile depuse sub numdrul de acces DSM 14294 si astfel de celule sunt
cuprinse de inventie. Referirile la celulele tulpinii de Blautia stercoris depuse sub numdrul de
acces NCIMB 42381 cuprind orice celule care au aceleasi caracteristici de siguranta si eficacitate
terapeutici ca si tulpinile depuse sub numarul de acces NCIMB 42381 si astfel de celule sunt
cuprinse de inventie. Referirile la celulele tulpinii de Blautia wexlerae depuse sub numdarul de
acces NCIMB 42486 cuprind orice celule care au aceleasi caracteristici de siguranta si eficacitate
terapeutici ca si tulpinile depuse sub numarul de acces NCIMB 42486 si astfel de celule sunt
cuprinse de inventie.

In modalititi de realizare preferate, tulpinile bacteriene din compozitiile conform
inventiei sunt viabile si capabile sd colonizeze partial sau total intestinul.

Utilizdiri terapeutice

Compozitiile conform inventiei sunt destinate utilizarii in tratarea leziunii cerebrale.
Exemplele demonstreaza ci, compozitiile conform inventiei ajutd la recuperare si imbunititesc
functia neurologicd, abilitdtile motorii si recunoasterea sociald intr-un model de leziuni cerebrale
de ocluzie la soarece, astfel incat acestea pot fi utile pentru tratarea leziunii cerebrale.

in unele modalititi de realizare, leziunea cerebrali este o leziune cerebrald traumatica. in
uncle modalititi de realizare, leziunea cerebrald este o leziune cerebrald dobanditd. In unele
modalitafi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni
cerebrale rezultate dintr-un traumatism. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiel sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale rezultate dintr-o tumoare. In unele
modalitafi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni
cerebrale rezultate dintr-un accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare,
compozitiile conform invenfiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale rezultate
dintr-o hemoragie cerebrali. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt
pentru utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale rezultate dintr-o encefaliti. In unele modalititi de
realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale
rezultate dintr-o hipoxie cerebrald. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei
sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale rezultate din anoxie cerebrala.

In modalititi de realizare preferate, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea
la tratarea accidentului vascular cerebral. Efectele prezentate in exemple sunt deosebit de relevante
pentru tratamentul accidentului vascular cerebral. Accidentul vascular cerebral apare atunci cand
fluxul sanguin citre cel pufin o parte a creierului este intrerupt. Fird o aprovizionarea cu o
cantitate adecvatd de snge pentru a-i furniza oxigen si substante nutritive fesutului cerebral si
pentru a elimina produsele uzate din tesutul cerebral, celulele creierului incep sd moard rapid.
Simptomele accidentului vascular cerebral sunt dependente de regiunea creierului care este
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afectatd de fluxul sanguin inadecvat. Simptomele includ paralizie, amorteald sau slabiciune a
muschilor, pierdere a echilibrului, ameteli, dureri bruste de cap severe, tulburiri de vorbire,
pierderea memoriei, pierderea capacititii de rationament, confuzie bruscd, tulburdri de vedere,
coma sau chiar deces. Un accident vascular cerebral este, de asemenca, denumit atac cerebral sau
accident cerebrovascular (ACV). Simptomele accidentului vascular cerebral pot fi scurte daci se
restabileste un flux sanguin adecvat intr-o perioadad scurtd de timp. Cu toate acestea, dacd fluxul
sanguin inadecvat continud o perioadd semnificativa de timp, simptomele pot fi permanente.

in modalitifi de realizare deosebit de preferate, compozitia conform inventiei cuprinde o
tulpind din specia de Blautia hydrogenotrophica si utilizarea sa in tratarea accidentului vascular
cerebral.

in unele modalititi de realizare, accidentul vascular cerebral este ischemia cerebrali.
Ischemia cerebrald rezultd atunci cand existd un flux sanguin insuficient citre {esuturile cerebrale
pentru a satisface cererea metabolici. In unecle modalititi de realizare, ischemia cerebrald este
ischemia cerebrali focala, adica limitatd la o regiune specifici a creierului. in unele modalititi de
realizare ischemia cerebrald este ischemia cerebrald globald, adicd cuprinde o zond largd a
tesutului cerebral. Ischemia cerebrald focald apare de obicei atunci cind un vas cerebral a devenit
fie partial, fie complet blocat, reducind fluxul de singe citre o regiune specificd a creierului. In
unele modaliti{i de realizare ischemia cerebrald focald este un accident vascular cerebral ischemic.
in unele modalititi de realizare, accidentul vascular cerebral ischemic este trombotic, adici este
provocat de un tromb sau cheag de sange, care se dezvoltd intr-un vas cerebral si restrictioneaza
sau blocheazi fluxul sanguin. In unele modalititi de realizare accidentul vascular cerebral
ischemic este un accident vascular cerebral trombotic. In unele modalititi de realizare, accidentul
vascular cerebral ischemic este embolic, adica este cauzat de un embol, sau de o masa neatasata
care se deplaseaza prin fluxul sanguin si restrictioneaza sau blocheaz fluxul de singe intr-un loc
indepirtat de punctul siu de origine. in unele modalitati de realizare accidentul vascular cerebral
ischemic este un accident vascular cerebral embolic. Ischemia cerebrald globald apare de obicei
atunci cand fluxul de singe citre creier ca un intreg este blocat sau redus. In unele modalititi de
realizare ischemia cerebrald globald este cauzatd de hipoperfuzie, adica datoritd unui soc. in unele
modalitafi de realizare ischemia cerebrald globali este rezultatul unui stop cardiac.

in unele modalititi de realizare subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a suferit o
ischemie cerebrald. In unele modalititi de realizare, subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a
suferit o ischemie cerebrald focald. In unele modalititi de realizare, subiectul diagnosticat cu
leziune cerebrald a suferit un accident vascular cerebral ischemic. In unele modalititi de realizare,
subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a suferit accident vascular cerebral trombotic. in unele
modalitdfi de realizare, subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a suferit un accident vascular
cerebral embolic. In unele modalitdti de realizare, subiectul diagnosticat cu leziune cerebrala a
suferit o ischemie cerebrald globald. in unele modalitati de realizare, subiectul diagnosticat cu
leziune cerebrali a suferit o hipoperfuzie. in unele modalitati de realizare, subiectul diagnosticat cu
leziune cerebrald a suferit un stop cardiac. Exemplele demonstreazi ci, compozitiile conform
inventiei pot fi deosebit de utile pentru a ajuta la recuperare in urma unor astfel de leziuni
cercbrale. In modalitifi de realizare deosebit de preferate, compozitia conform inventiei cuprinde o
tulpind din specia de Blautia hydrogenotrophica si este pentru utilizarea pentru tratarea unui
pacient care a suferit o ischemie cerebrala.

in unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la
tratarea ischemiei cerebrale. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt
pentru utilizarea la tratarea ischemici cerebrale focale. In unele modalititi de realizare,
compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea accidentului vascular cerebral
ischemic. In unele modalitdti de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la
tratarea accidentului vascular cerebral trombotic. In unele modalititi de realizare, compozitiile
conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea accidentului vascular cerebral embolic. In unele
modalitafi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea ischemiei
cerebrale globale. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru
utilizarea la tratarea hipoperfuziei.

In unele modalitdti de realizare, accidentul vascular cerebral este un accident vascular
cerebral hemoragic. Accidentul vascular cerebral hemoragic este cauzat de sangerdri in sau in jurul
creierului, avand ca rezultat tumefierea, presiunea si deteriorarea celulelor si tesuturilor cerebrale.
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Accidentul vascular cerebral hemoragic este de obicei rezultatul unui vas de singe slibit care se
rupe si sangereazi in creierul din jur. In unele modalititi de realizare, accidentul vascular cerebral
hemoragic este 0 hemoragie intracerebrald, adicd cauzata de singerdri in tesutul cerebral in sine. in
uncle modalitdti de realizare hemoragia intracerebrald este cauzati de o hemoragie
intraparenchimali. In unele modalititi de realizare hemoragia intracerebrali este cauzati de o
hemoragic intraventriculard. In unele modalititi de realizare accidentul vascular cerebral
hemoragic este 0 hemoragie subarahnoidd, adicd singerare care apare in afara tesutului cerebral,
dar inci in interiorul craniului. In unele modalititi de realizare, accidentul vascular cercbral
hemoragic este rezultatul angiopatici amiloide cercbrale. in unele modalititi de realizare,
accidentul vascular cerebral hemoragic este rezultatul unui anevrism cerebral. in unele modalititi
de realizare, accidentul vascular cerebral hemoragic este un rezultat al malformatiei arteriovenoase
cerebrale (AVM).

In unele modalititi de realizare subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a suferit un
accident vascular cerebral hemoragic. In unele modalititi de realizare, subiectul diagnosticat cu
leziune cerebrali a suferit o hemoragie intracerebrali. In unele modalititi de realizare, subiectul
diagnosticat cu leziune cercbrali a suferit o hemoragie intraparenchimald. in unele modalititi de
realizare, subiectul diagnosticat cu leziune cerebrali a suferit o hemoragie intraventriculari. In
unele modalitifi de realizare, subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a suferit o hemoragie
subarahnoidi. In unele modalititi de realizare, subiectul diagnosticat cu leziune cerebrali a suferit
o angiopatic amiloidi cerebrald. In unele modalititi de realizare, subiectul diagnosticat cu leziune
cerebrali a suferit un anevrism cerebral. In unele modalititi de realizare, subiectul diagnosticat cu
leziune cerebrald a suferit un AVM cerebral

In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la
tratarea unui accident vascular cerebral hemoragic. in unele modalititi de realizare, compozitiile
conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei hemoragii intracerebrale. in unele
modalitdfi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei
hemoragii intraparenchimale. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt
pentru utilizarea la tratarea unei hemoragii intraventriculare. In unele modalititi de realizare,
compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei hemoragii subarahnoidiene.
In unele modalitdfi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea
unei angiopatii amiloide cerebrale. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei
sunt pentru utilizarea la tratarea unui anevrism cerebral. In unele modalititi de realizare,
compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unui AVM cerebral.

Restaurarea fluxului sanguin adecvat citre creier dupd o perioadd de intrerupere, desi
eficientd in ameliorarca simptomelor asociate cu un accident vascular cerebral, poate conduce,
paradoxal, la deteriorarea ulterioari a tesutului cerebral. In timpul perioadei de intrerupere, tesutul
afectat suferd de o lipsa de oxigen si substante nutritive, iar restabilirea bruscd a fluxului sanguin
poate conduce la inflamatii si distrugeri oxidative prin inducerea stresului oxidativ. Aceasta este
cunoscutd sub numele de leziune de reperfuzie si este bine documentatd nu numai dupd un
accident vascular cerebral, ci si dupd un atac de cord sau alte leziuni ale tesuturilor atunci cind
aportul de sange revine in tesut dupd o pericadd de ischemic sau lipsi de oxigen. In unele
modalitafi de realizare subiectul diagnosticat cu leziune cerebrald a suferit o leziune de reperfuzie
ca rezultat al accidentului vascular cerebral.. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea leziunii de reperfuzie ca rezultat al accidentului vascular
cerebral.

Un atac ischemic tranzitoriu (TIA), denumit adesea mini-accident vascular cerebral, este
un semn de avertizare recunoscut pentru un accident vascular cerebral mai grav. Prin urmare,
subiectii care au suferit unul sau mai multe TIA-uri prezintd un risc mai mare de accident vascular
cerebral. In unele modalititi de realizare subiectul diagnosticat cu leziune cerebrali a suferit un
TIA. in unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la
tratarea unui TIA. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru
utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale la un subiect care a suferit un TTA.

Hipertensiunea arteriald, colesterolul ridicat in singe, antecedentele familiale de accident
vascular cerebral, bolile de inimd, diabetul, anevrismele cerebrale, malformatiile arteriovenoase,
boala cu celule secerd, vasculita, tulburdrile de singerare, utilizarea unor medicamente
antiinflamatoare nesteroidiene (NSAID-uri), fumatul de tutun, bautul unor cantitdti mari de alcool,
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consumul de droguri ilegal, obezitatea, lipsa activitatii fizice si o dietd nesinidtoasd sunt toate
considerate a fi factori de risc pentru accident vascular cerebral. In special, sciderea tensiunii
arteriale s-a dovedit a fi concludentd pentru a preveni atit accidentele vasculare cerebrale
ischemice, cat si cele hemoragice [28, 29]. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei sunt pentru utilizarea la tratarea unei leziuni cerebrale la un subiect care are cel putin un
factor de risc in ceea ce priveste un accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare
subiectul are doi factori de risc in ceea ce priveste un accident vascular cerebral. In unele
modalitdfi de realizare subiectul are trei factori de risc in ceea ce priveste un accident vascular
cerebral. In unele modalititi de realizare subiectul are patru factori de risc in ceea ce priveste un
accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare subiectul are mai mult de patru factori
de risc in ceea ce priveste un accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare subiectul
are hipertensiune arteriali. in unele modalititi de realizare subiectul are colesterol crescut in singe.
in unele modalititi de realizare subiectul are antecedente familiale de accident vascular cerebral.
in unele modalititi de realizare subiectul o boali de inimi. In unele modalititi de realizare
subiectul are diabet. In unele modalititi de realizare subiectul are un anevrism cerebral. In uncle
modalititi de realizare subiectul are malformatii arteriovenoase. In unele modalititi de realizare
subiectul are vasculiti. In unele modalititi de realizare subiectul are o boalid cu celule secerd. In
unele modalititi de realizare subiectul are o tulburare de sangerare. In unele modalititi de realizare
subiectul are antecedente de utilizare a unor medicamente antiinflamatoare nonsteroidiene
(NSAID-uri). in unele modalititi de realizare subiectul fumeazi tutun. In unele modalititi de
realizare subiectul bea cantititi mari de alcool. In unele modalititi de realizare subiectul utilizeazi
droguri ilegale. In unele modalititi de realizare subiectul este obez. In unele modalititi de realizare
subicectul este supraponderal. In unele modalititi de realizare subiectul are o lipsi de activitate
fizicd. In unele modalititi de realizare subiectul are o dieti nesinitoasa.

Exemplele demonstreaza ci, compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru tratarea
leziunii cerebrale si pentru a ajuta la recuperare atunci cind sunt administrate inainte de aparitia
evenimentului de leziune. Prin urmare, compozitiile conform inventiei pot fi deosebit de utile
pentru tratarea leziunilor cerebrale atunci cand sunt administrate subiectilor cu risc de leziuni
cerebrale, cum ar fi accidentul vascular cerebral. in modalititi de realizare preferate, compozitia
conform inventiei cuprinde o tulpind din specia de Blautia hydrogenotrophica si este pentru
utilizarea la tratarea unui pacient identificat cu risc de accident vascular cerebral.

In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea la
reducerea distrugerilor provocate de o potentiald leziune cerebrald, preferabil de un accident
vascular cerebral. Compozitiile pot reduce distrugerile provocate, atunci cind sunt administrate
inainte de aparitia potenfialei leziuni cerebrale, in special atunci cind sunt administrate unui
pacient identificat ca fiind expus unui risc de leziune cerebrala.

Exemplele arati cd tratamentul cu o compozifie conform inventiei reduce deteriorarea
motorie dupi un accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare, compoxzitiile conform
inventiei trateazd leziunea cerebrald prin reducerea distrugerii motorii. Exemplele aratd ci
tratamentul cu o compozitie conform invenfiei imbunititeste functia motorie dupd un accident
vascular cerebral. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei trateazi leziunea
cerebrald prin imbundtitirea functiei motorii. Exemplele aratd ci tratamentul cu o compozitie
conform inventiei imbunititeste forta musculari dupi un accident vascular cerebral. in unele
modalitdfi de realizare, compozifiile conform invenfiei trateazd leziunea cerebrald prin
imbundtifirea fortei musculare. Exemplele aratd cd tratamentul cu o compozitie conform inventiei
imbunititeste memoria dupi un accident vascular cerebral. in unele modalititi de realizare,
comporzitiile conform inventiei trateazd leziunea cerebrald prin imbundtifirea memoriel.
Exemplele arati cd tratamentul cu o compozifie conform inventiei imbunatiteste recunoasterea
socialid dupi un accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei trateazd leziunea cerebrald prin imbundtitirea recunoasterii sociale. Exemplele
demonstreaza ci tratamentul cu o compozitie conform inventiei imbundtiteste functia neurologici
dupi un accident vascular cerebral. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei
trateaza leziunea cerebrald prin imbunatitirea functiei neurologice.

Asa cum s-a demonstrat in exemple, compozitiile bacteriene conform inventiei pot fi
eficiente pentru tratarea leziunii cerebrale. In anumite modalititi de realizare, compozitia poate fi
sub forma unei culturi bacteriene. In unele modalititi de realizare, compozitia poate fi de
preferin{d un liofilizat.
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Tratamentul leziunii cerebrale se poate referi, de exemplu, la ameliorarea severititii
simptomelor. Tratamentul leziunii cerebrale se poate referi, de asemenea, la reducerea afectiunilor
neurologice dupd accident vascular cerebral. Compozitiile conform inventiei pentru utilizare in
tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate subiectului inainte de debutul accidentului
vascular cerebral, de exemplu la un pacient identificat ca fiind cu risc de accident vascular
cerebral. Compozifiile conform invenfiei pentru utilizarea in tratarea accidentului vascular cerebral
pot fi furnizate dupd aparitia unui accident vascular cerebral, de exemplu, in timpul recuperarii.
Compozitiile conform inventiei pentru utilizarea in tratarea accidentului vascular cerebral pot fi
furnizate in timpul fazei acute de recuperare (adica pana la o sdptdmana dupa un accident vascular
cerebral). Compozitiile conform inventiei pentru utilizarea in tratarea unui accident vascular
cerebral pot fi furnizate in timpul fazei subacute de recuperare (adicd de 1a o sdptimana panad la trei
luni dupd un accident vascular cerebral). Compozitiile conform inventiei pentru utilizarea in
tratarea unui accident vascular cerebral pot fi furnizate in timpul fazei cronice de recuperare (de la
trei luni dupd un accident vascular cerebral).

in anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt pentru utilizarea
in combinatie cu un agent activ secundar. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei sunt pentru utilizarea in combinatie cu aspirind sau un activator plasminogen tisular
(tPA). Alti agenti secundari includ alte antiplachetare (cum ar fi clopidogrel), anticoagulante (cum
ar fi heparine, warfarind, apixaban, dabigatran, edoxaban sau rivaroxaban), antihipertensive (cum
ar fi diuretice, inhibitori ai ACE, blocante ale canalelor de calciu, beta-blocante sau alfa-blocante)
sau statine. Compozitiile conform inventiei pot imbundtiti rdspunsul pacientului la agentul activ
secundar.

Desi existd multe mecanisme asociate cu patogeneza accidentului vascular cerebral,
numeroase studii au ardtat ca stresul oxidativ, inflamatia si apoptoza sunt factorii cheie pentru
progresarea patogend a acestuia [30, 31]. Se intelege ca o crestere rapidd a speciilor reactive de
oxigen (ROS) imediat dupd un accident vascular cerebral depiseste apdrdrile antioxidante
existente provocind leziuni tisulare. Astfel de ROS stimuleazd, de asemenea, cliberarea de
citokine inflamatorii si metaloproteinaze matrice care cresc permeabilitatea barierei
hematoencefalice si traficul de leucocite. Superoxid dismutaza (SOD) este un antioxidant endogen
care joacd un rol In prevenirea leziunii oxidative. Prin urmare, imbunititirea activitdtilor
antioxidante din creier, cum ar fi cele ale SOD, este beneficd pentru ameliorarea distrugerii
neuronale. In plus, reactiile inflamatorii agraveaza leziunile cerebrale in timpul si dupd un accident
vascular cerebral. Stresul oxidativ si inflamatia pot avea ca rezultat apoptoza neuronald, care poate
fi responsabild de moartea celulelor neuronale dupd un accident vascular cerebral.

Butiratul este un acid gras cu lanf scurt (SCFA), sintetizat prin fermentarea fibrelor altfel
nedigerabile de citre bacteriile din colon. A fost sugerat ¢a butiratul este neuroprotector, cd reduce
permeabilitatea barierei hematoencefalice dupd un accident vascular cerebral, ci reduce stresul
oxidativ, cd are efecte antiinflamatorii, cd inhibd apoptoza neuronald si cid promoveazd
supravietuirea celulard generald, repararea tesuturilor si recuperarea dupd un accident vascular
cerebral [32, 33, 34, 35, 36].

In anumite modalitati de realizare, compozitiile conform inventiei imbundtitesc scorul de
picnoza si/sau vacuolizare al unui tesut. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform
inventfiel Imbundtifesc scorul de picnoza si/sau vacuolizare al unui tesut care a fost supus
ischemiei. Exemplele demonstreazd cd, comporzitiile conform inventiei reduc deteriorarea
tesutului, misurati prin pirnozi si vacuolizare. In anumite modalititi de realizare, compozitiile
conform inventiei reduc efectul ischemiei asupra tesuturilor. in anumite modalititi de realizare,
compozitiile conform inventiei reduc gradul de deteriorare a tesuturilor cauzati de ischemie. In
anumite modalititi de realizare, tesuturile deteriorate de ischemie sunt fesuturile cerebrale. In
anumite modalitdti de realizare, compozitiile conform inventiei reduc necroza sau numarul de
celule necrotice. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei reduc apoptoza
sau numirul de celule apoptotice. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei reduc numirul de celule necrotice si apoptotice. In anumite modalititi de realizare,
comporzitiile conform inventiei previn moartea celulelor prin necrozi si/sau apoptoza. In anumite
modalitafi de realizare, compozitiile conform inventiei previn moartea celulelor prin necroza si/sau
apoptozi cauzati de ischemie. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei
imbunititesc recuperarea tesutului deteriorat de ischemie. In anumite modalititi de realizare,
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comporzitiile conform inventiei imbundtifesc viteza de eliminare a celulelor necrotice si/sau a
celulelor apoptotice. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei
imbunititesc eficacitatea eliminirii celulelor necrotice si/sau a celulelor apoptotice. In anumite
modalitafi de realizare, compozitiile conform inventiei imbunititesc inlocuirea si/sau regenerarea
celulelor din tesuturi. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei
imbundtifesc inlocuirea si/sau regenerarea celulelor din {fesuturile deteriorate de ischemie. In
anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei imbunatitesc histologia globald a
tesutului (de exemplu, 1a o biopsie).

Moduri de administrare

Preferabil, compozifiile conform inventiei trebuie s fie administrate in tractul gastro-
intestinal pentru a permite eliberarea si/sau colonizarea partiald sau totald a intestinului cu tulpina
bacteriani din inventie. In general, compozitiile conform inventiei sunt administrate pe cale orali,
dar pot fi administrate rectal, intranazal sau pe cale bucala sau sublinguala.

in anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventici pot fi administrate sub
formi de spuma, sub formi de spray sau gel.

In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventici pot fi administrate ca
supozitor, cum ar fi un supozitor rectal, de exemplu sub forma unui ulei de teobrom (unt de cacao),
grdsimi sintetice dure (de exemplu, suppocire, witepsol), comporzitic de glicero-gelating, de
polietilen glicol sau sdpun glicerina.

In anumite modalititi de realizare, compozitia conform inventici este administrati in
tractului gastro-intestinal printr-un tub, cum ar fi un tub nazogastric, un tub orogastric, un tub
gastric, un tub jejunostomic (tub J), o gastrostomie endoscopicd percutanatd (PEG) sau un port ca
un port de perete toracic care oferd acces la stomac, jejun si alte porturi de acces adecvate.

Compozitiile conform inventiei pot fi administrate o singurd dati sau pot fi administrate
secvential ca parte a unui regim de tratament. In anumite modalititi de realizare, compozitiile
conform inventiei trebuie administrate zilnic. Exemplele demonstreaza cd administrarea oferd o
colonizare de succes si beneficii clinice in tratamentul leziunii cerebrale.

In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt administrate
regulat, cum ar fi zilnic, la fiecare doud zile sau sdptdmanal, pentru o perioada extinsd de timp,
cum ar fi cel putin o sdptimani, doud sdptimani, o lund, doud luni, sase luni, sau un an. Exemplele
demonstreazd c¢d administrarea de BH este posibil sd nu aibad ca rezultat colonizarea permanenti a
intestinelor, astfel incit administrarea regulatd pentru perioade lungi de timp poate oferi beneficii
terapeutice mai mari.

In unele modalititi de realizare compozitiile conform inventiei sunt administrate timp de
7 zile, 14 zile, 16 zile, 21 zile sau 28 zile sau nu mai mult de 7 zile, 14 zile, 16 zile, 21 zile sau 28
zile. De exemplu, in unele modalitati de realizare compozitiile conform inventiei sunt administrate
timp de 16 zle. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt administrate
timp de 1, 2, 3, 4, 5 sau 6 luni, peste 6 luni sau peste 1 an.

In anumite modalititi de realizare ale inventiei, tratamentul conform inventiei este insotit
de evaluarea microbiotei intestinale a pacientului. Tratamentul poate fi repetat dacd nu se obtine
eliberarea si/sau colonizarea parfiald sau totald cu tulpina conform inventiei, astfel incat
eficacitatea nu este respectatd sau tratamentul poate fi incetat dacd liberarea si/sau colonizarea
partiald sau totala au succes si se observa eficacitatea.

In anumite modalititi de realizare, compozitia conform inventiei poate fi administratd
unui animal gestant, de exemplu un mamifer, cum ar fi un om, pentru a trata leziunile cerebrale
care se dezvoltd la copilul sdu in utero si/sau dupd ce se naste.

Compozitiile conform invenfiei pot fi administrate unui pacient care a fost diagnosticat cu
leziune cerebrald sau cu o boald sau afectiune asociati cu leziunea cerebrald sau care a fost
identificat ca avand un risc de leziune cerebrald.

Compozitiile conform inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost identificat ca
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avand o microbiotd intestinald anormald. De exemplu, pacientul poate avea o colonizare redusa sau
absentd cu Blautia, si in particular Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris sau Blautia
wexlerae.

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

In general, compozitiile conform inventiei sunt pentru tratamentul oamenilor, desi pot fi
utilizate pentru tratarea animalelor, inclusiv mamifere monogastrice, cum ar fi pasiri de curte,
porci, pisici, caini, cai sau iepuri. Compozitiile conform inventiei pot fi utile pentru imbunétatirea
cresterii si performantei animalelor.. Dacd se administreaza la animale, se poate utiliza gavaj oral.

In unele modalitafi de realizare, subiectul cdruia i se administreaz compozi{ia este un om
adult. In unele modalititi de realizare, subiectul ciruia i se administreazd compozitia este un copil
sugar.

Compozitii

In general, compozitia conform inventiei cuprinde bacteria. In modalititi de realizare
preferate ale inventiei, compozifia este formulatd sub forma uscati prin inghetare. De exemplu,
compozitia conform inventiei poate cuprinde granule sau capsule de gelatind, de exemplu capsule
de gelatina tare, cuprinzind o tulpind bacteriand conform inventiei.

Preferabil, compozifia conform invenfiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea
bacteriilor este o procedurd bine stabilitd si o ghidare relevantd este disponibild, de exemplu, in
referinte [37-39]. Comporitiile liofilizate pot fi deosebit de eficiente. In modalititi de realizare
preferate, compozitia conform inventiei cuprinde bacterii liofilizate si este pentru tratamentul
leziunii cerebrale.

Alternativ, compozitia conform inventiei poate cuprinde o culturd bacteriani vie, activa.
in unele modalititi de realizare, tulpina bacteriani din compozitia conform inventiei nu a fost
inactivati, de exemplu, nu a fost inactivati termic. In unele modalititi de realizare, tulpina
bacteriana din compozitia conform inventiei nu a fost ucisd, de exemplu, nu a fost ucisi la cildura.
in unele modalititi de realizare, tulpina bacteriani din compozitia conform inventiei nu a fost
atenuatd, de exemplu, nu a fost atenuata la cildurd. De exemplu, in unele modalitifi de realizare,
tulpina bacteriand din compozitia conform inventiei nu a fost ucis, inactivatd si/sau atenuatd. De
exemplu, in unele modalitdti de realizare, tulpina bacteriand din compozitia conform inventiei este
vie. De exemplu, in uncle modalititi de realizare, tulpina bacteriand din compozitia conform
inventiei este viabild. De exemplu, in unele modalititi de realizare, tulpina bacteriand din
compozitia conform inventiei este capabild sd colonizeze partial sau total intestinul. De exemplu,
in unele modalitdti de realizare, tulpina bacteriand din compozitia conform inventiei este viabila si
capabild si colonizeze partial sau total intestinul.

In unele modalitati de realizare, compozitia cuprinde un amestec de tulpini bacteriene vii
si tulpini bacteriene care au fost ucise.

in modalitifi de realizare preferate, compozitia conform inventiei este incapsulati pentru
a permite livrarea tulpinii bacteriene in intestin. Incapsularea protejeazi compozitia impotriva
degraddrii pand la eliberarea in locatia tinta prin, de exemplu, ruperea cu stimuli chimici sau fizici,
cum ar fi presiunea, activitatea enzimaticd sau dezintegrarea fizici, care poate fi declansatd de
modificarile de pH. Poate fi utilizatd orice metodad adecvatad de incapsulare. Tehnici de incapsulare
exemplare includ prinderea intr-o matrice poroasd, atasarea sau adsorbfia pe suprafete purtitoare
solide, autoagregarea prin floculare sau cu agenti de reticulare si oprirea mecanicd in spatele unei
membrane microporoase sau a unei microcapsule. Ghidare privind incapsularea care pot fi utile
pentru prepararea compozitiilor conform inventiei sunt disponibile, de exemplu, in referinte [40-
41].

Comporzitia poate fi administratd oral si poate fi sub formd de tabletd, capsuld sau
pulbere. Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Blautia sunt anaerobe. Alte ingrediente
(cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse drept captatori de oxigen si substraturi prebiotice
pentru a imbundtafi eliberarea si/sau colonizarea partiald sau totald si supravietuirea in vivo.
Alternativ, compozifia probioticd conform inventiei poate fi administrati pe cale orald ca produs
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alimentar sau nutritional, cum ar fi lapte sau produs lactat din zer fermentat, sau ca produs
farmaceutic.

Compozitia poate fi formulata ca un probiotic.

O comporzitie conform inventiei include o cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind
bacteriana din inventie. 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
tulpind bacteriand poate fi suficientd pentru a rezulta in eliberarea si/sau colonizarea parfiald sau
totald a intestinului pacientului.

O dozd zilnicd adecvatd de bacterii, de exemplu pentru un om adult, poate fi de
aproximativ 1 x 10° la aproximativ 1 x 10!! unitati formatoare de colonii (CFU); de exemplu, de la
aproximativ 1 x 107 la aproximativ 1 x 10!° CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ 1 x 10° 1a
aproximativ 1 x 10!° CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ 1 x 107 la aproximativ 1 x 10!
CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ 1 x 103 la aproximativ 1 x 10'° CFU; intr-un alt
exemplu de la aproximativ 1 x 10® la aproximativ 1 x 10! CFU.

In anumite modalitéti de realizare, doza de bacterii este de cel putin 10° celule pe zi, cum
ar fi cel putin 10, cel putin 10'!, sau cel putin 10'? celule pe zi.

In anumite modalititi de realizare, compozitia contine tulpina bacteriani intr-o cantitate
de la aproximativ 1 x 10° la aproximativ 1 x 10! CFU/g, in raport cu greutatea compozitiei; de
exemplu, de la aproximativ 1 x 10® la aproximativ 1 x 10'° CFU/g. Doza poate fi, de exemplu, de 1
g,3g, 5g, si 10g.

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

in anumite modalititi de realizare, compozitia probiotici conform prezentei inventii
include un compus prebiotic intr-o cantitate de la aproximativ 1 la aproximativ 30% in greutate, in
raport cu greutatea totald a compozitiei, (de exemplu de la 5 1a 20% in greutate). Carbohidratii pot
fi selectafi din grupul constind din: fructo-oligozaharide (sau FOS), fructo-oligozaharide cu lant
scurt, inulind, izomalt-oligozaharide, pectine, xilo-oligozaharide (sau XOS), chitozan-
oligozaharide (sau COS), beta-glucani, amidon gumdarabici modificatd si amidonuri rezistente,
polidextroza, D-tagatozi, fibre de acacia, roscove, ovdz si fibre de citrice. Intr-un aspect,
prebioticele sunt fructo-oligozaharidele cu lant scurt (pentru simplitate prezentate mai jos ca FOS-
c.c); respectivele FOS-c.c. mentionate nu sunt carbohidrati digerabili, ob{inuti in general prin
conversia zaharului de sfecld si incluzdnd o moleculd de zaharoza la care sunt legate trei molecule
de glucoza.

Comporzitiille conform inventiei pot cuprinde excipienfi sau purtitori acceptabili
farmaceutic. Exemple de astfel de excipienti pot fi gisiti in referinfa [42]. Purtdtorii sau diluantii
acceptabili pentru uz terapeutic sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi, de
exemplu, in referinta [43]. Exemple de purtitori adecvati includ lactozd, amidon, glucoza,
metilcelulozi, stearat de magneziu, manitol, sorbitol si altii asemenea. Exemple de diluanti
adecvati includ etanol, glicerol si apa. Alegerea purtitorului farmaceutic, a excipientului sau a
diluantului poate fi selectatd in ceea ce priveste calea de administrare intenfionatd si practica
farmaceutica standard. Compozitiile farmaceutice pot cuprinde ca, sau, in plus fatd de, purtitor,
excipient sau diluant orice liant(i) adecvat(i), lubrifiant(i), agent(i) de suspendare, agent(i) de
acoperire, agent(i) de solubilizare. Exemple de lianti adecvati includ amidon, gelatind, zaharuri
naturale cum ar fi glucoza, lactozad anhidrd, lactozd avand curgere liberd, beta-lactoza, indulcitori
de porumb, gume naturale si sintetice, cum ar fi acacia, tragacant sau alginat de sodiu,
carboximetilcelulozi si polietilenglicol. Exemple de lubrifianti adecvati includ oleat de sodiu,
stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu, clorurd de sodiu si altii
asemenea. In compozitia farmaceutica pot fi furnizati conservanti, stabilizatori, coloranti si chiar
agenti de aromatizare. Exemple de conservanti includ benzoat de sodiu, acid sorbic, cisteind si
esteri ai acidului p-hidroxibenzoic, de exemplu, in unele modalititi de realizare, conservantul este
selectat dintre benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri ai acidului p-hidroxibenzoic. Pot fi utilizafi de
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asemenea antioxidanti si agenti de suspendare. Un alt exemplu de purtitor adecvat este zaharoza.
Un alt exemplu de conservant este cisteina.

Compozitiile conform inventiei pot fi formulate ca un produs alimentar. De exemplu, un
produs alimentar poate oferi beneficii nutritionale pe 14nga efectul terapeutic al inventiei, cum ar fi
intr-un supliment nutritiv. Similar, un produs alimentar poate fi formulat pentru a spori gustul
compozitiei conform inventiei sau pentru a face compozitia mai atractivd de consumat, fiind mai
asemdndtoare cu un produs alimentar comun, mai degrabd decit cu o compozitie farmaceutica. in
anumite modalitdti de realizare, compozitia conform inventiei este formulatd ca un produs pe baza
de lapte. Termenul "produs pe bazi de lapte” inseamna orice produs pe baza de lapte sau zer, lichid
sau semisolid, avand un continut variabil de grisime. Produsul pe bazi de lapte poate fi, de
exemplu, lapte de vacd, lapte de caprd, lapte de oaie, lapte degresat, lapte integral, lapte
recombinat din lapte praf si zer fira nicio prelucrare sau un produs prelucrat, cum ar fi iaurt, lapte
casat, cas, lapte acru, lapte acru integral, lapte cu unt si alte produse din lapte acru. Un alt grup
important include biuturile din lapte, cum ar fi bauturile din zer, laptele fermentat, laptele
condensat, laptele pentru sugari sau bebelusi; lapte aromat, inghetatd; alimente care contin lapte,
cum ar fi dulciurile.

In uncle modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind una sau mai
multe tulpini bacteriene din genul Blautia si nu contin bacterii din niciun alt gen sau care cuprind
numai de minimis sau cantititi biologic irelevante de bacterii dintr-un alt gen.

In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventici contin o singuri
tulpind sau specie bacteriani si nu contin alte tulpini sau specii bacteriene. Astfel de compozitii pot
cuprinde numai de minimis sau cantitafi irelevante din punct de vedere biologic din alte tulpini sau
specii bacteriene. Astfel de compozitii pot fi o culturd care este substantial liberd de alte specii de
organisme. In unele modalititi de realizare, astfel de compozitii pot fi un liofilizat care este
substantial liber de alte specii de organisme.

In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind una sau mai
multe tulpini bacteriene din genul Blautia, de exemplu, o Blautia hydrogenotrophica, si nu contin
niciun alt gen bacterian sau care cuprind numai de minimis sau cantititi irelevante biologic de
bacterii dintr-un alt gen. In anumite modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind
o singurd specie de Blautia, de exemplu, o Blautia hydrogenotrophica, si nu confin alte specii
bacteriene sau care cuprind numai de minimis sau cantitdfi irelevante biologic de bacterii din altd
specie. In anumite modalititfi de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind o singura tulpind
de Blautia, de exemplu, de Blautia hydrogenotrophica, si nu contin alte tulpini sau specii
bacteriene sau cuprind numai de minimis sau cantiti{i biologic irelevante de bacterii de la o altd
tulpind sau specie.

in unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind mai mult de o
specie sau tulpind bacteriand. De exemplu, in unele modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei cuprind mai mult de o tulpind din cadrul aceleiasi specii (de exemplu mai mult de 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 sau 45 tulpini), si, optional, nu confin bacterii din nicio
alta specie. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind mai putin de
50 tulpini din cadrul aceleiasi specii (de exemplu mai putin de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10, 9,
8, 7, 6,5, 4 sau 3 tulpini), si, optional, nu contin bacterii din nicio altd specie. in unele modalitifi
de realizare, compozitiile conform inventiei cuprind 1-40, 1-30, 1-20, 1-19, 1-18, 1-15, 1-10, 1-9,
1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, sau 31-
50 tulpini din cadrul aceleiasi specii si, optional, nu contin bacterii din nicio alti specie. in unele
modalitdfi de realizare, compozifiile conform inventiei cuprind mai mult de o specie din cadrul
aceluiasi gen (de exemplumai multde 1, 2,3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 12, 15, 17, 20, 23, 25, 30, 35 sau
40 specii), si, optional, nu contin bacterii din niciun alt gen. In unele modalititi de realizare,
compozitiile conform inventiei cuprind mai putin de 50 specii din cadrul aceluiasi gen (de
exemplu mai putin de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10, 8, 7, 6, 5, 4 sau 3 specii), si, optional,
nu contin bacterii din niciun alt gen. In unele modalititi de realizare, compozitiile conform
inventiei cuprind 1-50, 1-40, 1-30, 1-20, 1-15, 1-10,1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-
40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, sau 31-50 specii din cadrul aceluiasi gen si,
optional, nu contin bacterii din niciun alt gen. Inventia cuprinde orice combinatie a celor de mai
sus.

In unele modalititi de realizare, compozitia cuprinde un consortiu microbian. De
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exemplu, in unele modalitati de realizare, compozitia cuprinde tulpina bacteriand de Blautia ca
parte a unui consortiu microbian. De exemplu, in unele modalitéti de realizare, tulpina bacteriana
Blautia este prezentd in combinatie cu una sau mai multe (de exemplu, cel putfin 2, 3, 4, 5, 10, 15
sau 20) alte tulpini bacteriene din alte genuri cu care poate trii simbiotic in vivo in intestin. De
exemplu, in unele modalitati de realizare, compozitia cuprinde o tulpind bacteriand de Blautia
hydrogenotrophica in combinatie cu o tulpini bacteriani dintr-un gen diferit. In unele modalititi
de realizare, consortiul microbian cuprinde doud sau mai multe tulpini bacteriene obtfinute dintr-o
proba de fecale dintr-un singur organism, de exemplu, un om. In unele modalitdti de realizare,
consorfiul microbian nu se giseste Impreund in naturd. De exemplu, in unele modalitdti de
realizare, consortiul microbian cuprinde tulpini bacteriene obtinute din probe de fecale de la cel
putin doud organisme diferite. In unele modalititi de realizare, cele doud organisme diferite provin
din aceeasi specie, de exemplu doi oameni diferiti. In unele modalitati de realizare, cele doud
organisme diferite sunt un sugar uman si un adult uman. In unele modalltatl de realizare, cele doud
organisme diferite sunt un mamifer uman si unul non-uman.

in unele modalititi de realizare, compozitia conform inventiei cuprinde suplimentar o
tulpind bacteriand care are aceleasi caracteristici de siguranta si eficacitate terapeutica ca si tulpina
de Blautia hydrogenotrophica depusd sub numdrul de acces DSM 14294, dar care nu este Blautia
hydrogenotrophica depusd sub numdrul de acces DSM 14294, sau care nu este o Blautia
hyvdrogenotrophica sau care nu este o Blautia.

In unele modalititi de realizare in care compozitia conform inventiei cuprinde mai mult
de o tulpind bacteriand, specie sau gen, tulpinile, speciile sau genurile bacteriene individuale pot fi
pentru administrarea separatd, simultand sau secventiald. De exemplu, compozitia poate cuprinde
toate cele mai mult de o tulpind, specie sau gen bacteriene, sau tulpinile, speciile sau genurile
bacteriene pot fi stocate separat si administrate separat, simultan sau secvential. In unele modalititi
de realizare, toate cele mai mult de o tulpind, specie sau gen bacterian sunt depozitate separat dar
sunt amestecate impreund inainte de utilizare.

in unele modalitdfi de realizare, tulpina bacteriand pentru utilizarea in inventie este
obtinutd din fecale de la un adult uman. in unele modalititi de realizare in care compozitia
conform inventiei cuprinde mai mult de o tulpina bacteriand, in care toate tulpinile bacteriene sunt
obtinute din fecale de la un adult uman sau daca sunt prezente alte tulpini bacteriene, acestea sunt
prezente numai in cantititi de minimis. Este posibil ca bacteriile si fi fost cultivate dupa ce au fost
obtinute din fecale de adult uman si utilizate intr-o compozitie conform inventiei.

in unele modalitifi de realizare, respectiva una sau mai multe tulpinile bacteriene de
Blautia este/sunt singurul(i) agent(i) activ(i) terapeutic dintr-o compozitie conform inventiei. in
unele modalitafi de realizare, tulpina(ile) bacteriand(e) din compozitie este/sunt singurul(i) agent(i)
terapeutic(i) activ(i) dintr-o compozitie conform inventiei.

Compozitiile pentru utilizarea in conformitate cu inventia pot necesita sau nu aprobarea
de punere pe piata.

in anumite modalitati de realizare, inven{ia redd compozitia farmaceuticd de mai sus, in
care tulpina bacteriand mentionat este liofilizata. In anumite modalitdti de realizare, inventia reda
compozitia farmaceutici de mai sus, in care tulpina bacteriand mentionatd este uscatd prin
pulverizare. In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus,
in care tulpina bacteriani este liofilizati sau uscati prin pulverizare si in care este vie. In anumite
modalitdfi de realizare, invenfia redd compozitia farmaceutici de mai sus, in care tulpina
bacteriani este liofilizati sau uscati prin pulverizare si in care este viabili. In anumite modalititi
de realizare, inventia redd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriand este
liofilizatd sau uscatd prin pulverizare si in care este capabild sd colonizeze partial sau total
intestinul. In anumite modalititi de realizare, inventia redii compozitia farmaceutici de mai sus, in
care tulpina bacteriand este liofilizatd sau uscatd prin pulverizare si in care este viabila si capabild
sa colonizeze partial sau total intestinul.

In unele cazuri, tulpina bacteriand liofilizatd sau uscata prin pulverizare este reconstituita
inainte de administrare In unele cazuri, reconstituirea se efectucazad prin utilizarea unui diluant
descris aici.
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Compozitiile conform inventiei pot cuprinde excipienti, diluanti sau purtdtori acceptabili
farmaceutic.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi o compozitie farmaceutici cuprinzand: o
tulpind bacteriani conform inventiei; si un excipient, purtitor sau diluant acceptabil farmaceutic;
in care tulpina bacteriani este intr-o cantitate suficientd pentru a trata o tulburare atunci cand este
administratd unui subiect care are nevoie de aceasta; si in care tulburarea este leziunea cerebrala.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus, in
care cantitatea de tulpinii bacteriandi este de la aproximativ 1 x 10* la aproximativ 1 ? 10! unititi
formatoare de colonie pe gram fati de greutatea compozitiei.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus, in
care compozifia este administrati lao dozdde 1 g,3 g, 5 gsau 10 g.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus, in
care compozitia este administratd printr-o metoda selectatd din grupul constind din oral, rectal,
subcutanat, nazal, bucal si sublingual.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus,
cuprinzand un purtdtor selectat din grupul constind din lactoza, amidon, glucoza, metil celuloza,
stearat de magneziu, manitol si sorbitol.

In anumite modalititi de realizare, inventia redd compozitia farmaceutici de mai sus,
cuprinzand un diluant selectat din grupul constand din etanol, glicerol si apa.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus,
cuprinzand un excipient selectat din grupul constind din amidon, gelatind, glucozi, lactoza
anhidrd, lactozi avand curgere liberd, beta-lactozd, indulcitor de porumb, acacia, tragacant, alginat
de sodiu, carboximetilceluloza, polictilenglicol, oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de
magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu si clorurd de sodiu.

In anumite modalititi de realizare, inventia redd compozitia farmaceutici de mai sus,
cuprinzand in plus cel putin unul dintre un conservant, un antioxidant si un stabilizator.

In anumite modalititi de realizare, inventia redd compozitia farmaceutici de mai sus,
cuprinzand un conservant selectat din grupul constand din benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri ai
acidului p-hidroxibenzoic.

In anumite modalitdti de realizare, inventia redd compozitia farmaceuticd de mai sus, in
care tulpina bacteriand mentionata este liofilizata.

In anumite modalititi de realizare, inventia redi compozitia farmaceutici de mai sus, in
care atunci cand compozitia este depozitatd intr-un container sigilat la aproximativ 4°C sau
aproximativ 25°C si containerul este plasat intr-o atmosferd cu 50% umiditate relativa, riméane cel
putin 80% din tulpina bacteriand masuratd in unititi formatoare de colonii, dupd o perioada de cel
putin aproximativ: 1 lund, 3 luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani.

In unele modalititi de realizare, compozitia conform inventiei este furnizati intr-un
container sigilat cuprinzand o compozitic asa cum este descrisid aici. In unele modalititi de
realizare, containerul sigilat este un siculet sau o sticli. In uncle modalititi de realizare,
compozitia conform inventiei este furnizat intr-o seringd care cuprinde o compozitie asa cum este
descrisa aici.

Comporzitia conform prezentei inventii poate fi, in unele modalitdti de realizare, furnizatd
ca o formulare farmaceutici. De exemplu, compozitia poate fi furnizatd sub forma de tableta sau
capsuld. In unele modalitati de realizare, capsula este o capsula de gelatina ("gel-cap”).

In unele modalititi de realizare, compozitiile conform inventiei sunt administrate oral.
Administrarea orald poate presupune inghitirea, astfel incat compusul si intre in tractul gastro-
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intestinal si/sau administrarea bucald, linguald sau sublinguald prin care compusul pitrunde in
fluxul sanguin direct din gura.

Formulirile farmaceutice adecvate pentru administrare orald includ dopuri solide,
microparticule solide, semi-solide si lichide (incluzind faze multiple sau sisteme dispersate), cum
ar fi tablete; capsule moi sau dure care contin multi sau nano particule sau, lichide (de exemplu,
solufii apoase), emulsii sau pulberi; pastile (inclusiv umplute cu lichid); produse pentru mestecat;
geluri; forme de dozare cu dispersare rapidd; filme; ovule; spray-uri; si plasturi
bucali/mucoadezivi.

In unele modalititi de realizare formularea farmaceutici este o formulare enterica, adici o
formulare gastro-rezistentd (de exemplu, rezistentd la pH gastric) care este adecvatd pentru
eliberarea compozitiei conform inventiei in intestin prin administrare orald. Formularile enterice
pot fi deosebit de utile atunci cind bacteriile sau o altd componentd a compozitiei este sensibild la
acid, de exemplu predispus la degradare in conditii gastrice.

in unele modalitafi de realizare, formularea entericd cuprinde o acoperire enterica. in
unele modalitdti de realizare, formularea este o forma de dozare acoperitd enteric. De exemplu,
formularea poate fi o tabletd acoperitd enteric sau o capsuld acoperitd enteric sau altele asemenea.
Acoperirea entericd poate fi o acoperire enterici conventionald, de exemplu, o acoperire
conventionald pentru o tabletd, capsuld sau altele asemenea pentru eliberarea orald. Formularea
poate cuprinde o acoperire cu film, de exemplu, un strat subtire de film dintr-un polimer enteric, de
exemplu un polimer insolubil in acid.

in unele modalitifi de realizare, formularea enterica este enterica intrinsec, de exemplu,
gastro-rezistentd fard a fi necesard o acoperire enterici. Astfel, in unele modalititi de realizare,
formularea este o formulare enteric care nu cuprinde o acoperire enterici. In unele modalitati de
realizare, formularea este o capsuld obtinutd dintr-un material termogelifiant. in unele modalititi
de realizare, materialul termogelifiant este un material celulozic, cum ar fi metilceluloza,
hidroximetilceluloza sau hidroxipropilmetilceluloza (HPMC). In unele modalititi de realizare,
capsula cuprinde o carcasi care nu confine nici un polimer care formeaza film. in unele modalititi
de realizare, capsula cuprinde o carcasd, iar carcasa cuprinde hidroxipropilmetilcelulozi si nu
cuprinde niciun polimer care formeaza film (de exemplu, vezi [44]). In unele modalitati de
realizare, formularea este o capsuld enterica intrinsecd (de exemplu, Vcaps® de 1a Capsugel).

In unele modalitifi de realizare, formularea este o capsuld moale. Capsulele moi sunt
capsule care, datoritd addugdrilor de agenti de inmuiere, cum ar fi, de exemplu, glicerol, sorbitol,
maltitol si polietilenglicoli, prezenti in carcasa capsulei, au 0 anumitd elasticitate si moliciune.
Capsulele moi pot fi produse, de exemplu, pe bazi de gelatind sau amidon. Capsulele moi pe bazi
de gelatini sunt disponibile comercial de la diferiti furnizori. in functic de metoda de administrare,
cum ar fi, de exemplu, orald sau rectald, capsulele moi pot avea diferite forme, 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, prin procedeul Scherer, procedeul Accogel sau procedeul de
picurare sau suflare.

Metode de cultivare
Tulpinile bacteriene pentru utilizarea in prezenta inventie pot fi cultivate folosind tehnici
standard de microbiologie, asa cum sunt detaliate in, de exemplu, referintele [45-47].

Mediul solid sau lichid utilizat pentru culturd poate fi de exemplu agar YCFA sau mediu
YCFA. Mediul YCFA poate include (pe 100 ml, valori aproximative): Casitone (1.0 g), extract de
drojdie (0,25 g), NaHCO; (0,4 g), cisteind (0,1 g), KsHPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 g), NaCl
(0,09 g), (NH4)2S504 (0,09 g), MgSO, - TH>O (0,009 g), CaCly (0,009 g), resazurind (0,1 mg),
hemina (1 mg), biotina (1 pg), cobalamina (1 pg), acid p-aminobenzoic (3 pg), acid folic (5 pg), si
piridoxamind (15 pg).

General

Practicarea prezentei inventii va folosi, cu exceptia cazului in care este indicat altfel,
metode conventionale de chimie, biochimie, biologie moleculard, imunologie si farmacologie, in
cadrul abilititilor din domeniu. Astfel de tehnici sunt explicate pe deplin in literatura de
specialitate. Vezi, de exemplu, referintele [48-55], etc.
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Termenul "cuprinzand” cuprinde "incluzand”, precum si "constind" de exemplu o
compozitie "cuprinzand” X poate consta exclusiv din X sau poate include ceva suplimentar de
exemplu X +Y.

Termenul "aproximativ” in raport cu o valoare numericd x este optional si inseamnd, de
exemplu, x+10%.

Cuvantul "substanfial” nu exclude "complet” de exemplu o compozifie care este
"substantial liberd” de Y poate fi complet liberd de Y. Acolo unde este necesar, cuvantul
"substantial” poate fi omis din definitia inventiei.

Referirile la o identitate procentuald a secventei intre doud secvente de nucleotide
inseamna cd, atunci cAnd sunt aliniate, acel procent de nucleotide este acelasi la compararea celor
doud secvente. Aceastd aliniere si procentul de omologie sau identitate de secventd pot fi
determinate utilizand programe software cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise in
sectiunea 7.7.18 din ref. [56]. O aliniere preferatd este determinatd de algoritmul de ciutare a
omologiei Smith-Waterman folosind o ciutare de decalaj afina cu o penalizare de decalaj deschis
de 12 si o penalizare de extensie a decalajului de 2, matricea BLOSUM de 62. Algoritmul de
cautare a omologiei Smith-Waterman este dezvaluit in ref. [57].

Cu exceptia cazului in care este mentionat specific, un procedeu sau o metodd care
cuprinde numeroase etape poate cuprinde etape suplimentare la inceputul sau la sfarsitul metodei
sau poate cuprinde etape suplimentare intermediare. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise
sau efectuate intr-o ordine alternativa, dacd este cazul.

Sunt descrise aici diferite modalititi de realizare ale inventiei. Se va aprecia cd,
caracteristicile specificate in fiecare modalitate de realizare pot fi combinate cu alte caracteristici
specificate, pentru a furniza alte modalititi de realizare. In special, modalitafile de realizare
evidentiate aici ca fiind adecvate, tipice sau preferate pot fi combinate intre ele (cu exceptia
cazului in care se exclud reciproc).

MODURI DE EFECTUARE A INVENTIEI
Exemplul I - Testarea stabilitdtii

O compozifie descrisd aici contindnd cel putin o tulpind bacteriand descrisi aici este
depozitatd intr-un container sigilat la 25°C sau 4°C si containerul este plasat intr-o atmosferd
avand 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% sau 95% umiditate relativd. Dupa 1 luna, 2
luni, 3 luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani, trebuie sd rAmAana cel putin 50%, 60%,
70%, 80% sau 90% din tulpina bacteriand, masurata in unititi de formare a coloniilor, determinate
prin protocoale standard.

Exemplul 2 - Efecte protectoare asupra ischemiei cerebrale la soareci
Rezumat

Au fost testate cinci grupuri (1M, 2M, 3M, 4M si SM) de 15-20 soareci. Numai animalele
cu un comportament normal au fost incluse in studiu. Prima zi de dozare a fost Ziua -14. Grupurile
IM si 2M au primit zilnic o solutic martor de PBS din prima zi de dozare pand la terminare.
Grupul 4M a primit zilnic un martor de pulbere liofilizatd din prima zi de dozare pana la terminare.
Grupul 5M a primit zilnic bacterii uscate prin inghetare din prima zi de dozare pand la terminare.
Toate tratamentele au fost administrate in a doua jumadtate a zilei de lucru. Ordinea de tratament a
grupurilor a fost alternati aleatoriu in fiecare zi de studiu. In ziua 1, toti soarecii au fost anesteziati.
In partea ventrali a gitului s-a efectuat o incizie pe linia mediani, pentru a expune arterele carotide
comune dreaptd si stingd. Apoi in grupurile 2M, 3M, 4M si 5M a fost indus un model I/R de
ischemie-reperfuzie cerebrald prin ocluzia bilaterald a arterei carotide comune (BCCAO) folosind
cleme vasculare, timp de 15 minute. La sfarsitul fiecdrei ocluzii, clemele au fost indepartate.
Grupul 1M, grupul fals operat, a suferit aceeasi procedurd chirurgicald, dar fara ocluzie a arterelor
carotide Grupul 3M a primit o injectie de MK-801 ca martor pozitiv imediat dupd operatie. Pentru
a menfine tratamentul cit mai similar posibil, grupurile 1M, 2M, 4M si 5M au fost, de asemenea,
injectate cu solutie salind steril imediat dupd operatie. Jumatate din fiecare grup a fost terminata in
ziua 15 si cealaltd jumatate a fost terminatd in ziva 29.

Tulpina
Bacteria Blautia hydrogenotrophica depusd sub numadrul de acces DSM 14294,
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Program de administrare
Volume doza '
EGrup Nr’. de Tratament Nivel doza (mg/kg) (ml/kg sau Calg . de
INr. i{animale ; administrare
: ml/animal)
IM 15 PBS (martor fals /a 10
5 operat)
PO
oM 20 PBS ~ (martor:, ., 10
5 negativ)
3M 20 MK-$OI (martor 3mg/kg (1med1g1t d}lpa 10 P
pozitiv) operatia chirurgicald)
Pulbere uscati N .
4M 20 prin inghetare 7,8 mg in 100 pl 100 pl pe animal oo
Bacterii  uscate{15,6 mg in 100pl (dozi .
SM 20 prin inghetare  ibacterii = 2x108) 100 i pe animal
Model de studiu

Zilele -14 la 14: Doza zilnicd de martor PBS (grupuri 1M si 2M), martor pulbere uscati
prin inghetare (grupul 4M) sau bacterii uscate prin inghetare (grupul SM).

Ziua 1: Modelul I/R de ischemie-reperfuzie cerebrald indusa in grupurile 2M, 3M, 4M si
5M prin interventie chirurgicald; grupul 1M (martor operat fals) a fost operat, dar fard ocluzia
arterelor carotide. Grupul 3M a primit MK-801, iar grupurile 1M, 2M, 3M si 5M au primit solutie
salind sterild, imediat dupa operatie.

Ziua 15: Jumitate din soarecii din fiecare grup au fost terminati.

Ziua 15 la 28: Doza zilnicd de PBS martor (grupurile 1M si 2M), pulbere uscatd prin
inghetare martor (grupul 4M) sau bacterii liofilizate (grupul 5M) pentru soarecii ramasi din fiecare

grup.
Ziua 29: Terminarea soarecilor rimasi.

Alte variabile de studiu
Mortalitatea si morbiditatea tuturor soarecilor au fost verificate de doud ori pe zi.

Masuratorile greutdtilor corporale ale tuturor soarecilor au fost efectuate de doud ori pe
sdptimand.

Probe de sange (100 pL fiecare) au fost colectate in decurs de 2-3 ore intr-o ordine
randomizatd in tuburi de litiu-heparind de la fiecare soarece, inainte de tratament pand in ziua -14.
in ziua 15, au fost prelevate 150 pL probe de singe de la toti soarecii, jumatate din cantitate a fost
luatd in tuburi de Li-heparind si cealaltd jumatate in tuburi EDTA. Dupi prelevarea de sange,
jumdtate din soareci au fost terminati. In ziua 29, aceeasi proceduri de prelevare de sange a fost
aplicata pentru a doua jumatate dintre soareci.

Peletele de fecale au fost, de asemenea, colectate la trei momente de timp: Ziua -14, Ziua
15 si Ziua 29. Fiecare prelevare a fost efectuatd intr-un mediu steril (complet aseptic = curdtat intre
animale), fiecare soarece fiind scos din cusci si plasat separat intr-o noud cutie sterild pentru
recoltarea individuald a peletelor. Au fost colectate cat mai multe pelete posibil pentru a se atinge
un minim de 80 mg si, de preferintd, 100 mg de material pe soarece.
Test cu ecran inversat

Un test cu ecran inversat a fost efectuat in Ziua -2/-1 (linia de baz), Ziua 14 si Ziua 28.
Intr-un test cu ecran inversat exemplar ([58], [59]), soarecii neinstruiti sunt asezati individual
deasupra unui ecran din plasd de sarma care este montat orizontal pe o tijd metalicd deasupra unei
suprafete cdptusite. Tija este apoi rotitd cu 180° astfel incat soarecii sd fie pe partea de jos a
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ecranului. Se inregistreaza timpul necesar ca soarecele s cadd din partea de jos a ecranului pe
suprafata captusit.

Un test cu ecran inversat poate masura timpul in citeva secunde sau poate utiliza scorul
de deficit neurologic: ciderea intre 1-10 secunde = 1; care se incadreazi intre 11-25 sec = 2; care
se incadreaza intre 26-60 sec = 3; care se incadreaza intre 61-90 sec = 4; cdderea dupa 90 sec = 5.

Test de recunoastere sociald

Un test de recunoastere sociald a fost efectuat in ziua -2/-1 (linia de baza), ziua 14 si ziua
28. Intr-un test de recunoastere sociald exemplar (60), fiecare soarece de testat este plasat
individual intr-o cuscd care are o dimensiune similard cu aceea a custii de acasd si ldsat sd se
aclimatizeze in cusca timp de aproximativ 30 de minute. Un al doilea soarece tinta este apoi plasat
in cuscd cu soarecele de testat. Durata totald a investigatiei sociale, definitd ca adulmecare si
urmdrire apropiatd (<2 cm distantd de baza cozii) a soarecului tintd sunt inregistrate pe o perioada
de 2 minute. Timpul petrecut investigand soarecele fintd in primul test este notat T1. Testul este
apoi repetat o ord mai tirziu folosind acelasi soarece tintd. Timpul petrecut investigind soarecele
{intd in al doilea test este notat T2. Un soarece de testat cu un T2 mai mic decat T1 demonstreaza
recunoastere sociald (adicd recunoasterea unui soarece tintd familiar in testul de repetare duce la
mai putind investigatie si un T2 mai mic decat T1).

Rezultate

Rezultatele testului ecranului inversat sunt prezentate in Figura 1. Axa y din Figura 1
reprezintd valoarea de la linia de bazd in secunde minus valoarea ulterioard in secunde (Ziua 14
sau 28 in functie de axa x). Axa y reprezintd prin urmare schimbarea timpului nainte de cidere, in
raport cu linia de baza. Deoarece axa vy scade valoarea ulterioard din valoarea de bazd, o valoare
pozitivd a axei y este reprezentativd pentru o reducere a timpului inainte de cidere (adicd o
performanta mai slab3 in test) si o valoare negativa a axei y este reprezentativd pentru o crestere de
imbunatitire clard in raport cu grupul martor cu vehicul 2M, demonstrand ci, compozitia conform
inventiei a ajutat la recuperarea si imbunatitirea functiei neurologice si a abilitifilor motorii in
urma leziunii cerebrale induse.

Rezultatele testului de recunoastere sociald sunt prezentate in Figura 2. Axa y din Figura
2 reprezintd T1-T2. Prin urmare, cu cat valoarea T2 este mai micd (ceea ce demonstreazd o
recunoastere sociald mai mare), cu atat este mai mare valoarea axei y. in Ziua 14 si Ziua 28, grupul
tratat (SM) a prezentat cea mai inaltd recunoastere sociald, demonstrand ci, compozifia conform
inventiei a ajutat la recuperarea si imbunatatirea functiei neurologice si a recunoasterii sociale in
urma leziunii cerebrale induse.

Exemplul 3 - Efectele liofilizatului bacterian asupra productiei de SCFA la sobolani sdndtosi

Au fost studiate efectele administrdrii cronice a unui liofilizat de tulpind de Blautia
hydrogenotrophica DSM 14294 asupra productiei de SCFA la sobolani HIM sandtosi si rezultatele
sunt raportate in Figura 3. Mai multe detalii privind experimentele sunt redate mai sus in
descrierile din figurd. Figura 3 arati cd administrarea de BH induce o crestere semnificativd a
productiei de acetat, precum si a celei de butirat.

Exemplul 4 - Eficacitatea B. hydrogenotrophica studiatid pentru microbiota umand pe un
modelul de sobolan asociat (sobolan HMA)

Rezumat

Grupuri de 16 sobolani liberi de germeni (cuprinzind 8 sobolani in grupul martor si 8
sobolani in grupul de tratament) au fost inoculati cu microbiota fecald de la un subiect IBS uman
(sobolani IBS-HMA). Trei experimente succesive au fost efectuate folosind probe fecale de la 3
pacienti IBS diferiti. Alte doud grupuri de sobolani (n = 10) au fost inoculafi cu probe fecale de
viscerale. Astfel, au existat 24 de sobolani asociati cu microbiota IBS (martor), 24 de sobolani
asociafi cu microbiota IBS tratafi cu Blautix si 20 de sobolani asociati cu microbiota sdnitoasa.
Jumatate din sobolanii IBS-HMA au fost apoi administrafi timp de 28 de zile cu o compozitie
cuprinzand tulpina bacteriand de B. hydrogenotrophica conform inventiei, in timp ce cealalti
jumatate dintre animale au primit o solutie martor.
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Tulpina
Blautia hydrogenotrophica (BH) tulpina DSM 14294,

Compozitie si administrare

Liofilizatul BH a fost suspendat in solutic minerald sterild la o concentratic de 10'°
bacterii per ml. Doi ml din aceastd suspensie s-au administrat zilnic pe sobolan IBS-HMA, prin
gavaj oral, pentru o perioada de 28 de zile.

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

Sobolani

Sobolanii Fisher masculi liberi de germeni (cu varsta de 10 saptimani) au fost inoculati
cu microbiota fecald umand de la un subiect IBS (sobolani IBS-HMA). Saisprezece sobolani au
fost inoculati cu acelasi inocul fecal uman. Au fost efectuate trei experimente succesive cu probe
fecale de la trei subiecti IBS diferifi. Alte doud grupuri de zece sobolani au fost inoculate cu probe
fecale de la 2 subiecti sdnitosi (grupuri martor de normosensibilitate).

Model de studiu
Ziua -14 - Inocularea sobolanilor liberi de germeni cu microbiotd fecald umana.

Zilele O - 28 - Doza zilnica de liofilizat de BH (grup de analizd) sau solutie martor (grup
martor) prin gavaj oral
Intre zilele 14 si 22 - operatie de implantare a electrodului in abdomen (pentru analiza de distensie)
Zilele 22-28 - Adaptarea sobolanilor pentru a evita stresul asociat testului de distensie.

Ziua 28 - testul analiza de distensie si eutanasierea animalelor pentru colectarea probelor
cecale pentru analize de sulfuri si acizi grasi cu lant scurt (SCFA).

Zilele 0, 14 si 28 - Colectarea de probe fecale pentru analiza microbiand: gPCR pentru
evaluarea populatiei BH si a altor grupuri de microorganisme comensale si enumerarea grupurilor
functionale de microorganisme utilizind medii selective si metoda strict anacroba.

Rezultate

Figura 4 prezinti rezultatele analizei qPCR a populatiei de B. hydrogenotrophica in probe
fecale de la sobolani IBS-HMA care primesc solufie martor sau liofilizat de BH. O crestere
semnificativd a populatiei de BH a fost observata la sfarsitul perioadei de administrare (D 28) la
sobolanii cdrora li s-a administrat liofilizat de BH, ceea ce confirma eliberarea cu succes a BH in
colon.

Figura 5 raporteazd impactul administrdrii de BH asupra principalilor metaboliti
fermentativi, acizii grasi cu lan{ scurt, in probe cecale de sobolani IBS-HMA. Administrarea de
BH a avut ca rezultat o crestere semnificativd a concentratiei de acetat, precum si la o crestere
semnificativd a concentratiei de butirat (Figura 5B).

Exemplul 5 - Evaluarea histologicd a efectului B. hydrogenotrophica asupra tesuturilor
cerebrale in modelul de ischemia-reperfuzia cerebrald I/R la soareci
Rezumat

Un numdr de soareci au fost supusi modelului de ischemie-reperfuzie cerebrald I/R asa
cum este evidentiat in Exemplul 2 de mai sus. La terminarea experimentului, fie in ziua 15, fie in
ziua 29, tesuturile cerebrale ale soarecilor au fost supuse unor examindri histopatologice. Modelul
de ischemie determind o restrictie a alimentdrii cu singe a tesuturilor cerebrale, ceea ce determind
o lipsd de oxigen si glucoza necesare pentru metabolismul celular si, prin urmare, pentru a mentine
tesutul viu. Prin urmare, acest model imit patologia accidentului vascular cerebral.

Pentru a se determina dacd compozitiile conform inventiei au redus efectul modelului de
ischemie-reperfuzie asupra tesuturilor cerebrale, la terminarea modelului de ischemie-reperfuzie a
fost studiatd histologia tesuturilor. Tesuturile au fost studiate in ceea ce priveste scorul picotic
(care evalueaza gradul de necrozd si moarte celulard) si In ceea ce priveste vacuolizarea (care
evalueazi gradul de degenerare similari cu apoptoza). In consecintd, acestia sunt markerii cheie ai
numarului de celule care au intrat in procese de apoptoza sau necrozd, adicd numarul de celule care
mor. Acest lucru apare dupd un accident vascular cerebral si un accident vascular cerebral
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experimental, din cauza deteriordrii celulelor, ca urmare a lipsei de sange/oxigen. Cu cat acesti
parametri sunt mai ridicati, cu atit distrugerea indusd de un accident vascular cerebral este mai
mare. Cu cat acesti parametri sunt mai scazuti, cu atit compozitia conform inventiei este mai bund
pentru a preveni distrugerea in timpul accidentului vascular cerebral sau pentru a ajuta la
recuperarea dupd un accident vascular cercbral.

Tulping
Bacteria Blautia hydrogenotrophica depusd sub numadrul de acces DSM 14294.

Modelul si protocolul studiului

Modelul de ischemie-reperfuzie a fost realizat ca in Exemplul 2. Numarul de animale
luate pentru examinarea histologica in fiecare grup de studiu este prezentat mai jos.

Grup Nr. {Tratament iNr. de animale
In ziua 15 In ziva 29
1M PBS (martor fals operat) 6 5
M PBS (martor negativ) 9 8
3M MK-801 (martor pozitiv) 8 6
4M Pulbere uscati prin inghetare 5 7
M Bacterii uscate prin inghetare 6 5

Prepararea tesuturilor pentru analiza histologicd

La terminare animalele au fost sacrificate prin asfixiere cu CO,. Acolo unde este posibil,
jumadtate din animale au fost sacrificate in ziua 15, iar cealaltd jumdtate au fost sacrificate in ziua
29. Dupd perfuzie numai cu solutie salind, de la fiecare soarece au fost recoltate ileonul, cecumul
si colonul, transferate in tuburi sterile marcate separate si depozitate la - 80°C. Creierele au fost, de
asemenea, recoltate dupd perfuzie salind. Emisfera dreaptd a fiecirui creier a fost fixatd cu 2,5%
paraformaldehida si stocat la 2-8°C. Emisfera stingd a fiecarui creier a fost stocatd la -80°C.

Sectiunile din emisfera dreaptd a tuturor animalelor pe grup au fost incércate pe lamele
urmate de examinarea histologica. Tesuturile au fost taiate, incorporate in parafind, sectionate la o
grosime de aproximativ 5 microni si colorate cu hematoxilind si eozind (H&E) (precum si cu
reactivi TUNEL) folosind protocoale standardizate. Lamelele au fost examinate la un microscop
cu lumind. Fotografiile au fost realizate cu ajutorul microscopului (Olympus BX60) la miriri X10,
X20 si X40. Aparatul fotografic utilizata a fost Olympus DP-73.

Protocol de evaluare histologicd

Au fost numdrate celulele cu cariopicnozi si apoptotice, si au fost calculate valorile
medii. Numdrarea neuronilor a fost efectuatdi manual in emisfera dreaptdi a hipocampului
soarecilor. Au fost evaluate zece cAmpuri de mdriri X20 pentru scorul de picnoza si vacuolizare
dupd cum urmeaza.

Scoruri semicantitative de picnoza si vacuolizare:

1. Gradul 0 = fara celule afectate

2. Gradul 1= pana la 10 celule afectate

3. Gradul 2 = >10 si < 20 celule afectate

4. Gradul 3 = >20 si < 30 celule afectate

5. Gradul 4 = >30 si < 40 celule afectate

6. Gradul 5 = >40 si < 50 celule afectate

7. Gradul 6 = >50 celule afectate

S-a determinat un scor pentru fiecare cAmp de marire X20 pentru fiecare soarece dintr-un
grup de probe dat. Scorurile pentru fiecare grup de probe au fost apoi mediate pentru a da valoarea
medie afisata in graficele rezultatelor (Figurile 6A si 6B).
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Rezultate
Picnoza

Figura 6A prezintd scorul semicantitativ de picnozd dupd colorarea histologici H&E.
Dupa cum era de asteptat, soarecii cu martor negativ PBS (2M) supusi testului de ischemie-
reperfuzie au prezentat o crestere semnificativd a numarului de celule necrotice si/sau muribunde
comparativ cu martorul fals negativ (1M adicd soareci care nu au fost supusi testului de ischemie-
reperfuzie si care au prezentat un scor sub Gradul 1). in plus, soarecii cirora li s-a administrat
martorul pozitiv MK-801 (3M) au prezentat un scor scdzut de picnoza, care indicd un numir redus
de celule necrotice. Surprinzitor, soarecii cdrora li s-a administrat compozitia conform invenfiei
(5M) au prezentat un scor de picnoza chiar mai redus, care a fost, de asemenea, redus semnificativ
in comparatie cu grupul martor negativ PBS (ZM) si redus fati de cel al soarecilor cdrora li s-a
administrat pulberea liofilizati (4M). In consecint, soarecii cirora li s-a administrat compozitia
conform inventiei prezintd o tendintd semnificativd de necroza tisulard redusa cauzati de ischemie.

Vacuolizare

Figura 6B demonstreazi scorul semicantitativ al vacuolizirii dupd colorarea histologici
H&E. Din nou, asa cum era de asteptat, soarecii martor negativ PBS (2M) supusi testului de
ischemie-reperfuzie au prezentat o crestere semnificativd a numdrului de celule necrotice si/sau
muribunde comparativ cu martorul negativ simulat (1M), care a prezentat un scor chiar peste
Gradul 0. Contrar observatiilor pentru scorul de picnoza, administrarea martorului pozitiv (3M) nu
a redus scorul de vacuolizare, indicAnd faptul cd MK-801 nu reuseste sd reducd gradul mortii
celulare declansate de apoptozd. Cu toate acestea, soarecii cdrora li s-a administrat compozitia
conform inventiei (5M) au demonstrat o reducere semnificativi a scorului de vacuolizare, mai
micd decat toate celelalte grupuri. In consecintd, compozitiile conform prezentei inventii reduc
gradul mortii celulare apoptotice cauzate de ischemie.

Histologie reprezentativi

Figura 6C reda fotografii reprezentative ale lamelelor colorate H&E de la fiecare dintre
animalele testate. Aceste imagini au fost folosite pentru a pregiti scorurile semicantitative
discutate mai sus. Grupul 5M (cfruia i s-a administrat compozitia conform prezentei inventii)
prezintd o densitate si un numdr mai mare de celule si o vacuolizare redusd, comparativ cu grupul
4M (martor cu pulbere uscatd prin inghetare) si sunt mai aseminatoare cu martorul pozitiv MK-
801. Intr-adevdr, soarecii cdrora li s-a administrat compozitia bacteriand conform prezentei inventii
prezintd o histologie tisulard mult imbunitititd comparativ cu martorul negativ al modelului de
soareci ischemici (2M).

Concluzii

Tulpina de B. hydrogenotrophica conform prezentei inventii imbunititeste semnificativ
histologia tesutului cerebral la soarecii supusi testului de ischemie-reperfuzie comparativ cu ambii
martori negativi. In sensul acesteia, compozitia bacteriana a redus numarul de celule necrotice si
moarte, precum si numarul de celule care suferd apoptoza (vacuolizare). Desi pulberea liofilizatd a
cauzat, de asemenea, o usoard reducere a scorurilor de picnoza si vacuolizare, aceastd reducere nu
a fost observatd in aceeasi misurd in acest grup experimental, in care grupului i s-a administrat
martorul liofilizat este acela cd pulberea liofilizatd contine zaharuri care ar putea avea un efect
asupra recuperdrii celulelor supuse unui nivel redus de oxigen si metaboliti (datoritd testului de
ischemie-reperfuzie). Cu toate acestea, tulpina bacteriand conform prezentei inventii prezintd o
histologie imbunatititd clar atit in ceea ce priveste scorurile de picnoza cit si in ceea ce priveste
vacuolizarea, comparativ cu martorul negativ cu pulbere liofilizati. in consecintd, aceastd tulpind
bacteriand demonstreaza capacitatea de a preveni moartea celulard in fesuturile cerebrale (prin
necrozd sau apoptoza) si/sau ajutd la recuperarea fesutului cerebral dupd distrugerile induse de
ischemie.
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SECV ID NR:1 (Gend ARN ribozomala 16S a tulpinii de Blautia stercoris, secventd
partiala HM626177

tgcaagtcga
gcggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggcet
attagatacc
tctteggtge
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttegggac
gggttaagtc

gcgaagcgcet
gagtaacgcg
accgcataag
acccgecgtcet
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgyg
ggatttactg
gcttaacccce
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcc
cgcagcaaac
gaattgacgg
gaccttacca
agagaagaca

ccgcaacgag

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgecac
agtcttgaca
ggtggtgcat

cgcaacccect

ccttcecggggg

gcctcataca
cgcatgatac
ttggaggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcce
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtegtce

atcctcagta

aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggccecac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcgtaa
agctegtgte
gccagcaggt

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacg
gcccagactce
cagcgacgcec
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaacecttt
gtgagatgtt
gaagctgggce

actctgtgga
gccccttatg
gcgagggygga
tgcacgaagc
ggtcttgtac

gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgcect

acaccgcccg

gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg

tcacaccatg

aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttecgg
aatcagaatqg

ggagtcagta

ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgecggtgaa

acgcccgaag

aaatcatcat
aagcgagccce
gcaactcgac
tacgttcccg
tec
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SECV ID NR: 2 (Gena ARN ribozomala 168 WAL 14507 a tulpinii de Blautia wexlerae

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

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

caagtcgaac
gacgggtgag
tgctaatacc
aagatggacc
catagcecggce
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggcet
agcggaattce
ggcggcttac
agataccctg
ttcggtgccg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccc
ctggggagac
ccttatgatt
agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca

tgcaaagaag

secventad partiala EF036467

gggaattant
taacgegtgg
gcataagcgc
cgcgttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gcceccecggceta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagce
tggacggtaa
gtagtccacg
tcgcaaacgc
attgacgggyg
ccttaccaag
gcgagacadd
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt

ccgceccgtea

gagctgecga

ttattgaaac
gtaacctgcce
acagagctgce
tagcttgttyg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcce
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccc
aatcgcggat

caccatggga

aggcgggacc

tteggtcgat
ttatacaggg
atggctcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgcg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacctgggg
gcggtggage
cgectgaceg
ttgtcgtcag
cctcagtagce
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

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

gtgaagtcgt

tctagtggeg
cagaaatggc
ccggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgcegeg
tgacggtacc
gggggcaagce
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt
ggcaaagcca
caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttcc
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgcc
cgagattgtg
acccgactac
gttccecgggt
gtgacctaac

aacaaggt

SECV ID NR:3 (secventd ARNr 16S consens pentru tulpina 830 de Blautia stercoris)

TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTTACGACAGAACCTT
CGGGGGAAGAT GTAAGGGACTGAGCGGCGCACGGEETGAGTAACGCETGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACA
GTTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGAT
GGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
ACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAA
CCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTAT CAGCAGGGAAGARAAATGACGG
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TACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTT
ACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTCGATGTGAAAGGCTGGGGCTTAACCCCAGGACTGCATTGG
ARACTGTTTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGCTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTCGGTGCCGCAGCAAACGCAA
TAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACT CAARAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCGATCTGACCGGTTCGTAATGGAACCTT
TCCTTCGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTATCGTCAGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCACT CTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGG
AMAGGCGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAARACARAAGGG
ARGCGAGCCCGCGAGGGGGAGCARATCCCAAARAATAACGTCCCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGCTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCCAACCTTAGGGAGGCGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTG
GGGTGAAGTCTAGGGGGT

SECV ID NR:4 (secventd ARNr 165 consens pentru tulpina MRX008 de Bfautia wexlerae)

TTCATTGAGACTTCGGTCGATTTAGATTCTATTTCTAGTGGCGGACGGGTCGAGTAACCCGTGGGTAACCTGCCTTAT
ACAGGGGGATAACAGT CAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTC
CGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTTGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCG
GCCTGAGAGGGTGAACGCCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGG
GAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAG
CGTTATCCGGATTTACTCGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCTCAACCT
GTGGACTGCATTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGCGAATTCCTAGTGTAGCGGTGARATGCGTA
GATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGARAGCGTGGGGAGC
ARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACCGATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCTTCGGTG
CCGTCGCAAACGCAGTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAANACT CAAAGGAATTGACGGGGACCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCGCCTGACCGA
TCCTTAACCGGATCTTTCCTTCGGGACAGGCGAGACAGCTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACCAGCGCAACCCCTATCCTCAGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCA
GGGATAACCTGGAGGAACGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGTAAACAAAGGGAACCGAGATCGTGAGATGGAGCAAATCCCAARAATAACGTCCCAGTTCGGACTGTAGTCTGC
AACCCGACTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGT CAGTGACCTAACTGCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SECV D NR:5 {gend ARN ribozomald 183 85a36 a tulpinii de Blautia
hydrogenotrophica, secventa partiald X85624.1)

1 gatgaacgct ggoggegbge ttaacacaty caagtogaac gaagogatag agaacggaga

2)

i tttcggttga aghtttcetat tgactgaghyg goggacqggyt gagtaacgog tgdgtaacct

o
i
]
e
&
oy
o
)
3
)

gocchataca gggggataac agitagaaal gactygclaalt accgeataag cgracagobtt
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cgcatgaagc
ttggtgaggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcc
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttcccacctg
caagcggtgg
atccctctga
tggttgtcgt
tattcttagt
gaggaaggtg
tacaatggcg
tctcagtteg
gaatcagaat
gggagtcagt

gactgataac
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<210>
<211>
<212>

<213> Blautia stercoris

<400>
tgcaagtcga
geggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagee
ctacgggagg
gecgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcece
aaaggctggg
gtaageggaa
gaaggcggct
attagatacc
tetteggtge
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttegggac
gggttaagte
actctgtgga
gccecttatg
gcgaggggga
tgcacgaage
ggtettgtac

<210>

<211>

<212>

gcgaagecgct
gagtaacgeg
accgcataag
acccgegtct
ggcctgagag
cagecagtggg
agaagtatct
gaagececegg
ggatttactg
gcttaacccce
ttectagtgt
tactggacgg
ctggtagtce
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgcet
acaccgecccg

<213> Blautia wexlerae

<400>

caagtcgaac
gacgggtgag
tgectaatace
aagatggacc
catagecgge
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttateecgga
ggcatggget
agceggaatte
ggeggettac
agatacecctg
tteggtgeeg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttecgggacag
gttaagtcce

ctggggagac
ccttatgatt

agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca
tgcaaagaag
<210>
<211>
<212>

gggaattant
taacgegtgg
gcataagege
cgegttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
geeceggeta
tttactgggt

caacctgtgg
ctagtgtage
tggacggtaa
gtagtceccacg
tegecaaacge
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagg
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgeccgtea
gagctgececga

<213> Blautia stercoris

<220>
<221>

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacgge
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgecat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgceg
tcacaccatg

ttattgaaac
gtaacctgee
acagagctge
tagettgttg
gaacggccac
tattgecacaa
tatgtaaact
actacgtgee
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatge
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tettgacate
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccce
aatcgcggat
caccatggga
aggcgggacce

31

ccttecggggg
gcctecataca

cgcatgatac

ttggaggggt
cacattggga

caatggggga
acttctatca
gccagecagec
gagcgtagac
tggaaactgt
tgegtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttecacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgtce
atcctcagta
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttegg
aatcagaatg

ggagtcagta

tteggtegat
ttatacaggg
atggetcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tetatecagea
agcagccgeg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacectgggg
gceggtggage
cgectgaceg
ttgtegtcag
cctcagtage
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gecggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcegtaa
agctcgtgte
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtcet
tcgeggtgaa
acgcccgaag

ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggececcaccaa
agacacggece
cctgatgeag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagte
acttgagtge
ggaggaacac
cgtggggage
ggtgtegggt
agtacgtteg
atgtggttta
atccttaace
ctegtgtegt
cagcatttaa
tgacgtcaaa
caaagggaag
gtagtctgeca
cggtgaatac
cccgaagtcea

gtgaagtcgt

1

1372
ADN

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacg
gceccagacte
cagcgacgcece
aaatgacggt
gtagggggea
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtgge
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctggge
aaatcatcat
aagcgagcce
gcaactcgac
tacgttcecceg
te

1

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1372
2

1438
ADN

tetagtggeg
cagaaatgge

ccggtggtat
ggecgacgate
cagacteccta
cgacgeccgeg
tgacggtace
gggggcaagce
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggecgaa
aaacaggatt
ggcaaagceca
caagaatgaa
attecgaagea
ggatetttee
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgee
cgagattgtg
acccgactac
gttccegggt
gtgacctaac

aacaaggt

2
60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1438
3

1481
ADN
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32

<223>a,t,csaug

<400>
tttkgtectgg
gcttacgaca
gegtgggtaa
aagcgcacag
tctgattage
gagggtgaac
ggggaatatt
teteggtatg
cggctaacta
ctgggtgtaa
cccaggactg
tgtageggtg
cggtaactga
tccacgeegt
aacgcaataa
cggggacccg
caagtcttga
caggtggtge
agcgcaacce
gggataacct
tacacacgtg
caaaaataac

ctagtaatcg cgaatcagaa tgtegeggtg aatacgttee cgggtettgt acacacegece

ctcaggatga
gaaccttecgg
cctgecteat
tatcgecatga
tagttggagg
ggccacattg
gcacaatggg
taaacttcta
cgtgeccagea
agggagegta
cattggaaac
aaatgcgtag
cgttgagget
aaacgatgaa
gtattccace
cacaagecggt
catcgatctg
atggttgtcg
ctategtecag
ggaggaagge
ctacaatgge

gtccecagtte

acgectggegg
gggaagatgt
acagggggat
tacagtgtga
ggtaacggce
ggactgagac
ggaaaccctg
tcagecaggga
gccgeggtaa
gacggaagag
tgtttttett
atattaggag
cgaaagegtg
tactaggtgt
tggggagtac
ggagcatgtg
accggttegt
tcagctegtg
tageccagecag
ggggacgacg
gtaaacaaag
ggactgcagt

cgtgettaac
aagggactga
aacagttgga
aaaactccgg
caccaaggcg
acggcccaga
atgcagcgac
agaaaatgac
tacgtagggg
caagtctgat
gagtgccgga
gaacaccagt
gggagcaaac
tggggagcaa
gttegcaaga
gtttattcga
aatggaacct
tcgtgagatg
gtaaagectgg
tcaaatcate
ggaagecgage
ctgcaactcg

acatgcaagt
gcggeggacyg
aacggctgcet
tggtatgaga
acgatcagta
ctecctacggg
geccgegtgaa
ggtacctgac
gcaagcgtta
gtgaaaggct
gaggtaagcg
ggcgaaggeg
aggattagat
agctcttegg
atgaaactca
agcaacgcga
tteetteggg
ttgggttaag
gecactectgag
atgcccctta
ccgegagggyg
actgcacgaa

cgagcgaagce
ggtgagtaac
aataccgcat
tggaccecgeg
geceggectga
aggcagcagt
ggaagaagta
taagaagccece
tcecggattta
ggggcttaac
gaattcctag
gcttactgga
accctggtag
tgecegeagea
aaggaattga
agaaccttac
acagagaaga
tececegecaacg
gagactgececa
tgatttggge
gagcaaatcc
gctggaatcg

1380

cgtcacacca tgggagtcag taacgcecga agtcagtgac ccaaccttag ggagggaget 1440
gccgaaggeg ggattgataa ctggggtgaa gtctaggggg t

<210>
<211>
<212>

<213> Blautia wexlerae

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
ttcattgaga
tgggtaacct
cgcacagage
gattagcttg
ggtgaacgge
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
tggactgcat
ageggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
cgcagtaagt
gggacccgcea
aagtcttgac
aggtggtgca
gcgcaacccee
gataacctgg
cacacgtgcet
aaaataacgt
agtaatcgeg
tcacaccatg
cgaa

ctteggtgga
geccttataca

tgecatggete
ttggtggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagecagece
gagcgtagac
tggaaactgt
tgegtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
attccacctg
caagcggtgg
atcecgectga
tggttgtcgt
tatcectcagt
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttegg
gatcagaatg

ggagtcagta

tttagattct

gggggataac
agtgtgaaaa
aacggececac

ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gecggtaatac
ggtgtggcaa
catacttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgtceng
gggagtacgt
agcatgtggt
ccgatccectta
cagctcgtgt
agccagcatt
ggatgacgtce
aaacaaaggg
actgtagtct
ccgeggtgaa
acgcccgaag

atttctagtg
agtcagaaat
actcecggtgg
caaggcgacg
gececcagacte
cagcgacgcece
tagtgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgceggaggg
caccagtgge
agcaaacagg
gggagcatgg
tcgcaagaat
ttaattcgaa
accggatcectt
cgtgagatgt
taaggtggge
aaatcatcat
aagcgagatc
gcaacccgac
tacgtteeceg
tcagtgacct

gcggacgggt
ggctgetaat
tataagatgg
atccatagece
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agegttatee
aaaggcatgg
gtaagcggaa
gaaggcggcet
attagatacc
ctetteggtg
gaaactcaaa
gcaacgcgaa
tecetteggga
tgggttaagt
actctgggga
gececttatg
gtgagatgga
tacacgaagce
ggtcttgtac
aactgcaaag

1481

1384
ADN

4
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttg
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagcccecegg
ggatttactg
gctcaacctg
ttectagtgt
tactggacgg
ctggtagtce
cecgtegecaaa
ggaattgacg
gaaccttace
caggecgagac
cccgecaacga
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgcect
acaccgecccg
aaggagctge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1384
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<210>
<211>
<212>

<213> Blautia hydrogenotrophica

<220>
<221>
<222>

MD/EP 3630136 T2 2021.08.31

<223>a,t,csaug

<400>

gatgaacgct
tttcggttga
gccctataca
cgcatgaage
ttggtgaggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagecagee
gagcgtagac
tggaaactgt
tgegtagata

tgaggctecga
cgatgaatac
tteccacetg
caagceggtgg
atcecctetga
tggttgtcgt
tattecttagt
gaggaaggtg
tacaatggcg
tctcagtteg
gaatcagaat
gggagtcagt
gactgataac

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

aagcgtgggg
taggtgtegg
gggagtacgt
agcatgtggt
ccgggaagta
cagctcgtgt
agccagcagg
gggatgacgt
taaacaaagg
gattgtagte
gtcgeggtga
aacgcccgaa
tggggtga

33

ttaacacatg
tgactgagtg
agttagaaat
actgaggtgg
caaggcgacg
gcccaaactce
cagcgacgee
aagtgacggt
gtaaggggeca
gtctgatgtg
tgcecggagag
caccagtgge

agcaaacagg
gtggcaaagce
tecgecaagaat
ttaattcgaa
atgttecett
cgtgagatgt
tagagetggg
caaatcatca
gaagcgaagg
tgcaactcga
atacgttccce

gtcagtgacc

caagtcgaac
gcggacgggt
gactgctaat
tataggatgg
atccatagcece
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatce
aaaggcatgg
gcaagcggaa
gaaggecggec

attagatacc
cattecggtge
gaaactcaaa
gcaacgcgaa
ttetteggaa
tgggttaagt
cactctaggg
tgcececettat

ggtgacctgg
ctacatgaag

gggtcttgta
caaccnaaag

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

gaagcgatag
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttg
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagcccegg
ggatttactg
gctcaaccetg
ttecctagtgt
tgetggacgg

ctggtagtcce
cgcagcaaac
ggaattgacg
gaaccttacce
cagaggagac
cccgcaacga
agactgccag
gatttgggct
agcaaatctc
ctggaatcge
cacaccgccee

gagggagctg

1458
ADN

1416

5
agaacggaga
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August 2017 (2017-08-11), pages 5413-5417, XP055495331, GR ISSN: 1791-2997, DOI:
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e  WO-A1-2015/033305
e BHARGAVA PAVAN ET AL: "Gut Microbiome and Multiple Sclerosis”, CURRENT
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CURRENT SCIENCE INC, US, vol. 14, no. 10, 10 September 2014 (2014-09-10), pages
1-8, XP035394087, ISSN: 1528-4042, DOI: 10.1007/S11910-014-0492-2 [retrieved on
2014-09-10]
e  WO-A1-2016/203218
e (. LIU ET AL: "Reclassification of Clostridium coccoides, Ruminococcus hansenii,
Ruminococcus hydrogenotrophicus, Ruminococcus luti, Ruminococcus productus and
Ruminococcus schinkii as Blautia coccoides gen. nov., comb. nov., Blautia hansenii

comb.

nov.,

Blautia hydrogenotrophica comb.

nov.,

Blautia luti

comb. nov",

INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC AND EVOLUTIONARY
MICROBIOLOGY, vol. 58, no. 8, 1 August 2008 (2008-08-01) , pages 1896-1902,
XP055005236, ISSN: 1466-5026, DOI: 10.1099/1j5.0.65208-0
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e WO-A1-2017/148596
e US-Al-2016 143 961

(57) Revendicari;

1. Compozitie care cuprinde o tulpind bacteriand din genul Blautia, pentru utilizarea intr-o
metoda de tratare a leziunii cerebrale.

2. Comporzitie pentru utilizarea conform revendicdrii 1, In care leziunea cerebrald este un
accident vascular cerebral.

3. Compozitie pentru utilizarea conform revendicdrii 2, in care accidentul vascular cerebral
este:

(a) ischemie cerebrala;

(b) ischemie cerebrala focala;

(¢) accident vascular cerebral ischemic; sau

(d) accident vascular cerebral hemoragic.

4. Compozitie pentru utilizarea conform oricdreia dintre revendicdrile precedente, in care
compozitia este pentru utilizarea in tratarea leziunii cerebrale la un subiect diagnosticat ca fiind cu
risc de accident vascular cerebral.

5. Compozitie pentru utilizarea conform revendicarii 4, in care subiectul are cel putin un
factor de risc de accident vascular cerebral.

6. Compozitie pentru utilizarea conform revendicdrii 5, in care respectivul cel putin un
factor de risc este hipertensiunea arteriald sau diabetul.

7. Compozitie pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicdrile 4-6, in care subiectul
a suferit cel pufin un atac ischemic tranzitoriu.

8. Compozitie pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicdrile precedente, in care
tulpina bacteriand este:

(a) de Blautia hydrogenotrophica;

(b) de Blautia stercoris; sau

(¢) de Blautia wexlerae.

9. Compozitie pentru utilizarea conform oricdreia dintre revendicdrile 1-7, in care tulpina
bacteriand are o secventi de ARNr 16s care este:

(a) cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identicad cu secventa de ARNr
16s a unei tulpini bacteriene de Blautia hydrogenotrophica, in care optional tulpina bacteriani are
o secventd de ARNr 16s care este cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu SECV
ID NR: 5 sau care are secventa de ARNr 16s din SECV ID NR: 5;

(b) cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu secventa de ARNr
16s a unei tulpini bacteriene de Blautia stercoris; sau

(c) cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identicd cu secventa de ARNr
16s a unei tulpini bacteriene de Blautia wexlerae.

10. Compozitie pentru utilizarea conform revendicarii 1, in care compozitia cuprinde:

(a) o tulpind bacteriand din specia de Blautia hydrogenotrophica, pentru utilizarea intr-o
metoda de tratare a leziunilor cercbrale;

(b) o tulpind bacteriani din specia Blautia stercoris, pentru utilizarea intr-o metodd de
tratare a leziunii cerebrale; sau

(c) o tulpind bacteriand din specia Blautia wexlerae, pentru utilizarea intr-o metodd de
tratare a leziunii cercbrale.
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11. Compozitie pentru utilizarea conform oricdreia dintre revendicdrile precedente, in care:

(a) compozitia este pentru administrarea orald;

(b) compozitia cuprinde unul sau mai multi excipienti sau purtitori acceptabili farmaceutic;
(c) tulpina bacteriani este liofilizata.; si/sau

(d) tulpina bacteriand este viabila.

12. Compozitie pentru utilizarea conform oricireia dintre revendicarile precedente, in care
compozitia cuprinde 0 singurd tulpind din genul Blautia.

13. Comporzitie pentru utilizarea conform oricireia dintre revendicirile precedente, care
cuprinde tulpina bacteriandA de Blautia ca parte a unui consorfiu microbian.

14. Produs alimentar care cuprinde compozifia conform oricdreia dintre revendicdrile
precedente, pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicdrile precedente.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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FIG. 1
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FIG. 3
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FIG. 5A
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FIG. 6C (cont.)
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FIG. 6C (cont.)
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