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DOMENIUL TEHNIC

Aceasta inventie este in domeniul compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene izolate
de tractul digestiv mamifer si utilizarea unor astfel de compozitii in tratamentul bolii.

FUNDALUL INVENTIEI

Se crede ca intestinul uman este steril in utero, dar este expus la o mare varietate
de microbi materni si de mediu imediat dupa nastere. Dupa aceea are loc o perioada
dinamica de colonizare microbiana si de succesiune, care este influentata de factori cum ar
fi modul de livrare, mediul, dieta si genotipul gazda, al carui impact asupra compozitiei
microbiotei intestinale toate, in special la inceputul vietii. Ulterior, microbiota se stabilizeaza
si devine asemanatoare adultilor [1]. Microbiota intestinului uman contine mai mult de 500-
1000 de filotipuri diferite apartindnd in esenta a doua diviziuni bacteriene majore,
Bacteroidite si Firmicute [2]. Relatile simbiotice de succes care decurg din colonizarea
bacteriana a intestinului uman au dat o mare varietate de functii metabolice, structurale,
protectoare si alte functii benefice. Activitatile metabolice imbunatatite ale intestinului
colonizat asigura degradarea componentelor dietetice indigestibile, cu eliberarea de
produse secundare care furnizeaza o sursa importanta de nutrienti pentru gazda. fn mod
similar, importanta imunologica a microbiotei intestinale este bine recunoscuta si este
exemplificata la animalele nepurtatoare de germeni care au un sistem imun slabit, care este
reconstituit functional dupa introducerea bacteriilor comensale [3-5].

Modificarile majore ale compozitiei microbiotei au fost documentate in afectiuni
gastro-intestinale, cum ar fi boala inflamatorie a intestinului (IBD). De exemplu, nivelurile de
bacterii Clostridium cluster XIVa sunt reduse la pacientii cu IBD, in timp ce numarul de E.
coli este crescut, ceea ce sugereaza o schimbare la nivelul echilibrului de simbionti si
patobionti in intestin [6-9]. Interesant este faptul ca aceastd disbioza microbiana este
asociata si cu dezechilibre la nivelul populatiilor de celule efectoare T.

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

Exista cerere in domeniu de noi metode de tratare a bolilor inflamatorii si autoimune.
Existd, de asemenea, o cerinta ca efectele potentiale ale bacteriilor intestinale sa fie
caracterizate astfel incat sa se poata dezvolta noi terapii care utilizeaza bacterii intestinale.

SUMARUL INVENTIEI

Prezenta inventie este definitd in revendicari. Inventatorii au dezvoltat noi terapii
pentru tratarea si prevenirea bolilor inflamatorii si autoimune. In special, inventatorii au
dezvoltat noi terapii pentru tratarea si prevenirea bolilor si a afectiunilor mediate de linia IL-
17 sau Th17. In special, inventatorii au identificat ca tulpinile bacteriene din genul Blautia
pot fi eficiente in reducerea raspunsului inflamator Th17. Asa cum s-a descris in exemple,
administrarea orala a compozitiilor cuprinzadnd Blautia stercoris poate reduce severitatea
raspunsului inflamator, inclusiv raspunsul inflamator Th17, la modele de astm de soarece,
artrita reumatoida si scleroza multipla. De asemenea, asa cum este descris in exemple,
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administrarea orala a compozitiilor cuprinzdnd Blautia wexlerae poate reduce severitatea
raspunsului inflamator, inclusiv a raspunsului inflamator Th17, la modelele de uveita la
soarece. Prin urmare, inventatorii au identificat ca doua tulpini diferite de specii diferite din
genul Blautia pot fi eficiente in tratarea bolilor inflamatorii si autoimune.

Prin urmare, intr-o prima varianta de realizare, inventia furnizeaza o compozitie care
cuprinde o tulpina bacteriana din genul Blautia, pentru utilizarea intr-o metoda de tratare
sau de prevenire a unei boli sau a unei conditii mediate de IL-17 sau linia Th17. Inventatorii
au identificat ca tratamentul cu tulpini bacteriene din acest gen poate reduce nivelul de
citokine care fac parte din linia Thl7, inclusiv IL-17, poate atenua raspunsul inflamator
Th17 si poate oferi beneficii clinice in cazuri de boli inflamatorii si autoimune mediate de IL-
17 si linia Th17 la soareci.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o
tulpina bacteriana din genul Blautia, destinata utilizarii intr-o metoda de tratare sau
prevenire a unei boli sau a unei afectiuni selectate din grupul constédnd din: scleroza
multipla; artrita, cum ar fi artrita reumatoida, osteoartrita, artrita psoriazica sau artrita
idiopatica juvenila; neuromielita optica (boala lui Devic); spondilita anchilozanta; spondilo-
artrita; psoriazis; lupus eritematos sistemic; boli inflamatorii intestinale, cum ar fi boala
Crohn sau colita ulceroasa; boala celiaca; astm, cum ar fi astmul alergic sau astm bronsic;
boala pulmonara obstructiva cronica (BPOC); uveita; sclerita; vasculita; Boala Behcet;
ateroscleroza; dermatita atopica; emfizem; parodontita; rinita alergica; si respingerea
alogrefelor. Efectul indicat pentru tulpinile bacteriene din genul Blautia asupra raspunsului
inflamator Th17 poate oferi beneficii terapeutice in cazul bolilor si afectiunilor mediate de IL-
17 si linia Th17, cum ar fi cele enumerate mai sus.

In variante preferate de realizare, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o
tulpina bacteriana din genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire
a astmului, cum ar fi astmul bronsic sau astmul alergic. Inventatorii au identificat ca
tratamentul cu tulpini de Blautia poate reduce recrutarea de neutrofile si eozinofile in
plamani, ceea ce poate ajuta la tratarea sau prevenirea astmului. Mai mult, inventatorii au
testat si demonstrat eficacitatea tulpinilor de Blautia la modelele de astm de soarece. in
anumite variante de realizare, compozitia este utilizatd intr-o metoda de tratare sau
prevenire a astmului bronsic sau a astmului eozinofil. Efectul aratat pentru compozitiile
inventiei asupra neutrofilelor si eozinofilelor inseamna ca acestea pot fi deosebit de
eficiente in tratarea sau prevenirea astmului bronsic si a astmului eozinofil. intr-adevar, in
anumite variante de realizare, compozitia este utilizatd intr-o metoda de reducere a unui
raspuns inflamator bronsic in tratamentul sau prevenirea astmului, sau compozitia se
utilizeaza intr-o metoda de reducere a unui raspuns inflamator eozinofil in tratamentul sau
prevenirea astmului. In variante preferate de realizare, inventia furnizeaza o compozitie
care cuprinde o tulpina bacteriana din specia Blautia stercoris pentru utilizarea in
tratamentul astmului, Tn special a astmului eozinofilic sau alergic. De asemenea, se arata
ca Blautia stercoris are un efect deosebit de pronuntat asupra neutrofilelor in cazurile de
astm, iar tratamentul cu Blautia stercoris poate fi deosebit de eficient in tratarea astmului
bronsic. in anumite variante de realizare, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o
tulpina bacteriana din specia Blautia wexlerae pentru utilizarea in tratamentul astmului, in
special a astmului eozinofilic sau alergic.

in alte variante preferate de realizare, inventia furnizeazd o compozitie care
cuprinde o tulpina bacteriana din genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau
de prevenire a artritei reumatoide. Inventatorii au identificat ca tratamentul cu tulpini Blautia
poate oferi beneficii clinice intr-un model de artrita reumatoida si poate reduce inflamarea
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articulatiilor la soareci. in variante preferate de realizare, inventia furnizeaza o compozitie
care cuprinde o tulpina bacteriana din specia Blautia stercoris, destinata utilizarii n
tratamentul artritei reumatoide. Compozitiile care utilizeaza Blautia stercoris pot fi deosebit
de eficiente in tratarea artritei reumatoide. in anumite variante de realizare, inventia
furnizeaza o compozitie care cuprinde o tulpina bacteriana din specia Blautia wexlerae,
destinata utilizarii in tratamentul artritei reumatoide.

In alte variante de realizare preferate, inventia furnizeazd o compozitie care
cuprinde o tulpina bacteriana din genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau
de prevenire a sclerozei multiple. Inventatorii au identificat ca tratamentul cu tulpini de
Blautia poate reduce incidenta bolii si severitatea bolii la un model de scleroza multipla la
soareci. In variante preferate de realizare, inventia furnizeaza o compozitie care cuprinde o
tulpina bacteriana din specia Blautia stercoris, destinata utilizarii in tratamentul sclerozei
multiple. Compozitiile care utilizeaza Blautia stercoris pot fi deosebit de eficiente in tratarea
sclerozei multiple. In anumite variante de realizare, inventia furnizeaza o compozitie care
cuprinde o tulpina bacteriana din specia Blautia wexlerae, destinata utilizarii in tratamentul
sclerozei multiple.

In alte variante preferate de realizare, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand o
tulpina bacteriana din genul Blautia, destinata utilizarii intr-o metoda de tratare sau
prevenire a uveitei, cum ar fi uveita posterioara. Inventatorii au identificat ca tratamentul cu
tulpini de Blautia poate reduce incidenta bolii si severitatea bolii la un caz de uveita la
soarece si poate preveni sau reduce deteriorarea retinei. In variante preferate de realizare,
inventia furnizeazéd o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriana din specia Blautia
wexlerae, destinata utilizarii in tratamentul uveitei. Compozitiile folosind Blautia wexlerae
pot fi deosebit de eficace in tratarea uveitei. In anumite variante de realizare, inventia
furnizeaza o compozitie care cuprinde o tulpind bacteriana din specia Blautia stercoris,
destinata utilizarii in tratamentul uveitei.

In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate intr-o metoda de
reducere a productiei de IL-17 sau de reducere a diferentierii de celule Th17 in tratamentul
sau prevenirea unei boli sau afectiuni mediate de IL-17 sau linia Th17. In special,
compozitiile inventiei pot fi utilizate in reducerea productiei de IL-17 sau in reducerea
diferentierii de celule Th17 in tratamentul sau prevenirea astmului, a artritei reumatoide sau
a sclerozei multiple, a astmului, a artritei reumatoide, a sclerozei multiple, a uveitei sau a
cancerului. De preferinta, inventia furnizeazd compozitii cuprinzand o tulpina bacteriana din
specia Blautia stercoris, pentru utilizare in reducerea productiei de IL-17 sau reducerea
diferentierii de celule Th17 in tratamentul sau prevenirea astmului, a artritei reumatoide sau
a sclerozei multiple. Inventia prevede, de asemenea, compozitii cuprinzand o tulpina
bacteriana din specia Blautia stercoris, pentru utilizarea in reducerea productiei de IL-17
sau reducerea diferentierii de celule Th17 in tratamentul sau prevenirea uveitei. Inventia
prevede, de asemenea, compozitii care contin o tulpind bacteriana din specia Blautia
wexlerae, pentru utilizare in reducerea productiei de IL-17 sau reducerea diferentierii de
celule Th17 in tratamentul sau prevenirea astmului, a artritei reumatoide sau a sclerozei
multiple sau a uveitei.

In anumite variante de realizare, compozitia este utilizata la un pacient cu niveluri IL-
17 ridicate sau celule Thl7. Efectul asupra raspunsului inflamator Th17 indicat pentru
tulpinile de Blautia poate fi deosebit de benefic pentru acesti pacienti.

In variante preferate de realizare ale inventiei, tulpina bacterian din compozitie este
de Blautia stercoris. Se pot utiliza si tulpini strans legate, cum ar fi tulpinile bacteriene care
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au o secventa 16S ARNr care este identica cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
sau 99,9% cu secventa 16S ARNr a unei tulpini bacteriene de Blautia stercoris. De
preferinta, tulpina bacteriana are o secventa 16S ARNr care este identica cel putin 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% cu SEQ ID NO: 1 sau 2. De preferinta, identitatea
secventei este cu SEQ ID NO 2. De preferinta, tulpina bacteriana utilizata in inventie are
secventa 16S ARNr reprezentata de SEQ ID NO: 2.

In variante preferate de realizare ale inventiei, tulpina bacteriand din compozitie este
de Blautia wexlerae. Se pot utiliza si tulpini stréns legate, cum ar fi tulpinile bacteriene care
au o secventa 16S ARNr care este identica cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
sau 99,9% cu secventa 16S ARNr a unei tulpini bacteriene de Blautia wexlerae. De
preferinta, tulpina bacteriana are o secventa 16S ARNr care este identica cel putin 95%,
96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% cu SEQ ID NO: 3 sau 4. De preferinta, identitatea
secventei este cu SEQ ID NO: 4. De preferinta, tulpina bacteriana utilizata in inventie are
secventa 16S ARNr reprezentata de SEQ ID NO: 4.

In anumite variante de realizare, compozitia inventiei este destinatd administrarii
orale. Administrarea orala a tulpinilor din inventie poate fi eficienta in tratarea afectiunilor si
afectiunilor mediate de calea IL-17 sau Th17. De asemenea, administrarea orala este
convenabila pentru pacienti si practicieni si permite transmiterea in si/sau colonizarea
partiala sau totala a intestinului.

In anumite variante de realizare, compozitia inventiei cuprinde unul sau mai multi
excipienti sau purtatori acceptabili din punct de vedere farmaceutic.

In anumite variante de realizare, compozitia inventiei cuprinde o tulpind bacterian
care a fost liofilizata. Liofilizarea este o tehnica eficientd si convenabila in prepararea
compozitiilor stabile care permit eliberarea bacteriilor.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaz& un produs alimentar care
cuprinde compozitia descrisa mai sus.

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

In plus, inventia oferd o metoda de tratare sau de prevenire a unei boli sau a unei
afectiuni mediate de IL-17 sau linia Th17, cuprinzand administrarea unei compozitii care
cuprinde o tulpina bacteriana din genul Blautia.

In dezvoltarea inventiei de mai sus, inventatorii au identificat si caracterizat o tulpina
bacteriana care este deosebit de utila Tn terapie. Tulpina de Blautia stercoris din inventie se
dovedeste a fi eficientd in tratarea bolilor descrise aici, cum ar fi artrita, astmul si scleroza
multipla. Prin urmare, intr-un alt aspect, inventia furnizeaza o celuld din tulpina Blautia
stercoris depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42381. Inventia furnizeaza, de
asemenea, compozitii care cuprind astfel de celule sau culturi biologice pure de astfel de
celule. Inventia ofera, de asemenea, o celuld din tulpina Blautia stercoris depusa sub
numarul de inregistrare NCIMB 42381, pentru utilizare in terapie, in special pentru bolile
descrise aici. in dezvoltarea inventiei de mai sus, inventatorii au identificat si caracterizat o
tulpina bacteriana suplimentara care este deosebit de utila pentru terapie. Tulpina Blautia
wexlerae din inventie se dovedeste a fi eficientad in tratarea bolilor descrise aici, cum ar fi
uveita. Prin urmare, intr-un alt aspect, inventia furnizeazé o celuld din tulpina Blautia
wexlerae depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42486. Inventia furnizeaza, de
asemenea, compozitii care cuprind astfel de celule sau culturi biologice pure ale unor astfel
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de celule. Inventia furnizeaza, de asemenea, o celula din tulpina Blautia wexlerae depusa
sub numarul de inregistrare NCIMB 42486, pentru utilizare in terapie, in special pentru
bolile descrise aici.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Numarul total de celule de fluid BAL.
Figura 2: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Numarul total de eozinofile in BALF.
Figura 3: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Proportia de eozinofile in BALF.
Figura 4: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Numarul total de macrofage in BALF.
Figura 5: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Proportia macrofagelor in BALF.
Figura 6: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Numarul total de neutrofile in BALF.
Figura 7: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Proportia de neutrofile in BALF.
Figura 8: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Numarul total de limfocite in BALF.
Figura 9: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Proportia de limfocite in BALF.

Figura 10: Caz de astm bronsic sever la soareci — Numarul total de celule fluid BAL.
Figura 11: Caz de astm bronsic sever la soareci - Numar total de eozinofile in BALF.
Figura 12: Caz de astm bronsic sever la soareci - Proportia de eozinofile in BALF.

Figura 13: Caz de astm bronsic sever la soareci — Numarul total de macrofage in BALF.
Figura 14: Caz de astm bronsic sever la soareci - Proportia de macrofage in BALF.

Figura 15: Caz de astm bronsic sever la soareci — Numarul total de neutrofile in BALF.
Figura 16: Caz de astm bronsic sever la soareci - Proportia de neutrofile in BALF.

Figura 17: Caz de astm bronsic sever la soareci — Numarul total de limfocite in BALF.
Figura 18: Caz de astm bronsic sever la soareci - Proportia de limfocite in BALF.

Figura 19: Caz de artritd reumatoida la soareci - Greutati corporale, zile de la 14 la O.
Datele sunt prezentate ca procente + SEM mediu ale greutatilor initiale (Ziua 14).

Figura 20: Caz de artrita reumatoida la soareci - Greutati corporale, zilele 0 pana la 42.
Datele sunt prezentate ca procente medii + SEM din greutatea initiala (ziua 0). ¢ p <0,05 in
comparatie cu grupul tratat cu vehicul.

Figura 21: Caz de artritd reumatoida la soareci - Scoruri clinice. Datele sunt prezentate ca
medie + SEM. **** p <0,0001 in comparatie cu ziua 21 din grupul tratat cu vehicul. ¢ p
<0,05 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul intr-o anumita zi.

Figura 22: Caz de artrita reumatoida la soareci - Raspunsul proliferativ al splenocitelor la
colagen Il. S-a scazut fundalul mediului [Cll-stimulat - fundal al mediului] conteaza pe minut
in functie de incorporarea 3H-TdR. Toate datele sunt prezentate ca medie + SEM. * p <0,05
comparativ cu grupul de vehicule.

Figura 23: Caz de artritd reumatoida la soareci - Niveluri de IFNy in supernatantii culturii de
tesuturi. Liniile reprezinta valori mediane ale grupului.

Figura 24: Caz de artritd reumatoida la soareci - Niveluri de IL-17A in supernatantii de
cultura de tesut. Liniile reprezinta valorii medii ale grupului.

Figura 25: Caz de artritd reumatoida la soareci - Niveluri de IL-10 in supernatantii de
cultura de tesut. Liniile reprezinta valorii medii ale grupului.

Figura 26: Caz de artritd reumatoida la soareci - Niveluri de IL-6 Tn supernatantii de cultura
de tesut. Liniile reprezinta valorii medii ale grupului.

Figura 27: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Total IgE in ser

Figura 28: Caz de astm indus de acarieni la soareci - HDM specific IgG1 in ser

Figura 29: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Total IgE in BALF

Figura 30: Caz de astm indus de acarieni la soareci - HDM specific IgG1 in BALF



Figura 31:
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Caz de astm indus de acarieni la soareci - Analiza histologica- Scor de infiltrare

peribronhiolara mediu

Figura 32:

Caz de astm indus de acarieni la soareci - Analiza histologica- Scor de infiltrare

perivascular mediu

Figura 33:

Caz de astm indus de acarieni la soareci - Analiza histologica- Scorul inflamator

mediu (Media scorului de infiltrare peribronhiolara, cat si perivasculara)

Figura 34: Caz de astm indus de acarieni la soareci - Analiza histologica- Scorul mucusului
Figura 35: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de IL-9 in tesutul pulmonar
Figura 36: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de IL-1a n tesutul pulmonar
Figura 37: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de IFNy n tesutul pulmonar
Figura 38: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de IL-17A in tesutul pulmonar
Figura 39: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de I1L-4 in tesutul pulmonar
Figura 40: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de IL-5 in tesutul pulmonar
Figura 41: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de IL-1b in tesutul pulmonar
Figura 42: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul RANTES in tesutul pulmonar
Figura 43: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de MIP-1a in tesutul
pulmonar

Figura 44: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul KC in tesutul pulmonar
Figura 45: Caz de astm indus de acarieni la soareci — Nivelul de MIP-2 in tesutul pulmonar
Figura 46: Caz de astm bronsic sever la soareci - HDM specific IgG1 in ser

Figura 47: Caz de astm bronsic sever la soareci - HDM specific IgG2a in ser

Figura 48: Caz de astm bronsic sever la soareci - HDM specific IgG1 in BALF

Figura 49: Caz de astm bronsic sever la soareci - HDM specific IgG2a in BALF

Figura 50: Caz de astm bronsic sever la soareci - Analiza histologica- Scor de infiltrare

peribronhiolara mediu

Figura 51:

Caz de astm bronsic sever la soareci - Analiza histologica- Scor de infiltrare

perivascular mediu

Figura 52:

Caz de astm bronsic sever la soareci - Analiza histologica- Scorul inflamator

mediu (Media scorului de infiltrare peribronhiolara, cat si perivasculara)

Figura 53: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de TNFa in tesutul pulmonar
Figura 54: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de IL-1a in tesutul pulmonar
Figura 55: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de IFNy in tesutul pulmonar
Figura 56: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de IL-17F in tesutul pulmonar
Figura 57: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de IL-1b in tesutul pulmonar
Figura 58: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul RANTES 1in tesutul pulmonar
Figura 59: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de MIP-2 in tesutul pulmonar
Figura 60: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de KC in tesutul pulmonar
Figura 61: Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de IL-17A in tesutul pulmonar

Figura 62:
Figura 63:

Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de MIP-1a in tesutul pulmonar
Caz de astm bronsic sever la soareci — Nivelul de IL 33 in tesutul pulmonar

Figura 64: Caz de artrita reumatoida la soareci - Sablon vizual pentru notare cu
histopatologie. Imaginile reprezentative care prezintd scoruri compozite din articulatiile
tarsale de soarece la un studiu de artrita indusa de colagen.

Figura 65: Caz de artritd reumatoida la soareci - Histopatologie: Scoruri de inflamare.
Datele sunt prezentate ca medie + SEM. ** p <0,01 in comparatie cu grupul tratat cu
vehicul.

Figura 66: Caz de artrita reumatoida la soareci - Histopatologie: Scoruri de cartilaj. Datele
sunt prezentate ca medie + SEM. *** p <0,001 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul.
Figura 67: Caz de artrita reumatoida la soareci - Histopatologie: Scoruri osoase. Datele
sunt prezentate ca medie + SEM. *** p <0,001 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul.
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Figura 68: Caz de artritd reumatoida la soareci - Histopatologie: Scoruri totale. Datele sunt
prezentate ca medie £+ SEM. *** p <0,001 in comparatie cu grupul tratat cu vehicul.

Figura 69: Caz de artrita reumatoida la soareci - Histopatologie: imagini reprezentative. ID-
ul animalului (# n.n) si membrul (R pentru dreapta, L pentru stdnga) sunt indicate intre
paranteze. Imaginea stanga (vehicul): distrugerea articulara si osoasa extinsa cu inflamatie
si fibroza care se extinde pana la tesuturile moi peri-articulare.

Figura 70: Caz de scleroza multipla la soareci - scor clinic.

Figura 71: Caz de scleroza multipla la soareci — incidenta bolii.

Figura 72: Caz de uveita la soareci - Raspuns proliferativ al ganglionilor la peptida IRBP.
Mediul de fund scazut [IRBP peptide stimulated - background media] conteaza pe minut pe
baza incorporarii H-timidinei. Toate datele sunt prezentate ca medie + SEM (n = 3).

Figura 73: Caz de uveita la soareci - Scoruri TEFI in grupul de control. Datele sunt
prezentate ca medie + SEM.

Figura 74: Caz de uveita la soareci - Scoruri TEFI in ziua 21. Datele sunt prezentate ca
medie £ SEM.

Figura 75: Test inflamator indus de LPS — niveluri de IL-6

Figura 76: Test inflamator indus de LPS — niveluri de TNF a

Figura 77: Test inflamator indus de LPS — nivelul de maturare Mo-DC

Figura 78: Test inflamator indus de ovalbumina - niveluri de celule CD4+

DIVULGAREA INVENTIEI
Tulpini bacteriene

Compozitiile inventiei cuprind o tulpind bacteriana din genul Blautia. Exemplele
demonstreaza ca bacteriile din acest gen sunt utile in tratarea sau prevenirea bolilor si
afectiunilor mediate de IL-17 sau linia Th17. Tulpinile bacteriene preferate sunt din specia
Blautia. Exemple de tulpini de Blautia utilizate in inventie includ Blautia stercoris si B.
wexlerae.

Speciile Blautia sunt bacterii nemotilice pozitive cu reactie Gram, care pot fi fie
cocoide, fie ovale si toate sunt anaerobe obligatorii care produc acid acetic ca principal
produs final al fermentatiei glucozei [16]. Blautia poate fi izolata din intestinul uman, desi B.
producta a fost izolata dintr-un esantion de septicemie. Numarul de inregistrare GenBank
pentru secventa genei 16S ARNr a tulpinei Blautia stercoris GAM6-1T este HM626177
(dezvaluit aici sub denumirea de SEQ ID NO: 1). O tulpina exemplara de Blautia stercoris
este descrisa in [17]. Tulpina de tip Blautia wexlerae este WAL 14507 = ATCC BAA-1564 =
DSM 19850 [18]. Numarul de inregistrare GenBank pentru secventa genei ARN 16S a
tulpinii Blautia wexlerae WAL 14507 T este EF036467 (dezvaluita aici ca SEQ ID NO: 3).
Aceasta tulpina exemplara de Blautia wexlerae este descrisa in [18].

Bacteria Blautia stercoris depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42381 a fost
testatéd in exemple si este, de asemenea, mentionatd aici sub forma de tulpind 830. O
secventa 16S ARNr pentru tulpina 830 care a fost testata este furnizatd in SEQ ID NO: 2.
Tulpina 830 a fost depusa la autoritatea depozitara internationalda NCIMB, Ltd. (Ferguson
Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotia) de catre GT Biologics Ltd. (Life Sciences Innovation
Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotia) la 12 martie 2015 sub denumirea de ,Blautia
stercoris 830“ si a primit numarul de inregistrare NCIMB 42381. GT Biologics Ltd. si-a
schimbat ulterior numele in 4D Pharma Research Limited.
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Genomul tulpinii 830 cuprinde un cromozom si o plasmida. O secventa de
cromozomi pentru tulpina 830 este furnizata in SEQ ID NO: 5 in lista de secvente publicata
cu W02016/203218. O secventa plasmidica pentru tulpina 830 este furnizatd in SEQ ID
NO: 6 din W0O2016/203218. Aceste secvente au fost generate folosind platforma PacBio
RS II.

Bacteria Blautia wexlerae depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42486 a fost
testata in exemple si este de asemenea mentionata aici sub forma de tulpina MRX008. O
secventa 16S ARNr pentru tulpina MRX008 care a fost testata este furnizata in SEQ ID
NO: 4. Tulpina MRX008 a fost depusa la autoritatea depozitara internationala NCIMB, Ltd.
(Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Scotia) de catre 4D Pharma Research Ltd. (Life
Sciences Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Scotia) la 16 noiembrie 2015 sub
denumirea de ,Blautia/Ruminococcus® si a primit numarul de inregistrare NCIMB 42486.

Tulpinile
bacteriene strans legate de tulpinile testate in exemple sunt de asemenea de asteptat sa fie
eficiente in tratarea sau prevenirea bolilor si afectiunilor mediate de IL-17 sau linia Th17. in
anumite variante de realizare, tulpina bacteriana utilizata in inventie are o secventa 16S
ARNr care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu
secventa 16S ARNr a unei tulpini bacteriene de Blautia stercoris. De preferinta, tulpina
bacteriana utilizatd in inventie are o secventa 16S ARNr care este cel putin 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu SEQ ID NO: 1 sau 2. De preferinta,
identitatea secventei este cu SEQ ID NO: 2. De preferinta, tulpina bacteriana utilizata in
inventie are secventa 16S ARNr reprezentatd de SEQ ID NO: 2. in anumite variante de
realizare, tulpina bacteriana utilizatd in inventie are o secventd 16S ARNr care este cel
putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu secventa 16S ARNr a unei
tulpini bacteriene de Blautia wexlerae. De preferinta, tulpina bacteriana utilizata in inventie
are o secventd 16S ARNr care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau
99,9% identica cu SEQ ID NO: 3 sau 4. De preferinta, identitatea secventei este cu SEQ 1D
NO: 4. De preferinta, tulpina bacteriana utilizatd in inventie are secventa 16S ARNr
reprezentata de SEQ ID NO: 4.

In anumite cazuri, tulpina bacteriana utilizatd in inventie are un cromozom cu
identitate de secventd cu SEQ ID NO: 5 din WO2016/203218. in cazuri preferate, tulpina
bacteriana utilizata in inventie are un cromozom cu identitate de secventa de cel putin 90%
(de exemplu, cel putin 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100% identitate de
secventa) cu SEQ ID NO: 5 din W0O2016/203218 pentru cel putin 60% (de exemplu, cel
putin 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) din SEQ ID NO:
5 din W02016/203218. De exemplu, tulpina bacteriana utilizata in inventie poate avea un
cromozom cu identitate de secventd de cel putin 90% cu SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218, peste 70% din SEQ ID NO: 5 din WO2016/203218, sau cel putin 90 %
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 5 din W02016/203218 la 80% din SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218, sau cel putin 90% identitate in secventd cu SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218 pe 90% din SEQ ID NO: 5 din W02016/203218, sau cel putin 90%
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 5 din W02016/203218 pe 100% din SEQ ID NO: 5
din W0O2016/203218 sau cel putin 95% identitate in secventd cu SEQ ID NO : 5 din
W02016/203218 peste 70% din SEQ ID NO: 5 din W02016/203218 sau identitate de
secventa de cel putin 95% cu SEQ ID NO: 5 din WO2016/203218 peste 80% din SEQ ID
NO: 5 din W02016/203218, sau cel putin 95% identitate de secventa cu SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218 pe 90% din SEQ ID NO: 5 din W0O2016/203218, sau cel putin 95%
identitate in secventd cu SEQ ID NO: 5 din WO2016/203218 pe 100% din SEQ ID NO: 5
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din W02016/203218, sau cel putin 98% identitate de secventd SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218 la 70% din SEQ ID NO: 5 din W0O2016/203218 sau cel putin 98%
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 5 din W02016/203218 pe 80% din SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218, sau cel putin 98% identitate de secventa cu SEQ ID NO: 5 din
W02016/203218 pe 90% din SEQ ID NO: 5 din W0O2016/203218, sau cel putin 98%
identitate in secventa cu SEQ ID NO: 5 din WO2016/203218 pentru 100% din SEQ ID NO:
5 din W02016/203218.

in anumite cazuri, tulpina bacteriana pentru utilizare in inventia de fata are o
plasmida cu identitate de secventa cu SEQ ID NO: 6 din WO2016/203218. In cazuri
preferate, tulpina bacteriana utilizata in inventie are o plasmida cu cel putin 90% identitate
de secventa (de exemplu, cel putin 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%
identitate de secventa) cu SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218 pentru cel putin 60% (de
exemplu, cel putin 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% sau 100%) din
SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218. De exemplu, tulpina bacteriana utilizata in inventie
poate avea o plasmida cu cel putin 90% identitate de secventd cu SEQ ID NO: 6 din
W02016/203218, peste 70% din SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218, sau cel putin 90 %
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218 la 80% din SEQ ID NO: 6 din
W02016/203218 sau cel putin 90% identitate in secventa cu SEQ ID NO: 6 din
W02016/203218 pe 90% din SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218 sau cel putin 90%
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 6 din W02016/203218 pe 100% din SEQ ID NO: 6
din W02016/203218 sau cel putin 95% identitate in secventd cu SEQ ID NO : 6 din
W02016/203218 la 70% din SEQ ID NO: 6 din W02016/203218, sau cel putin 95%
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218 pe 80% din SEQ ID NO: 6 din
WQ02016/203218, sau cel putin 95% identitate de secventda cu SEQ ID NO: 6 din
W02016/203218 pe 90% din SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218, sau cel putin 95%
identitate in secventd cu SEQ ID NO: 6 din WO2016/203218 pe 100% din SEQ ID NO: 6
din W0O2016/203218, sau cel putin 98% identitate de secventa pentru S EQ ID NR: 6 din
W02016/203218 la 70% din SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218 sau cel putin 98%
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218 pe 80% din SEQ ID NO: 6 din
WQ02016/203218, sau cel putin 98% identitate de secventda cu SEQ ID NO: 6 din
W02016/203218 pe 90% din SEQ ID NO: 6 din W0O2016/203218, sau cel putin 98%
identitate Tn secventa cu SEQ ID NO: 6 din W02016/203218 peste 100% din ID-ul SEQ
NR: 6 din W0O2016/203218.

In anumite cazuri, tulpina bacteriana utilizatd in inventie are un cromozom cu
identitate de secventa cu SEQ ID NO: 5 din W0O2016/203218 si o plasmida cu identitate de
secventa cu SEQ ID NO: 6 din W02016/203218.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri ale bacteriei depuse sub numarul de
inregistrare 42381 sunt de asemenea de asteptat sa fie eficiente in tratarea sau prevenirea
bolilor si a conditilor mediate de IL-17 sau linia Th17. Tulpinile bacteriene care sunt
biotipuri ale bacteriei depuse sub numarul de inregistrare 42486 sunt de asemenea de
asteptat sa fie eficiente in tratarea sau prevenirea bolilor si a conditiilor mediate de IL-17
sau linia Th17. Un biotip este o tulpind stréns inruditd, care are caracteristici fiziologice si
biochimice identice sau foarte similare.

Tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numarul de inregistrare
NCIMB 42381 sau 42486 si care sunt adecvate pentru utilizare Tn inventie pot fi identificate
prin secventierea altor secvente de nucleotide pentru o bacterie depusa sub numarul de
autorizare NCIMB 42381 sau 42486. De exemplu, in mod substantial intregul genom poate
fi secventiat si o tulpina de biotip pentru utilizare Tn inventie poate avea cel putin 95%, 96%,



e 2017 0262

97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventa pe cel putin 80% din intregul sau
genom (de ex. pe cel putin 85%, 90%, 95% sau 99% sau pe intregul sau genom). Alte
secvente adecvate pentru utilizare in identificarea tulpinilor de biotipuri pot include hsp60
sau secvente repetitive, cum ar fi BOX, ERIC, (GTG) 5, sau REP sau [19]. Tulpinile
biotipice pot avea secvente cu cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identitate de secventa la secventa corespunzatoare a unei bacterii depuse sub numarul de
inregistrare NCIMB 42381 sau 42486.

In mod alternativ, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse sub numérul
de inregistrare NCIMB 42381 sau 42486 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie
pot fi identificate folosind numarul de accesare depozit NCIMB 42381 sau numarul de
inregistrare depozit NCIMB 42486 si analiza fragmentului de restrictie si/sau analiza PCR,
de exemplu prin utilizarea polimorfismului amplificat fluorescent cu lungimea fragmentului
(FAFLP) si a ADN-ului (Rep) - amprentare repetitiva (Rep) -PCR, sau profilarea proteinei,
sau secventiere partiald a ADNr 16S sau 23s. In anumite variante de realizare preferate,
astfel de tehnici pot fi utilizate pentru a identifica alte tulpini de Blautia stercoris sau Blautia
wexlerae.

in anumite variante de realizare, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depuse
sub numarul de inregistrare NCIMB 42381 sau 42486 si care sunt adecvate pentru utilizare
in inventie sunt tulpini care furnizeaza acelasi model ca o bacterie depusa sub numarul de
inregistrare NCIMB 42381 sau 42486 atunci cand este analizata prin amplificare analiza de
restrictie a ADN-ului ribozomal (ARDRA), de exemplu atunci cand se foloseste enzima de
restrictie Sau3Al (pentru metode exemplare si orientare a se vedea, de exemplu, [20]).
Alternativ, tulpinile de biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi modele de
fermentatie a carbohidratilor ca o bacterie depusa sub numarul de inregistrare NCIMB
42381 sau 42486.

Alte tulpini de Blautia care sunt utile in compozitile si metodele inventiei, cum ar fi
biotipurile unei bacterii depuse sub numarul de inregistrare NCIMB 42381 sau 42486, pot fi
identificate folosind orice metoda sau strategie adecvata, inclusiv analizele descrise in
exemple. De exemplu, tulpinile utilizate in inventie pot fi identificate prin cultivarea in YCFA
anaeroba si/sau administrarea bacteriilor la cazul de artritd indusa de colagen de tip Il la
soarece si apoi evaluarea nivelurilor de citokine. In particular, tulpinile bacteriene care au
modele de crestere similare, tip metabolic si/sau antigene de suprafatd cu o bacterie
depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42381 sau 42486 pot fi utile in inventie. O
tulpina utila va avea o activitate modulatoare imuna comparabila cu tulpina NCIMB 42381
sau 42486. In special, o tulpind de biotip va provoca efecte comparabile asupra modelelor
de astm, artritd, scleroza multipla si boala uveita si efecte comparabile asupra nivelurilor de
citokine la efectele prezentate in exemple, care pot fi identificate folosind protocoalele de
cultivare si administrare descrise in Exemple.

O tulpina preferata in special a inventiei este tulpina Blautia stercoris depusa sub
numarul de inregistrare NCIMB 42381. Acesta este exemplul de tulpina 830 testat in
exemple si dovedit a fi eficient in tratarea bolii. Prin urmare, inventia furnizeaza o celula,
cum ar fi o celula izolata, din tulpina Blautia stercoris depusa sub numarul de inregistrare
NCIMB 42381, Inventia furnizeaza, de asemenea, o compozitie care cuprinde o celula din
tulpina Blautia stercoris depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42381. Inventia de
asemenea furnizeaza o cultura biologic pura a tulpinii de Blautia stercoris depusa sub
numarul de Tnregistrare NCIMB 42381. Inventia furnizeaza, de asemenea, o celuld din
tulpina Blautia stercoris depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42381 pentru utilizare
in terapie, in special pentru bolile descrise aici.
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O tulpina preferata in special a inventiei este tulpina Blautia wexlerae depusa sub
numarul de inregistrare NCIMB 42486. Acesta este exemplul tulpinei MRX008 testat in
exemple si dovedit a fi eficient in tratarea bolii. Prin urmare, inventia furnizeaza o celula,
cum ar fi o celula izolata, din tulpina Blautia wexlerae depusa sub numarul de inregistrare
NCIMB 42486. Inventia furnizeaza, de asemenea, o compozitie care cuprinde o celula a
tulpinei Blautia wexlerae depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42486. Inventia
furnizeaza o cultura biologic pura a tulpinii Blautia wexlerae depuse sub numarul de
inregistrare NCIMB 42486. Inventia furnizeaza, de asemenea, o celula din tulpina Blautia
wexlerae depusa sub numarul de inregistrare NCIMB 42486, pentru utilizare in terapie, in
special pentru bolile descrise aici.

In anumite variante de realizare preferate, tulpinile bacteriene in compozitiile
conform inventiei sunt viabile si capabile sa colonizeze intestinul partial sau total.

Utilizari terapeutice

Asa cum s-a demonstrat in exemple, compozitile bacteriene ale inventiei sunt
eficiente Tn reducerea raspunsului inflamator Th17. in particular, tratamentul cu compozitii
ale inventiei obtine o reducere a nivelurilor IL-17A si a altor citokine ale liniei Th17 si
imbunatatiri clinice ale modelelor animale ale conditiilor mediate de IL-17 si linia Th17. Prin
urmare, compozitiile inventiei pot fi utile in tratarea sau prevenirea bolilor inflamatorii si
autoimune si, in special, in boli sau afectiuni mediate de IL-17. in particular, compozitiile
inventiei pot fi utile Tn reducerea sau prevenirea cresterii raspunsului inflamator IL-17.

Celulele Th17 sunt un subset de celule auxiliare T care produc, de exemplu, IL-17A,
IL17-F, IL-21 si IL-22. Diferentierea celulelor Th17 si linia IL-17 poate fi determinata de IL-
23. Aceste citokine si altele formeaza parti importante ale liniei Th17, care este o linie de
semnalizare a inflamatie confirmata, care contribuie si sta la baza unui numar de boli
inflamatorii si autoimune (asa cum este descris, de exemplu, [21-26]). Bolile in care linia
Th1l7 este activata sunt boli mediate de linia Th1l7. Bolile mediate de linia Th17 pot fi
ameliorate sau atenuate prin suprimarea liniei Thl7, care poate fi printr-o reducere a
diferentierii celulelor Th17 sau o reducere a activitatii lor sau o reducere a nivelului de
citokine a liniei Th17. Bolile mediate de linia Th17 pot fi caracterizate de niveluri crescute
de citokine produse de celulele Th1l7, cum ar fi IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-26, IL-9
(revizuit in [27] ). Bolile mediate de linia Th17 pot fi caracterizate prin exprimarea crescuta a
genelor asociate Th-17, cum ar fi Stat3 sau IL-23R. Bolile mediate de linia Th17 pot fi
asociate cu niveluri crescute de celule Thl7. IL-17 este o citokina pro-inflamatorie care
contribuie la patogeneza mai multor boli inflamatorii si autoimune. IL-17, asa cum este
utilizat aici, se poate referi la orice membru al familiei IL-17, inclusiv IL-17A, IL-17B, IL-17C,
IL-17D, IL-17E si IL-17F. Bolile si afectiunile mediate de IL-17 sunt caracterizate prin
exprimarea ridicata a IL-17 si/sau prin acumularea sau prezenta celulelor pozitive IL-17 intr-
un tesut afectat de boald sau afectiune. In mod similar, bolile si conditiile mediate de IL-17
sunt boli si afectiuni care sunt exacerbate de nivelurile ridicate de IL-17 sau o crestere a
nivelurilor IL-17 si care sunt atenuate de nivelurile scazute de IL-17 sau de o reducere a
nivelurilor IL-17. Raspunsul inflamator IL-17 poate fi local sau sistemic.

Exemple de boli si afectiuni care pot fi mediate de IL-17 sau linia Th17 includ
scleroza multipla; artrita, cum ar fi artrita reumatoida, osteoartrita, artrita psoriazica sau
artrita idiopatica juvenila; neuromielita optica (boala lui Devic); spondilita anchilozanta;
spondilo-arthrita; psoriazis; lupus eritematos sistemic; boala inflamatorie a intestinului, cum
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ar fi boala Crohn sau colita ulceroasa; boala celiaca; astm, cum ar fi astmul alergic sau
astmul bronsic ; boald pulmonara obstructiva cronica (BPOC); uveita; sclerita; vasculita;
Boala Behcet; ateroscleroza; dermatita atopica; emfizem; parodontita; rinita alergica; si
respingerea alogrefelor. In anumite variante de realizare preferate, compozitiile inventiei
sunt utilizate pentru tratarea sau prevenirea uneia sau mai multor aceste afectiuni sau boli.
In anumite variante de realizare preferate, aceste afectiuni sau boli sunt mediate de IL-17
sau linia Th17.

In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate intr-o metod& de
reducere a productiei de IL-17 sau de reducere a diferentierii de celule Th17 in tratamentul
sau prevenirea unei boli sau afectiuni mediate de IL-17 sau linia Th17. in anumite variante
de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate pentru tratarea sau prevenirea unei boli
inflamatorii sau autoimune, in care respectivul tratament sau prevenire se realizeaza prin
reducerea sau prevenirea cresterii raspunsului inflamator Th17. fn anumite variante de
realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate in tratarea unui pacient cu o boala inflamatorie
sau autoimuna, in care pacientul are niveluri de IL-17 crescute sau celule Th1l7 crescute
sau prezinta un raspuns inflamator Th17. in anumite variante de realizare, pacientul poate fi
diagnosticat cu o boala sau afectiune inflamatorie sau autoimuna cronica sau compozitia
inventiei poate fi utilizatd in prevenirea unei boli inflamatorii sau autoimune sau a unei
afectiuni care se dezvolta intr-o boala sau afectiune inflamatorie sau autoimun cronica. in
anumite variante de realizare, boala sau starea poate sa nu raspunda la tratamentul cu
inhibitori de TNF-a. Aceste utilizari ale inventiei pot fi aplicate oricareia dintre bolile sau
afectiunilor specifice enumerate in paragraful precedent. IL-17 si linia Thl7 sunt adesea
asociate cu boli inflamatorii cronice si autoimune, astfel incat compozitiile inventiei pot fi
deosebit de utile in tratarea sau prevenirea bolilor sau afectiunilor cronice, asa cum sunt
enumerate mai sus. in anumite variante de realizare, compozitiile sunt utilizate la pacientii
cu boala cronica. in anumite variante de realizare, compozitiile sunt utilizate in prevenirea
dezvoltarii bolii cronice.

Compozitiile inventiei pot fi utile in tratarea bolilor si a afectiunilor mediate de IL-17
sau linia Th17 si pentru abordarea raspunsului inflamator Th17, astfel incat compozitiile
inventiei pot fi deosebit de utile in tratarea sau prevenirea bolilor cronice, tratarea sau
prevenirea bolii la pacientii care nu au raspuns la alte terapii (cum ar fi tratamentul cu
inhibitori TNF-a) si/sau tratarea sau prevenirea deteriorarii tesutului si a simptomelor
asociate cu celulele IL-17 si Th17. De exemplu, IL-17 este cunoscut ca activeaza
distrugerea matricei in cartilaj si tesutul osos, iar IL-17 are un efect inhibitor asupra
productiei de matrice in condrocite si osteoblaste, astfel ca compozitiile inventiei pot fi utile
in tratarea sau prevenirea eroziunii osoase sau a deteriorarii cartilajului.

In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitii conform inventiei prevede
o reducere sau impiedica o crestere a nivelurilor IL-17, in special a nivelurilor IL-17A. in
anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitii conform inventiei ofera o reducere
sau impiedica o crestere a nivelurilor de TNFa, IFN-y sau IL-6. O astfel de reducere sau
prevenire a nivelurilor ridicate ale acestor citokine poate fi utila in tratarea sau prevenirea
bolilor si afectiunilor inflamatorii si autoimune, in special a celor mediate de IL-17 sau linia
Thi7.

In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitile conform inventiei
asigura o reducere sau previne o crestere a nivelului de celule CD4+. In anumite variante
de realizare, tratamentul cu compozitile inventiei asigura o reducere sau impiedica o
crestere a nivelului de maturizare a celulelor dendritice, in special a celulelor dendritice
derivate de monocite CDla+ CD14-. O astfel de reducere sau prevenire a nivelurilor
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crescute ale nivelului celulelor CD4+ sau reducerea sau prevenirea cresterii nivelului de
maturizare a celulelor dendritice poate fi utila pentru tratarea sau prevenirea bolilor si
afectiunilor inflamatorii si autoimune, in special a celor mediate de IL-17 sau linia Th17.

Astm

in anumite variante de realizare preferate, compozitile inventiei sunt utilizate in
tratarea sau prevenirea astmului. Exemplele demonstreaza ca compozitiile inventiei obtin o
reducere a recrutarii de neutrofile si/sau eozinofile in caile respiratorii in urma sensibilizarii
si administrarii de extract de acarieni de praf si astfel pot fi utile in tratamentul sau
prevenirea astmului. Astmul este o boala cronica caracterizata prin inflamatie si
restrictionarea cailor respiratorii. Inflamatia in astm poate fi mediata de celulele IL-17 si/sau
Th17, astfel incat compozitile inventiei pot fi deosebit de eficiente in prevenirea sau
tratarea astmului. Inflamatia in astm poate fi mediata de eozinofile si/sau neutrofile.

In anumite variante de realizare, astmul este astm eozinofil sau alergic. Astmul
eozinofil si alergic se caracterizeaza printr-un numar crescut de eozinofile in sangele
periferic si in secretiile cailor respiratorii si este asociat patologic cu ingrosarea zonei
membranei subsolului si farmacologic prin reactia la corticosteroizi [28]. Compozitiile care
reduc sau inhiba recrutarea sau activarea eozinofilelor pot fi utile in tratarea sau prevenirea
astmului eozinofil si alergic.

In realizari suplimentare, compozitile inventiei sunt utilizate in tratarea sau
prevenirea astmului bronsic (sau a astmului non-eozinofil). Numarul ridicat de neutrofile
este asociat cu astm sever, care pot fi insensibile la tratamentul cu corticosteroizi.
Compozitiile care reduc sau inhiba recrutarea sau activarea neutrofilelor pot fi utile in
tratarea sau prevenirea astmului bronsic .

Astmul eozinofil si bronsic nu sunt conditii reciproc excluzive si tratamentele care
ajuta la rezolvarea fie a raspunsurilor eozinofile, cat si la neutrofile pot fi utile in tratarea
astmului Tn general. Nivelurile crescute de IL-17 si activarea liniei Th17 sunt asociate cu
astm sever, deci compozitiile inventiei pot fi utile in prevenirea dezvoltarii astmului sever
sau pentru tratarea astmului sever.

In anumite variante de realizare, compozitille inventiei sunt utilizate in metode de
reducere a unui raspuns inflamator eozinofil in tratamentul sau prevenirea astmului sau
pentru utilizarea in metode de reducere a unui raspuns inflamator bronsic in tratamentul
sau prevenirea astmului. Dupa cum s-a mentionat mai sus, nivelurile ridicate de eozinofile
in astm sunt asociate patologic cu ingrosarea zonei membranei subsolului, astfel incat
reducerea raspunsului inflamator eozinofilic in tratamentul sau prevenirea astmului poate fi
in masura sa abordeze in mod specific aceasta caracteristica a bolii. De asemenea,
neutrofilele crescute, fie in combinatie cu eozinofile crescute, fie in absenta lor, sunt
asociate cu astmul sever si ingustarea cronica a cailor respiratorii. Prin urmare, reducerea
raspunsului inflamator bronsic poate fi deosebit de utild pentru abordarea astmului sever.

In anumite variante de realizare, compozitile reduc infiltrarea peribronhiolara in
astmul alergic sau sunt utilizate Tn reducerea infiltrarii peribronhiolare in tratamentul
astmului alergic. In anumite variante de realizare, compozitile reduc infiltrarea
peribronhiolara si/sau perivasculard in astmul bronsic sau sunt utilizate in reducerea
infiltrarii peribronhiolare si/sau perivasculare in tratamentul astmului alergic bronsic .

In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitii conform inventiei asigura
o reducere sau impiedica o crestere a nivelurilor de TNFa.
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in anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate intr-o metoda de
tratare a astmului care duce la reducerea raspunsului inflamator eozinofil si/sau bronsic . in
anumite variante de realizare, pacientul care urmeaza sa fie tratat este sau a fost identificat
anterior ca avand valori crescute de neutrofile sau eozinofile, de exemplu, identificate prin
prelevarea de sange sau analiza sputei.

Compozitiile inventiei pot fi utile in prevenirea dezvoltarii astmului la nou-nascut
atunci cand sunt administrate nou-nascutului sau gravidei. Compozitile pot fi utile in
prevenirea dezvoltarii astmului la copii. Compozitiile inventiei pot fi utile in tratarea sau
prevenirea astmului cu debut adult. Compozitiile inventiei pot fi utile in combaterea sau
ameliorarea astmului. Compozitile inventiei pot fi utile in special pentru reducerea
simptomelor asociate astmului, care este agravat de alergeni, cum ar fi acarienii de praf.

Tratamentul sau prevenirea astmului se poate referi, de exemplu, la o0 atenuare a
gravitatii simptomelor sau la o reducere a frecventei de exacerbari sau a gamei de
declansatoare care reprezinta o problema pentru pacient.

Artrita

In anumite variante de realizare preferate, compozitiile inventiei sunt utilizate n
tratarea sau prevenirea artritei reumatoide (RA). Exemplele demonstreaza ca compozitiile
inventiei obtin o reducere a semnelor clinice ale RA intr-un caz la soarece, reduc
deteriorarile cartilajelor si oaselor si reduc raspunsul inflamator IL-17, deci pot fi utile in
tratamentul sau prevenirea RA. RA este o tulburare inflamatorie sistemica care afecteaza in
primul rand articulatiile. RA este asociata cu un raspuns inflamator care duce la umflarea
articulatiilor, hiperplazie sinoviala si distrugerea cartilajului si a oaselor. Celulele IL-17 si
Th17 pot avea un rol cheie in RA, de exemplu, deoarece IL-17 inhiba productia de matrice
in condrocite si osteoblaste si activeaza productia si functia metaloproteinazelor matriceale
si pentru ca activitatea bolii RA este corelata cu nivelurile IL-17 si numere de celule Th 17
[29,30], astfel incat compozitile inventiei pot fi deosebit de eficiente in prevenirea sau
tratarea RA.

In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate pentru scaderea
nivelului IL-17 sau pentru prevenirea cresterii nivelurilor IL-17 in tratamentul sau prevenirea
RA. In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitii conform inventiei prevede o
reducere sau impiedica o crestere a nivelurilor IL-17, in special a nivelurilor IL-17A. Tn
anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitii conform inventiei ofera o reducere
sau impiedica o crestere a nivelurilor IFN-y sau IL-6.

In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitiile inventiei are ca rezultat
o reducere a umflarii articulatiilor. in anumite variante de realizare, Compozmlle inventiei
sunt utilizate la pacientii cu artlculatu umflate sau la pacientii identificati cu riscul de a avea
articulatii umflate. In anumite variante de realizare, compozitiile |nvent|e| sunt utilizate intr-o
metoda de reducere a umflarii articulatiilor in RA.

in anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitiile inventiei are ca rezultat
o reducere a deteriorarii cartilajelor sau a oaselor. in anumite variante de realizare,
compozitiile inventiei sunt utilizate pentru reducerea sau prevenirea cartilajului sau a
deteriorarii osoase in tratamentul RA. In anumite variante de realizare, compozitile sunt
utilizate in tratarea pacientului cu RA severa care prezinta risc de deteriorare a cartilajului
sau osului.
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Nivelurile crescute de IL-17 si numarul crescut de celule Th1l7 sunt asociate cu
distrugerea cartilajului si oaselor in RA [29,30]. IL-17 este cunoscuta ca activeaza
distrugerea matricei in cartilaj si tesutul osos, iar IL-17 are un efect inhibitor asupra
productiei matricei in condrocite si osteoblaste. Prin urmare, in anumite variante de
realizare, compozitile inventiei sunt utilizate pentru prevenirea eroziunii osoase sau
deteriorarea cartilajului in tratamentul RA. in anumite variante de realizare, compozitiile
sunt utilizate in tratarea pacientilor care prezinta eroziune osoasa sau leziuni ale cartilajelor
sau pacienti identificati cu risc de eroziune osoasa sau deteriorare a cartilajelor.

TNF-a este asociata si cu RA, dar TNF-a nu este implicat in patogeneza etapelor
ulterioare ale bolii. Tn schimb, IL-17 are un rol in toate etapele bolii cronice [31]. Prin
urmare, In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate pentru tratarea
RA cronica sau RA in stadiu tardiv, cum ar fi boala care include distrugerea articulara si
pierderea cartilajului. in anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt destinate
tratarii pacientilor care au primit anterior o terapie anti-TNF-a. In anumite variante de
realizare, pacientii care urmeaza a fi tratati nu raspund sau nu mai raspund la terapia anti-
TNF-a.

Compozitiile inventiei pot fi utile in modularea sistemului imunitar al unui pacient,
astfel incat in anumite variante, compozitiile inventiei sunt utilizate pentru prevenirea RA la
un pacient care a fost identificat cu risc de RA, sau care a fost diagnosticat precoce cu RA.
Compozitiile inventiei pot fi utile in prevenirea dezvoltarii RA.

Compozitiile inventiei pot fi utile in gestionarea sau atenuarea RA. Compozitiile
inventiei pot fi utile in special pentru reducerea simptomelor asociate cu umflarea
articulatiei sau distrugerea oaselor. Tratamentul sau prevenirea RA poate face referire, de
exemplu, la o atenuare a gravitatii simptomelor sau la o reducere a frecventei de exacerbari
sau a gamei de declansatoare care reprezinta o problema pentru pacient.

Scleroza multipla

In anumite variante de realizare preferate, compozitiile inventiei sunt utilizate in
tratarea sau prevenirea sclerozei multiple. Exemplele demonstreaza ca compozitiile
inventiei obtin o reducere a incidentei bolii si a gravitatii bolii la un caz de soarece cu
scleroza multipla (cazul EAE) si, astfel, pot fi utile in tratamentul sau prevenirea sclerozei
multiple. Scleroza multipla este o afectiune inflamatorie asociatad cu deteriorarea tecilor de
mielind ale neuronilor, Tn special la nivelul creierului si coloanei vertebrale. Scleroza
multipla este o boala cronica, care reduce capacitatea progresiv Si care evolueaza in
episoade. Celulele IL-17 si Th17 pot avea un rol cheie in scleroza multipla, de exemplu,
deoarece nivelurile de IL-17 pot fi corelate cu leziunile sclerozei multiple, IL-17 poate
perturba jonctiunile stranse ale celulelor endoteliale ale barierei cerebrale sanguine, iar
celulele Th17 pot migra in sistemul nervos central si pot cauza pierderi neuronale [32,33].
Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi deosebit de eficiente in prevenirea sau tratarea
sclerozei multiple.

In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitiile inventiei are ca rezultat
o reducere a incidentei sau a gravitatii bolii. In anumite variante de realizare, compozitiile
inventiei sunt utilizate In reducerea incidentei bolii sau a gravitatii bolii. in anumite variante
de realizare, tratamentul cu compozitiile inventiei previne o scadere a functiei motrice sau
duce la Tmbunatatirea functiei motrice. in anumite variante de realizare, compozitiile
inventiei sunt destinate utilizarii pentru prevenirea declinului functiei motrice sau pentru
utilizarea in imbunatéatirea functiei motrice. In anumite variante de realizare, tratamentul cu
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compozitiile inventiei impiedica dezvoltarea paraliziei. In anumite variante de realizare,
compozitiile inventiei sunt utilizate pentru prevenirea paraliziei in tratamentul sclerozei
multiple.

Compozitiile inventiei pot fi utile in modularea sistemului imunitar al unui pacient,
astfel incat in anumite variante, compozitile inventiei sunt utilizate pentru prevenirea
sclerozei multiple la un pacient care a fost identificat cu risc de scleroza multipla sau care a
fost diagnosticat cu scleroza multipla in stadiu incipient sau scleroza multipla ,recidiva-
remitentd“. Compozitiile inventiei pot fi utile in prevenirea dezvoltarii sclerozei. Intr-adevar,
exemplele arata ca administrarea compozitiilor conform inventiei a impiedicat dezvoltarea
bolii la multi soareci.

Compozitiile inventiei pot fi utile in gestionarea sau ameliorarea sclerozei multiple.
Compozitiile inventiei pot fi utile in special pentru reducerea simptomelor asociate cu
scleroza multipla. Tratamentul sau prevenirea sclerozei multiple se poate referi, de
exemplu, la o atenuare a gravitatii simptomelor sau la o reducere a frecventei de exacerbari
sau a gamei de declansatoare care reprezinta o problema pentru pacient.

Uveita

In anumite variante de realizare preferate, compozitile inventiei sunt utilizate n
tratarea sau prevenirea uveitei. Exemplele demonstreaza ca compozitiile inventiei obtin o
reducere a incidentei bolii si a gravitatii bolii intr-un caz de uveita la animal si astfel pot fi
utile in tratamentul sau prevenirea uveitei. Uveita este inflamatia uveei si poate duce la
distrugerea tesutului retinian. Se poate prezenta sub diferite forme anatomice (anterior,
intermediar, posterior sau difuz) si poate rezulta din cauze diferite, dar inrudite, inclusiv
tulburari autoimune sistemice. IL-17 si linia Th17 sunt implicate central in uveita, astfel incat
compozitiile inventiei pot fi deosebit de eficiente in prevenirea sau tratarea uveitei.
Referintele [34-41] descriu niveluri serice crescute de interleukinad-17A la pacientii cu
uveita, asocierea specifica a variantelor genetice IL17A cu panuveita, rolul citokinelor
asociate Th17 in patogeneza uveitei autoimune experimentale, dezechilibrul dintre celulele
Th17 si celulele T regulatoare in timpul uveitei autoimune monofazice experimentale,
reglarea in sus a IL-17A la pacientii cu uveita si boli active Adamantiades-Behget si Vogt-
Koyanagi-Harada (VKH), tratamentul uveitei infectioase cu secukinumab (anticorp anti-IL-
17A) si Th17 la ochii cu uveita.

In anumite variante de realizare, uveita este uveitd posterioara. Uveita posterioara
se prezinta in primul rand ca fiind inflamatia retinei si coroidelor si exemplele demonstreaza
ca compozitiile inventiei sunt eficiente in reducerea inflamatiei si afectarii retinei.

In anumite variante de realizare, tratamentul cu compozitiile inventiei are ca rezultat
o reducere a leziunilor retiniene. In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt
utilizate pentru reducerea sau prevenirea leziunilor retiniene in tratamentul uveitei. in
anumite variante de realizare, compozitile sunt utilizate in tratarea pacientilor cu uveita
severd care prezintd riscul de deteriorare a retinei. In anumite variante de realizare,
tratamentul cu compozitiile inventiei are ca rezultat o reducere a inflamatiei discului optic. in
anumite variante de realizare, compozitiile inventiei sunt utilizate pentru reducerea sau
prevenirea inflamatiei discului optic. In anumite variante de realizare, tratamentul cu
compozitiile inventiei are ca rezultat o reducere a infiltrarii tesutului retinian de catre celule
inflamatorii. Tn anumite variante de realizare, compozitile inventiei sunt utilizate n
reducerea infiltrarii tesutului retinian de cétre celulele inflamatorii. in anumite variante de
realizare, tratamentul cu compozitiile inventiei are ca rezultat mentinerea sau imbunatatirea
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vederii. In anumite variante de realizare, compozitile inventiei sunt utilizate pentru
mentinerea sau imbunatatirea vederii.

in anumite variante de realizare, compozitille sunt utilizate in tratarea sau prevenirea
uveitei asociate cu o boala non-infectioasa sau autoimuna, cum ar fi boala Behget, boala
Crohn, iridociclita heterocromica Fuchs, granulomatoza cu poliangeita, uveitda asociata
HLA-B27, artrita idiopatica minora, sarcoidoza, spondiloartrita, oftalmie simpatica, nefrita
tubulointerstitiala si sindrom de uveita sau sindrom Vogt-Koyanagi-Harada. S-a dovedit ca
IL-17A este implicata in, de exemplu, in bolile Behget si Vogt-Koyanagi-Harada.

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

Moduri de administrare

De preferinta, compozitiile inventiei trebuie administrate pe tractul gastrointestinal
pentru a permite transmiterea si/sau colonizarea partiala sau totala a intestinului cu tulpina
bacteriana a inventiei. In general, compozitiile inventiei sunt administrate oral, dar pot fi
administrate pe cale rectala, intranazala sau pe cai bucale sau sublinguale.

In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei pot fi administrate sub forma
de spuma, sub forma de spray sau de gel.

In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei pot fi administrate ca un
supozitor, cum ar fi un supozitor rectal, de exemplu sub forma unui ulei de teobrom (unt de
cacao), grasimi sintetice dure (de exemplu, suppocire, witepsol), glicero-gelatina,
polietilenglicol sau compozitie de glicerina de sapun.

In anumite variante de realizare, compozitia inventiei este administrata tractului
gastro-intestinal printr-un tub, cum ar fi un tub nazogastric, tub orogastric, tub gastric, tub
de jejunostomie (tub J), gastrostomie endoscopica percutanata (PEG) sau port, cum ar fi ca
un port de perete toracic care oferd acces la stomac, jejun si alte porturi de acces
adecvate.

Compozitille inventiei pot fi administrate o singura data sau pot fi administrate
secvential ca parte a unui regim de tratament. In anumite variante de realizare, compozitiile
inventiei trebuie administrate zilnic.

In anumite variante de realizare ale inventiei, tratamentul conform inventiei este
insotit de evaluarea microbiotei intestinale a pacientului. Tratamentul poate fi repetat daca
livrarea si/sau colonizarea partialda sau totald cu tulpina inventiei nu este obtinuta astfel
incat eficacitatea sa nu fie observata, sau tratamentul poate fi incetat daca livrarea si/sau
colonizarea partiala sau totald are succes si eficacitatea este observata.

In anumite variante de realizare, compozitia inventiei poate fi administrata unui
animal gestant, de exemplu un mamifer, cum ar fi un om, pentru a preveni o boala
inflamatorie sau autoimuna care se dezvolta la copilul ei in utero si/sau dupa ce se naste.

Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost diagnosticat cu o
boalad sau afectiune mediata de IL-17 sau linia Th17, sau care a fost identificat ca fiind in
pericol de o boala sau o afectiune mediata de IL-17 sau linia Th17. Compozitille pot fi, de
asemenea, administrate ca o masura profilactica pentru a preveni dezvoltarea de boli sau
afectiuni mediate de IL-17 sau linia Th17 la un pacient sanatos.
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Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost identificat ca avand
o microbiota intestinala anormala. De exemplu, pacientul poate avea colonizare redusa sau
absenta de Blautia, in special Blautia stercoris sau Blautia wexlerae.

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

In general, compozitiile inventiei sunt destinate tratamentului oamenilor, desi pot fi
utilizate pentru a trata animale inclusiv mamifere monogastrice, cum ar fi pasari de curte,
porci, pisici, caini, cai sau iepuri. Compozitiile inventiei pot fi utile in imbunatatirea cresterii
si performantei animalelor. Daca se administreaza la animale, se poate utiliza gavaj oral.

Compozitii

in general, compozitia inventiei cuprinde bacterii. In variantele preferate ale
inventiei, compozitia este formulata sub forma uscata prin congelare. De exemplu,
compozitia inventiei poate cuprinde granule sau capsule de gelatina, de exemplu capsule
de gelatina dura, cuprinzand o tulpina bacteriana a inventiei.

De preferintd, compozitia inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea bacteriilor
este o procedura bine stabilitd si sunt disponibile indrumari relevante in, de exemplu,
referinte [48-50].

Alternativ, compozitia inventiei poate cuprinde o cultura bacteriana activa vie.

In anumite variante de realizare preferate, compozitia inventiei este incapsulata
pentru a permite livrarea tulpinii bacteriene catre intestin. Incapsularea protejeaza
compozitia de degradare pana la eliberarea la locatia vizata prin, de exemplu, ruptura cu
stimuli chimici sau fizici, cum ar fi presiunea, activitatea enzimatica sau dezintegrarea fizica,
care poate fi declansata de modificari ale pH-ului. Poate fi folosita orice metoda adecvata
de incapsulare. Tehnicile de incapsulare exemplificative includ infasurarea in cadrul unei
matrice poroase, atasarea sau absorbtia pe suprafete purtatoare solide, autoagregarea prin
floculare sau cu agenti de legaturd incrucisatéd si retentie mecanica in spatele unei
membrane microporoase sau a unei microcapsule. Indrumari privind incapsularea care pot
fi utile in prepararea compozitiilor inventiei sunt disponibile, de exemplu, in referinte [51] si
[52].

Compozitia poate fi administrata oral si poate fi sub forma de tableta, capsula sau
pulbere. Produsele incapsulate sunt preferate, deoarece Blautia sunt anaerobe. Alte
ingrediente (cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse ca recuperatori de oxigen si
substraturi prebiotice pentru a imbunatati livrarea si/sau colonizarea si supravietuirea
partiala sau totald si in vivo. Alternativ, compozitia probiotica a inventiei poate fi
administrata oral ca aliment sau produs nutritiv, cum ar fi lactat fermentat pe baza de lapte
sau zer sau ca produs farmaceutic.

Compozitia poate fi formulata ca un probiotic.

O compozitie a inventiei include o cantitate eficienta terapeutic dintr-o tulpina
bacteriand a inventiei. O cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind bacteriand este
suficienta pentru a exercita un efect benefic asupra unui pacient. O cantitate eficienta
terapeutic dintr-o tulpind bacteriana poate fi suficientd pentru a duce la administrarea si/sau
colonizarea partiala sau totala a intestinului pacientului.
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O doza zilnica adecvata din bacterie, de exemplu la un om adult, poate fi de la
aproximativ 1 x 10° la aproximativ 1 x 10*! unitati ce formeaza colonii (UFC); de exemplu,
de la aproximativ 1 x 107 la aproximativ 1 x 10'° UFC; in alt exemplu de la aproximativ 1 x
10° la aproximativ 1 x 10%° UFC.

In anumite variante de realizare, compozitia contine tulpina bacteriand intr-o
cantitate de aproximativ 1 x 10° pana in jur de 1 x 10 UFC/g, cu privire la greutatea
compozitiei; de exemplu, de la aproximativ 1 x 108 pana la aproximativ 1 x 10 UFC/g.
Doza poate fi, de exemplu, 1 g, 3g, 59, si 10g.

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

In anumite variante de realizare, compozitia probioticd a prezentei inventii include
un compus prebiotic intr-o cantitate de la aproximativ 1 pana la aproximativ 30% in
greutate, in raport cu compozitia totala a greutatii (de exemplu, de la 5 la 20% in greutate).
Carbohidratii pot fi selectati din grupul format din: fructo oligozaharide (sau FOS), fructo-
oligozaharide cu lant scurt, inulind, izomalt-oligozaharide, pectine, xilo-oligozaharide (sau
XOS), chitosan-oligozaharide (sau COS), beta-glucani, amidon modificat si rezistent la
guma, polidextroza, D-tagatoza, fibre de salcam, carob, ovaz si fibre de citrice. Intr-un
aspect, prebioticele sunt fructo-oligozaharidele cu lant scurt (pentru simplitatea prezentata
mai jos ca FOSs-c.c); FOS-c.c.-urile respective nu sunt carbohidrati digerabili, obtinuti in
general prin conversia zaharului din sfecla si incluzand o molecula de zaharoza la care sunt
legate trei molecule de glucoza.

Compozitiile inventiei pot cuprinde excipienti sau purtatori acceptabili farmaceutic.
Exemple de astfel de excipienti potriviti pot fi gasiti in referinta [53]. Purtatorii sau diluantii
acceptabili pentru utilizare terapeutica sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt
descrisi, de exemplu, in referintd [54]. Exemple de purtatori adecvati includ lactoza,
amidon, glucoza, metil celuloza, stearat de magneziu, manitol, sorbitol si altele asemenea.
Exemple de diluanti adecvati includ etanol, glicerol si apa. Alegerea purtatorului
farmaceutic, a excipientului sau a diluantului poate fi selectatad in ceea ce priveste calea de
administrare prevazuta si practica farmaceutica standard. Compozitiile farmaceutice pot
cuprinde ca, sau in plus fatd de purtator, excipient sau diluant orice liant (lianti) adecvat
(adecvati), lubrifiant (lubrifianti), agent (agenti) de suspendare, agent (agenti) de acoperire,
agent (agenti) de solubilizare. Exemple de lianti adecvati includ amidon, gelatina, zaharuri
naturale precum glucoza, lactoza anhidra, lactoza cu flux liber, beta-lactoza, indulcitori de
porumb, guma naturald si sintetica, cum ar fi acacia, tragacant sau alginat de sodiu,
carboximetilceluloza si polietilenglicol. Exemple de lubrifianti adecvati includ oleat de sodiu,
stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu, clorura de sodiu
si altele asemenea. in compozitia farmaceuticad pot fi furnizati conservanti, stabilizanti,
coloranti si chiar agenti aromatizanti. Exemple de conservanti includ benzoatul de sodiu,
acidul sorbic si esterii acidului p-hidroxibenzoic. Se mai pot folosi antioxidanti si agenti de
suspendare.

Compozitiile inventiei pot fi formulate ca un produs alimentar. De exemplu, un
produs alimentar poate oferi beneficii nutritive pe 1anga efectul terapeutic al inventiei, cum
ar fi intr-un supliment nutritional. in mod similar, un produs alimentar poate fi formulat
pentru a imbunatati gustul compozitiei inventiei sau pentru a face compozitia mai atractiva
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pentru a fi consumata prin a fi mai asemanatoare cu un produs alimentar obisnuit, mai
degraba decét pentru o compozitie farmaceutica. In anumite variante de realizare,
compozitia inventiei este formulata ca un produs pe baza de lapte. Termenul ,produs pe
baza de lapte” inseamna orice produs lichid sau semisolid sau pe baza de lapte sau zer
avand un continut diferit de grasimi. Produsul pe baza de lapte poate fi, de exemplu, lapte
de vaca, lapte de capra, lapte de oaie, lapte degresat, lapte integral, lapte recombinat din
lapte praf si zer, fara nicio prelucrare, sau un produs procesat, cum ar fi iaurt, lapte coapte,
cas, lapte acru, lapte integral acru, lapte cu unt si alte produse din lapte acru. Un alt grup
important include bauturi din lapte, cum ar fi bauturile din zer, lapte fermentat, lapte
condensat, lapte pentru sugari sau pentru bebelusi; lapte aromat, inghetata; alimente care
contin lapte, cum ar fi dulciurile.

In anumite variante de realizare, compozitiile inventiei contin o tulpind sau specie
bacterianad unica si nu contin alte tulpini sau specii bacteriene. Astfel de compozitii pot
cuprinde numai cantitati de minimis sau biologice irelevante din alte tulpini sau specii
bacteriene. Astfel de compozitii pot fi o cultura care este substantial lipsita de alte specii de
organism.

Compozitiile pentru utilizare in conformitate cu inventia pot avea sau nu nevoie de
aprobare de introducere pe piata.

In unele cazuri, tulpina bacteriana liofilizatd este reconstituitd Tnainte de
administrare. In unele cazuri, reconstituirea se face prin utilizarea unui diluant descris aici.

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

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaza o compozitie farmaceutica care
cuprinde: o tulpina bacteriana a inventiei; si un excipient acceptabil farmaceutic, purtator
sau diluant; in care tulpina bacteriana este intr-o cantitate suficienta pentru a trata o
tulburare atunci cand este administrata unui subiect care are nevoie de aceasta; si in care
tulburarea este selectatd din grupul constédnd din astm, astm alergic, astm bronsic,
osteoartrita, artrita psoriazica, artrita idiopatica juvenila, neuromielitd optica (boala lui
Devic), spondilita anchilozanta, spondiloartrita, lupus eritematos, sistemic, boala pulmonara
boala (BPOC), uveita, sclerita, vasculita, boala Behcet, ateroscleroza, dermatita atopica,
emfizem, parodontita, rinita alergica si respingerea alogrefei.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeazi o compozitie farmaceutica care
cuprinde: o tulpind bacteriana a inventiei; si un excipient acceptabil farmaceutic, purtator
sau diluant; in care tulpina bacteriana este intr-o cantitate suficienta pentru a trata sau a
preveni o boald sau o afectiune mediata de IL-17 sau linia Th17. in anumite variante de
realizare preferate, boala sau starea respectiva este selectata din grupul constadnd din
artrita reumatoida, scleroza multipla, psoriazis, boala inflamatorie a intestinului, boala
Crohn, colita ulceroasa, boala celiaca, astm, astm alergic, astm bronsic, osteoartrita, artrita
psoriazica, juvenil artrita idiopatica, neuromielitd optica (boala Iui Devic), spondilita
anchilozanta, spondiloartrita, lupus eritematos sistemic, boala pulmonara obstructiva
cronica (BPOC), uveita, sclerita, vasculita, boala Behcet, ateroscleroza, dermatita atopica,
emfizem, periodontita, rinita alergica, si respingere de alogrefa.

in anumite variante de realizare, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticd de mai
sus, in care cantitatea de tulpind bacteriand este de aproximativ 1 x 10%pana la
aproximativ. 1 x 10! colonii care formeaza unitdti pe gram in raport cu greutatea
compozitiei.
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in anumite variante de realizare, inventia furnizeaz& compozitia farmaceuticd de mai
sus, in care compozitia este administrata intr-o doza de 1 g, 3 g, 5 gsau 10 g.

in anumite variante de realizare, inventia furnizeazd compozitia farmaceutica
mentionata mai sus, in care compozitia este administrata printr-o metoda selectata din
grupul constand din metoda orala, rectala, subcutanata, nazala, bucala si sublinguala.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica
mentionata mai sus, cuprinzand un purtator ales din grupul constand din lactoza, amidon,
glucoza, metil celuloza, stearat de magneziu, manitol si sorbitol.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaz& compozitia farmaceutica de mai
sus, cuprinzand un diluant selectat din grupul constand din etanol, glicerol si apa.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica
mentionata mai sus, cuprinzdnd un excipient selectat din grupul constand din amidon,
gelating, glucoza, lactoza anhidra, lactoza cu flux liber, beta-lactoza, indulcitor de porumb,
salcam, tragacant, alginat de sodiu, carboximetilceluloza, polietilenglicol, oleat de sodiu,
stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu si clorura de
sodiu.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeazd compozitia farmaceutica
mentionata mai sus, cuprinzand in plus cel putin unul dintre conservanti, un antioxidant si
un stabilizator.

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

In anumite variante de realizare, inventia furnizeazd compozitia farmaceutica
mentionata mai sus, Tn care tulpina bacteriana mentionata este liofilizata.

In anumite variante de realizare, inventia furnizeazd compozitia farmaceutica
mentionata mai sus, in care compozitia este pastrata intr-un recipient sigilat la aproximativ
4°C sau aproximativ 25°C si recipientul este plasat intr-o atmosfera cu 50% umiditate
relativa, cel putin 80% din tulpina bacteriand masurata in unitatile formatoare de colonii,
ramane dupa o perioada de cel putin aproximativ: 1 luna, 3 luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani,
2,5 ani sau 3 ani.

Metode de cultura

Tulpinile bacteriene utilizate in prezenta inventie pot fi cultivate folosind tehnici
standard de microbiologie, asa cum sunt detaliate, de exemplu, n referinte [55-57].

Mediul solid sau lichid utilizat pentru cultura poate fi agar YCFA sau mediu YCFA.
Mediul YCFA poate include (la 100 ml, valori aproximative): Casitona (1,0 g), extract de
drojdie (0,25 g), NaHCO3 (0,4 g), cisteina (0,1 g), K2HPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 q),
NaCl (0,09 g), (NH4)2S04 (0,09 g), MgSO4 - 7H20 (0,009 g), CaCl. (0,009 g), resazurina
(0,1 mg), hemina (1 mg), biotina (1 pg), cobalamina (1 ug), acid p-aminobenzoic (3 pg),
acid folic (5 pg), si piridoxamina (15 pg).

Tulpini bacteriene pentru utilizare in compusii de vaccin

Inventatorii au identificat ca tulpinile bacteriene ale inventiei sunt utile in tratarea sau
prevenirea bolilor sau afectiunilor mediate de IL-17 sau linia Th17. Acesta este probabil
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rezultatul efectului pe care tulpinile bacteriene din inventie il au asupra sistemului imunitar
gazda. Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi de asemenea utile in prevenirea bolilor sau
afectiunilor mediate de IL-17 sau linia Th17, atunci cand sunt administrate sub forma de
compozitii de vaccin. in anumite astfel de realizéri, tulpinile bacteriene ale inventiei pot fi
ucise, inactivate sau atenuate. in anumite astfel de realizari, compozitiile pot cuprinde un
adjuvant pentru vaccin. In anumite variante de realizare, compozitile sunt destinate
administrarii prin injectie, cum ar fi prin injectie subcutanata.

Generalitati

Practica prezentei inventii va utiliza, daca nu se indica altfel, metode conventionale
de chimie, biochimie, biologie moleculara, imunologie si farmacologie, in baza abilitatii din
domeniu. Astfel de tehnici sunt explicate pe deplin in literatura de specialitate. A se vedea,
de exemplu, referintele [58] si [59-65], etc.

Termenul ,cuprinzand® cuprinde ,inclusiv®, precum si ,alcatuit®, de ex. o compozitie
,care cuprinde® X poate consta exclusiv din X sau poate include ceva suplimentar e.g. X +
Y.

Termenul ,aproximativ® in raport cu o valoare numerica x este optional si inseamna,
de exemplu, x£10%.

Cuvantul ,substantial® nu exclude ,complet® de ex. o compozitie care este
,Substantial liberda“ de Y poate fi complet lipsita de Y. Cand este necesar, cuvantul
,<Substantial“ poate fi omis din definitia inventiei.

Referirile la o identitate de secventa procentuala intre doua secvente de nucleotide
inseamna ca, atunci cand sunt aliniate, acel procent de nucleotide este aceleasi in
compararea celor doua secvente. Aceasta aliniere si procentul de omologie sau identitate
de secventa pot fi determinate folosind programe software cunoscute in domeniu, de
exemplu cele descrise in sectiunea 7.7.18 din ref. [66]. O aliniere preferatd este
determinata de algoritmul de cautare a omologiei Smith-Waterman folosind o cautare a
diferentei afine cu o penalitate deschisa de diferentad de 12 si o pedeapsa de extensie a
golului de 2, matricea BLOSUM din 62. Algoritmul de cautare a omologiei Smith-Waterman
este dezvaluit in ref. [67].

Cu exceptia cazului in care se specificd in mod special, un proces sau o metoda
care cuprinde numeroase etape poate cuprinde pasi suplimentari la inceputul sau sféarsitul
metodei sau poate cuprinde pasi suplimentari de interventie. De asemenea, etapele pot fi
combinate, omise sau efectuate intr-o ordine alternativa, daca este cazul.

Prezentele variante de realizare ale inventiei sunt descrise aici. De apreciat ca
caracteristicile specificate in fiecare varianta de realizare pot fi combinate cu alte
caracteristici specificate, pentru a oferi realizdri suplimentare. in particular, realizarile
evidentiate aici ca fiind adecvate, tipice sau preferate pot fi combinate intre ele (cu exceptia
cazurilor in care acestea se exclud reciproc).

MODURI DE REALIZARE A INVENTIEI

Exemplul 1- Eficacitatea inoculilor bacterieni intr-un caz de astm indus de acarieni la
soarece
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Sumar

Soarecilor li s-au administrat compozitii care contin tulpini bacteriene conform
inventiei si au fost ulterior tratati cu extract de acarieni de praf (HDM) pentru a provoca un
raspuns inflamator alergic. Raspunsul inflamator la HDM include componente eozinofile si
neutrofile, este mediat de IL-17 si linia Thl7 si este un caz de astm. Marimea si
caracteristicile raspunsului inflamator al soarecilor tratati cu compozitii ale inventiei au fost
comparate cu grupele de control. S-a constatat ca compozitile inventiei atenueaza
raspunsul inflamator si reduc recrutarea eozinofilelor si neutrofilelor, indicand ca pot fi utile
in tratarea afectiunilor mediate de IL-17 si Th17, cum ar fi eozinofilie, neutrofilie si astm.

Tulpina
830: Blautia stercoris

Proiectul de studiu

Grupuri:

1. Grup de control negativ. Tratamentul cu vehicul de control (oral).

6. Tratamentul cu tulpina de inoculum a bacteriilor terapeutice 830 (oral).

7. Grup de control pozitiv. Tratament cu Dexametazona (i.p.).

8. Grup de control netratat.

Numarul de soareci pe grup =5

Ziua 14 pana in ziua 13: Administrarea zilnica a vehiculului de control pe cale orala (grupul
1).

Ziua 14 pana in ziua 13: Administrarea zilnica a inoculului de bacterii terapeutice pe cale
orala (grupul 2-6).

Ziua 0, 2, 4, 7, 9, 11 Administrarea de 15 ml HDM (extract de acarieni de praf - Numar de
catalog: XPB70D3A25, Numar lot: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, SUA) in volum
de 30| PBS pe cale nazala ( Grupul 1-8).

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

Ziua 14 Sacrificarea tuturor animalelor pentru analiza.

Numarul total de soareci = 40.

Obiective sianaliza

in ziua a 14 animalele au fost sacrificate prin injectie letala intraperitoneala cu
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) urmata imediat de o spalare
bronhoalveolara (BAL).

Celulele au fost izolate de lichidul BAL (spalarea bronhoalveolard) si s-au recoltat
numarul de celule diferentiale (200 de numar de celule/probe).

Materiale si metode

Soareci. Soarecii BALB/c in varstd de 7 saptaméani au fost achizitionati de la
laboratoarele Charles River si au fost repartizati aleatoriu in custi avand in total 5 soareci
pe cusca (custi ventilate provenite de la Indulab AG, Gams, Elvetia). Custile au fost
etichetate cu numarul studiului, numarul grupului si data de incepere a experimentului.
Soarecii au fost monitorizati saptdmanal si aclimatizati la instalatie timp de 7 zile inainte de
inceperea studiului (Ziua de studiu 14). Animalele aveau 8 saptamani in ziua de studiu 14,
iar apa potabila si alimentele erau disponibile ad libitum. Cusca a fost imbogatita. Ingrijirea
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zilnica a animalelor a fost efectuata conform numarului de autorizatie locala 2283.1 (eliberat
si aprobat de: Service de la consommation et des affaires vétérinaires du Canton de Vaud).
Apa potabila si alimentele au fost disponibile ad libitum si reimprospatate o data pe zi.
Cusca a fost imbogatita. Normele privind bunastarea animalelor au fost respectate conform
autoritatilor oficiale din Elvetia in baza ordonantei 455.163 FVO (Oficiul Federal Veterinar)
privind cresterea animalelor de laborator, productia de animale modificate genetic si
metodele de experimentare a animalelor.

Cultivarea inoculilor bacterieni. In cadrul unei statii de lucru sterile, s-a dezghetat
un flacon de bacterii incalzindu-se in ména cu manusa si injectat ~0,7 ml de continut intr-
un tub Hungate (Numarul Cat, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern,
Germania), continand 8 ml de anaerobe YCFA. De obicei s-au preparat doua tuburi pe
tulpina. Tuburile Hungate au fost apoi incubate (static) la 37°C pana la 24-26 ore (pentru
tulpina 830).

Cultivarea vehiculului de control. S-a incubat un tub Hungat care contine 8 ml de
YCFA anaeroba (static) la 37° C timp de 16 ore.

Administrarea inoculilor bacterieni sau vehicul de control. 400 ul de inoculi
bacterieni de cultura sau vehicul de control au fost administrate pe zi, prin gavaj oral.

Sensibilizare intranazala. Soarecii au fost anesteziati cu o injectie i.p. cu 9,75 mg
xilasol si 48,75 mg ketasol per kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Elvetia) si li s-a administrat 15
ml de HDM (Numar de catalog: XPB70D3A25, Numar lot: 231897, Greer Laboratories,
Lenoir, NC, SUA) in volum de 30 PBS pe cale nazala.

Pregatirea si administrarea compusului de control pozitiv Dexameta-zona.
Fosfatul disodic de dexametazona 21- (Sigma-Aldrich, numar de catalog D1159, lot N °
SLBD.1030V) a fost rezolvat in H2O si administrat animalelor in doza de 3mg/kg ntr-un
volum de 200ul pe cale orala in zilele indicate in studiu pentru protocolul de mai sus.

Procedura de incheiere. in ziua a 14 animalele au fost sacrificate printr-o injectie
letald i.p. injectie cu pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 117013 9A) urmata
imediat de lavaj bronhoalveolar (BAL) in 500 ul de solutie salina.

Masurarea infiltrarilor celulare in BAL. Celulele au fost izolate de lichidul BAL si
numarari de celule diferentiale s-au efectuat pe baza criteriilor morfologice si citochimice
standard.

Grafice si analize statistice. Toate graficele au fost generate cu Graphpad Prism
Versiunea 6 si a fost aplicat un ANOVA unidirectional. Rezultatele analizei statistice au fost
furnizate cu tabelele de date individuale. Barele de eroare reprezinta eroarea standard a
mediei (SEM).

Rezultate si analiza

Rezultatele experimentului sunt indicate in Figurile 1-9.

Nu s-a observat niciun caz de morbiditate sau mortalitate la soarecii tratati cu
bacteriile sau vehiculul. Cele doua controale, tratamentul vehiculului (control negativ) si
tratamentul cu dexametazona (control pozitiv) s-au comportat asa cum era de asteptat, cu
eozinofilie afectata si neutrofilie notate in urma tratamentului cu dexametazona.
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Cele mai importante rezultate ale acestui experiment sunt prezentate in Figurile 6 si
7, care raporteaza numarul total si procentul de neutrofile detectate in spalarea bronhiolara
in urma administrari de HDM. Administrarea de tulpina 830 a dus la o reducere a
neutrofilelor totale si a proportiei de neutrofile in BAL in raport cu vehicul de control.

Exemplul 2 - Eficacitatea inoculilor bacterieni intr-un caz de astm brongic sever la
soarece

Sumar

Soarecilor li s-au administrat compozitii care contin tulpini bacteriene conform
inventiei si au fost ulterior sensibilizati cu administrari subcutanate de extract de praf
acvatic (HDM) si li s-a administrat intranazal HDM, pentru a constata raspunsul inflamator
al astmului bronsic sever. Marimea si caracteristicile raspunsului inflamator expus de
soarecii tratati cu compozitii ale inventiei au fost comparate cu grupele de control. S-a
descoperit ca compozitiile inventiei atenueaza raspunsul inflamator si, in special, reduc
recrutarea neutrofilelor, intr-o maniera comparabila cu controlul pozitiv care cuprinde
administrari de anticorpi anti-IL-17. De aceea, datele indica faptul ca compozitiile inventiei
pot fi utile in tratarea afectiunilor mediate de IL-17 si Th17, cum ar fi neutrofilia si astmul.

Tulpina
830: Blautia stercoris

Proiectul de studiu

Grupuri:

1. Grup de control negativ. Tratamentul cu vehicul de control (pe cale orala).

6. Tratamentul cu tulpina de inocul bacterian terapeutic 830 (pe cale orala).

7. Grup de control pozitiv. Tratament anti-IL-17 (i.p.).

8. Grup de control netratat.

9: Soareci sanatosi (linie de baza).

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

Ziua 14 pana in ziua 17: Administrarea zilnica a vehiculului de control pe cale orala (grupul
1).

Ziua 14 pana in ziua 17: Administrarea zilnica a inoculului de bacterii terapeutice pe cale
orala (grupul 2-6).

Ziua 0: Sensibilizare cu HDM in CFA (s.c.) (grupul 1-8).

Ziua 7: Sensibilizare cu HDM in CFA (s.c.) (grupul 1-8).

Zilele 13, 15, 17: Administrarea anticorpului de neutralizare anti IL-17 per i.p. (Grupul 7).
Zilele 14, 15, 16, 17: Administrare de HDM in 30ul PBS pe cale nazala (grupul 1-8).

Ziua 18: Sacrificarea tuturor animalelor pentru analiza.

Obiective si analiza:

In ziua a 14-a animalele au fost sacrificate prin injectie letald intraperitoneala cu
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A), urmata imediat de un lavaj
bronhoalveolar (BAL). Celulele au fost izolate de fluidul BAL si s-au numarat celulele
diferentiale (200 de celule/probe).

Material si metode.
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Soareci. Soarecii in varsta de 7 saptaméani C57BL/6 de sex feminin au fost
achizitionati de la laboratoarele Charles River si au fost repartizati aleatoriu in custi avand
in total 5 soareci pe cusca (custi ventilate provenite de la Indulab AG, Gams, Elvetia.
Custile au fost etichetate cu numarul studiului, numarul grupului si data de incepere a
experimentului. Soarecii au fost monitorizati saptaménal si aclimatizati la instalatie timp de
7 zile Tnainte de inceperea studiului (Ziua de studiu 14). Animalele aveau 8 saptamani in
ziua studiului 14. Apa potabila si alimentele erau disponibile ad libitum. Cusca a fost
imbogatita. ingrijirea zilnica a animalelor a fost efectuatd conform numérului de autorizatie
locala 2283.1 (eliberat si aprobat de: Service de la consommation et des affaires
véteérinaires du Canton de Vaud). Apa potabila si alimentele au fost disponibile ad libitum si
reimprospatate o data pe zi. Cusca a fost imbogatitd. Normele privind bunastarea
animalelor au fost respectate conform autoritatilor oficiale din Elvetia in baza ordonantei
455.163 FVO (Oficiul Federal Veterinar) privind cresterea animalelor de laborator, productia
de animale modificate genetic si metodele de experimentare a animalelor.

Cultivarea inoculilor bacterieni. In cadrul unei statii de lucru sterile, s-a dezghetat
un flacon de bacterii prin incalzire in mana cu manusa si s-au injectat ~0,7 ml de continut
intr-un tub Hungate (Numarul Cat, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern,
Germania), contindnd 8 ml de anaerobe YCFA. De obicei s-au preparat doua tuburi pe
tulpina. Tuburile Hungate au fost apoi incubate (static) la 37°C pana la 24-26 ore (pentru
tulpina 830).

Cultivarea vehiculului de control. S-a incubat un tub Hungat care contine 8 ml de
YCFA anaeroba (static) la 37°C timp de 16 ore.

Administrarea inoculilor bacterieni sau vehicul de control. Inoculul de bacterii
de cultura sau vehicul de control a fost administrat ziua, prin gavaj oral.

Sensibilizare HDM. 50 pg de HDM (Numar de catalog: XPB70D3A25, Numar lot:
231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, SUA) din PBS a fost emulsionat in volum egal de
adjuvant complet Freund (CFA Chondrex Inc. Washington, SUA) si administrat subcutanat
in volum de 200 ul, de doua ori peste doua saptamani pe flancurile opuse. La o saptamana
dupd a doua imunizare, soarecii au fost anesteziati cu injectie i.p. cu 9,75 mg xilasol si
48,75 mg ketasol pe kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Elvetia) si apoi li s-a administrat
intranazal 15 pg de HDM in volum de 30 | PBS in 4 zile consecutive. Analiza a fost
efectuata la o zi dupa administrarea finala.

Pregatirea si administrarea anticorpului IL-17 de soarece combinat de control
pozitiv. Anticorpul de neutralizare anti-IL-17 a fost administrat din Bio X Cell si a fost
pastrat la 4°C (Clona 17F3, Numarul Cat. BE0173, Bio X Cell) si administrat i.p. in doza de
12,5 mg/kg in zilele indicate in protocolul de studiu de mai sus.

Procedura de incheiere. in ziua a 18 animalele au fost sacrificate prin injectie
letala i.p. cu pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 117013 9A) urmata imediat de
lavaj bronhoalveolar (BAL) in 500 ul de solutie salina.

Masurarea infiltrarilor celulare in BAL. Celulele au fost izolate de fluidul BAL si
numarari de celule diferentiale au fost efectuate pe baza criteriilor morfologice si
citochimice standard. Grafice si analize statistice. Toate graficele au fost generate cu
Graphpad Prism Versiunea 6 si a fost aplicat un ANOVA unidirectional. Rezultatele analizei
statistice sunt furnizate cu tabelele de date individuale. Barele de eroare reprezinta eroarea
standard a mediei (SEM).



e 2017 0262

Rezultate si analiza

Rezultatele experimentului sunt prezentate in Figurile 10-18.

Nu s-a observat nicio morbiditate sau mortalitate la soarecii tratati cu bacteriile sau
vehiculul. Asa cum se arata in Figurile 11, 12, 15 si 16, anumiti soareci tratati cu tulpina 830
au prezentat eozinofilie redusa si neutrofilie.

Exemplul 3 - Eficacitatea inoculilor bacterieni in tratarea artritei intr-un caz de artrita
indusa de colagen de tip Il la gsoarece

Materiale si metode

Tulpina
830: Blautia stercoris
Culturi bacteriene

Culturile bacteriene au fost crescute pentru administrare intr-o statie de lucru
anaeroba (Don Whitley Scientific).

Tulpina bacteriana # 830 a fost crescuta folosind stocuri de glicerol. Stocurile de
glicerol au fost depozitate la -80°C. De trei ori pe saptamana, stocurile de glicerol au fost
dezghetate la temperatura camerei si intinse pe placile YCFA. Cu fiecare ocazie a fost
utilizata o noua alicota de glicerol. Bacteriile au fost |asate sa creasca pe o placa data timp
de panala 72 de ore.

Solutiile care trebuie administrate animalelor au fost preparate de doua ori pe zi, cu
un interval de opt ore pentru tratamentele de dimineata (AM) si dupa-amiaza (PM). O
colonie bacteriana a fost preluata din placa intinsa si transferata intr-un tub care contine
media YCFA. Tulpina bacteriana # 830 a fost lasata sa creasca timp de 24 de ore inainte
de administrarea AM. Bacterile au fost subcultivate la 1% in media YCFA pentru
administratile PM. Valorile OD au fost inregistrate pentru fiecare tulpind dupa preparatele
de tratament dimineata si dupa-amiaza.

Model de artrita indusa de colagen de tip Il la soarece

Soarecii adulti DBA/1 de sex masculin au fost repartizati aleatoriu in grupuri
experimentale si au fost lasati s& se aclimatizeze timp de doua saptamani. in ziua 0,
animalelor li s-a administrat prin injectie subcutanata 100 de microlitri dintr-o emulsie care
contine 100 micrograme de colagen de tip Il (Cll) in adjuvantul Freund incomplet
suplimentat cu 4 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra. In ziua 21, animalelor li s-a
administrat prin injectie subcutanaté o emulsie rapel care contine 100 pg de colagen de tip
[l in adjuvant Freund incomplet.

Tratamentele au fost administrate conform graficului de administrare de mai jos. Din
ziua 14 pana la sfarsitul experimentului in ziua 45, animalele au fost cantarite de trei ori pe
saptamana. Din ziua 21 pana la sfarsitul experimentului, animalele au fost urmarite de trei
ori pe saptamana pentru semne clinice de artrita, incluzadnd umflarea labei posterioare si
anterioare, articulatii radio-carpiene (incheietura mainii) si articulatii tibio-tarsale (glezna).

in ziua 45, soarecilor li s-au recoltat probe de sange terminale pentru analiza
citokinei.
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In ziua 14, ziua 0 si ziua 45, s-au recoltat probe fecale pentru analiza
microbiologica, care au fost inghetat imediat si pastrate la -80°C.

Modelul de artrita indusa de colagen (CIA) la soarece este un model bine cunoscut
de artrita reumatoida la soarece [68]. Imunizarea cu Cll provoacad o patogeneza care
include cateva caracteristici patologice importante ale artritei reumatoide, inclusiv
hiperplazia sinoviala, infiltrarea celulelor mononucleare si degradarea cartilajului. in mod
semnificativ, dezvoltarea CIA este mediata de celulele Th17 prin secretia de IL-17A [69].
Raspunsul imun care sta la baza modelului de artritd este imbunatatit prin utilizarea
adjuvantului Freund complet cu Mycobacterium tuberculosis.

In ziua 21, au fost recoltate splinele a trei animale satelit din fiecare grup. Celulele
au fost cultivate timp de 72 de ore in prezenta sau absenta colagenului de tip Il. Citokinele,
incluzand TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 si IL-17, au fost cuantificate in Luminax in
supernatantii de cultura si in serul terminal. Proliferarea celulara a fost cuantificata folosind
o metoda de incorporare a timidinei tritiate.

Grupuri si doze de tratament

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

Vehiculul utilizat pentru bioterapie a fost mediu de extract de drojdie-Casitone-Fatty
Acids (YCFA).

Administrare .
Grup Doza RutaRegim Inducerea bolii
. 5 Ziua 0: Collagen/CFA, o data,
1/vehicul mikg |, [BID: Ziua 144SC
3 Bioterapeutic 5 Sfarsit Ziua 21: Collagen/IFA, o data,
#830 ml/kg SC
PO: gavaj oral, SC: injectie subcutanatd, BID: de douda ori pe zi, CFA: adjuvant
Freund complet.

Greutati corporale

Din ziua 14 péana la sfarsitul experimentului, animalele au fost cantarite de trei ori pe
saptamana. Datele au fost inregistrate (Media + SEM).

Observatii clinice nespecifice

Incepand cu ziua 14 pana la sfarsitul experimentului, animalele au fost verificate
zilnic pentru semne clinice nespecifice care includ postura anormald (cocosat), starea
anormala a stratului (piloerectie) si nivelurile de activitate anormale (activitate redusa sau
crescuta).

Observatii clinice

Din ziua 21 pana la sféarsitul experimentului din ziua 45, animalele au fost notate de
trei ori pe saptamana pentru semne clinice de artrita, incluzand umflarea labei posterioare
si anterioare, articulatii radio-carpiene (incheietura mainii) si articulatiile tibio-tarsale
(glezna). Fiecare membru a fost notat folosind urmatoarea scala: (0) normal, (1) umflare
usoara, (2) umflare usoara, (3) umflare moderata si (4) umflare severa. Un scor clinic a fost
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calculat adaugéand fiecare scor al membrelor. Scorul clinic maxim posibil pentru un animal a
fost (16). Au fost sacrificate animale cu un scor egal cu (12) in doua ocazii consecutive si
animale cu un scor mai mare de (12) cu orice ocazie. Datele au fost inregistrate (Media *
SEM).

Analiza proliferarii celulare

In ziua 21, trei animale din grupul satelit au fost sacrificate si splina a fost disecata.
Celulele splenice au fost cultivate timp de 72 de ore in prezenta sau absenta colagenului de
tip Il. Dupa 72 de ore, celulele au fost pulsate in timpul noptii in prezenta timidinei tritiate.
Proliferarea celulara a fost cuantificata prin masurarea incorporarii timidinei. Datele au fost
inregistrate (medie + SEM). Supernatantii au fost recoltati si testati pentru prezenta
citokinelor cheie.

Analiza citokinelor

Supernatantii terminali din culturile de celule ale splinei au fost testati pentru a
cuantifica TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 si IL-17 prin Luminex. Datele au fost inregistrate
(Media £ SEM).

Analiza microbiologica

In ziua 14, ziua 0 si ziua 45, s-au recoltat probe fecale de la fiecare animal,
s-au inghetat imediat si s-au pastrat la -80°C. Caeca (inclusiv continutul) a fost congelat
imediat si a fost pastrat la -80°C. Un test de identificare bacteriana a fost efectuat zilnic prin
placarea bacteriilor.

Histopatologie

La sféarsitul experimentului, labele posterioare au fost depozitate in tesut fixator.
Probele au fost transferate in solutie de decalcifiere. Probele de tesut au fost prelucrate,
sectionate si colorate cu Haematoxilind si Eozina. Sectiunile au fost marcate de un
histopatolog calificat, neinformat de proiectul experimental, privind semnele de artrita care
includ inflamatii, leziuni ale cartilajelor articulare si leziuni ale osului metafizeal subiacent. A
fost utilizat un sistem detaliat de notare (vezi mai jos). Datele au fost inregistrate (medie *
SEM). Au fost furnizate date brute si analizate, precum si imagini reprezentative.

Tabelul 1: Sistemul de scoring histopatologic

Grad|Descriere

Inflamatie

0 Articulatie normala

1 Hiperplazie usoara sinoviala cu inflamatie dominata de neutrofile. Numar redus
de neutrofile si macrofage in spatiul comun.

2 Hiperplazie sinoviala cu inflamatie moderata pana la marcata care implica atat
neutrofile cat si macrofage. Neutrofile si macrofage in spatiul articular; pot fi
unele resturi de tesuturi necrotice.

3 Hiperplazie sinovialad cu inflamatie marcaté care implica atat neutrofile cat si
macrofage. Pierderea captuselii din sinoviocite. Inflamatia se poate extinde de
la sinoviu la tesutul inconjurator, inclusiv la nivelul muschiului. Numeroase
neutrofile si macrofage in spatiul articular, impreund cu resturi de tesuturi
necrotice semnificative.
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Vatamarea cartilajului articular

O|Articulatie normala

1|Cartilajul articular prezinta doar modificari degenerative usoare. Formarea timpurie
a panusului poate fi prezenta periferic.

2|Cartilajul articular prezinta o modificare degenerativda moderata si o pierdere
focala. Formarea panusului este prezenta in mod focal.

3(intreruperea semnificativa si pierderea cartilajului articular cu formarea extensiva a
panusului.

Deteriorarea oaselor metafizeale subiacente

O|Articulatie normala

1|Nicio modificare a osului metafizeal subiacent.

2|Poate aparea necroza focala sau fibroza osului metafizeal.

3(intreruperea sau ruperea osului metafizeal. Inflamatie extinsa, necroza sau fibroza
care se extinde in spatiul medular al metafizei.

Rezultate si analiza

Supravietuire si observatii clinice ne-specifice

Unele animale au fost sacrificate inainte de sfarsitul programat al studiului din cauza
gravitatii semnelor clinice ale artritei sau din cauza gravitatii observatiilor clinice nespecifice.

Un animal din grupul 1 (tratat cu vehicul) a fost sacrificat in perioada de pre-
tratament (ziua 14 pana in ziua 0 - animalul sosit de la furnizor cu piciorul rupt).

Sapte animale au fost sacrificate din cauza gravitatii semnelor clinice ale artritei:
cinci animale din grupul 1 (tratate cu vehicul) si douad animale din grupul 3 (tratate
bioterapeutic # 830).

Sase animale au fost sacrificate din cauza gravitatii semnelor clinice nespecifice
incluzand postura anormala (cocosat), starea anormala a stratului (piloerectie), niveluri de
activitate anormale (activitate redusa): trei animale din grupul 1 (tratate cu vehicul) si trei
animale in grupul 3 (tratat bioterapeutic # 830).

Greutati corporale

Datele privind greutatea corporala inregistrate din ziua 14 pana in ziua 0 si
exprimate ca procent din greutatea initialda (ziua 14) au fost analizate prin ANOVA
bidirectional, urmaté de post-testul lui Dunnett pentru comparatii multiple cu Ziua 14, apoi
pentru comparatie multipla cu grup tratat cu vehicul. Datele sunt prezentate in figura 19.
Datele de la animale sacrificate nainte de sfarsitul programat al experimentului au fost
excluse din analize.

in comparatie cu Ziua 14, administrarile de doua ori pe zi, prin gavaj oral, au indus o
pierdere semnificativa a greutatii corporale in grupul tratat cu vehicul in ziua 9 si ziua 7 Si in
grupul 3 (tratat cu bioterapeutic # 830) in ziua 11 si in ziua 9.

Datele privind greutatea corporala inregistrate incepand cu ziua 0 pana in ziua 28 si
exprimate ca procent din greutatea initiala (ziua 0) au fost analizate prin ANOVA
bidirectional, urmata de post-testul lui Dunnett pentru comparatii multiple cu Ziua 0 in
grupul Vehicul, apoi pentru comparatie multipla cu grupul tratat cu vehicul. Datele sunt
prezentate in figura 20. Datele de la animale sacrificate Tnainte de sfarsitul programat al
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experimentului si de la animalele satelit au fost excluse din analize. Datele din ziua 28, ziua
35 si ziua 42 au fost analizate in continuare de ANOVA in mod unidirectional, urmata de
post-testul lui Dunnett pentru comparatii multiple cu grupul tratat cu vehicul.

Debutul semnelor clinice de artrita a fost asociat cu o pierdere semnificativa de
greutate corporala in ziua 26 si ziua 28 (p <0,0001) in comparatie cu ziua 0 in grupul tratat
cu vehicul.

In comparatie cu grupul tratat cu vehicul, greutatea corpului a fost semnificativ mai
mare in grupul 3 (bioterapeutica # 830) tratat in ziua 28 (<0,005).

Observatii clinice

Datele scorului clinic au fost analizate prin ANOVA bidirectional, urmate de post-
testul lui Dunnett pentru comparatii multiple intre zile in grupul tratat cu vehicul, apoi pentru
comparatii multiple intre grupurile experimentale si grupul tratat cu vehicul in fiecare zi.
Datele sunt prezentate in figura 21. Datele inregistrate de la animalele sacrificate inainte de
sfarsitul experimentului au fost excluse din analiza. Cand animalele au fost sacrificate din
cauza gravitatii semnelor clinice ale artritei, ultimul scor inregistrat a fost raportat pentru
urmatoarele zile si utilizat in analizele statistice.

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

Bioterapeutica # 830 a indus o reducere a scorurilor clinice in comparatie cu grupul
tratat cu vehicul din ziua 28 pana in ziua 45. Reducerea a fost semnificativa statistic in ziua
31 si ziua 45 (p <0,05).

Analiza proliferarii celulare

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

Raspunsuri puternice proliferative la anti-CD3/CD28 au fost observate la toate
grupurile experimentale, aratdnd ca celulele sunt sanatoase, viabile si capabile sa
raspunda la semnalele de activare.

Pentru a testa raspunsul proliferativ in prezenta colagenului Il (Cll), s-au cultivat
splenocite in prezenta Cll la 50 ug/ml. Raspunsul proliferativ al splenocitelor la Cll au fost
analizate prin ANOVA bidirectional, urmat de post-testul lui Sydak pentru comparatii
multiple intre splenocitele nestimulate si stimulate cu ClI si ANOVA unidirectional, urmata
de post-testul lui Dunnett pentru compararea raspunsului stimulat Cll in diferite grupuri
experimentale cu grupul tratat cu vehicul. Datele sunt prezentate in figura 22.

Cll a indus o crestere semnificativa a incorporarii 3H-timidinei (cpm) in comparatie
cu splenocitele nestimulate din grupul tratat cu vehicul (p <0,0001).

Grupurile tratate cu bioterapeutic # 830 au demonstrat niveluri semnificativ mai mici
de proliferare a splenocitului indus de Cll decat grupul tratat cu vehicul.

Niveluri de citokine in supernatantii unei culturi de tesut

Nivelurile fiecarei citokine au fost masurate in supernatantii culturii de tesut derivate
din culturile stimulate anti-CD3/CD28 prin analiza luminex. Acestea au aratat raspunsuri
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solide pentru toate citokinele masurate (nivelurile medii din grupul de vehicule au fost
urmatoarele: I1L-4 = 6,406 pg/ml; IL-6 = 306 pg/ml; IL-10 = 10,987 pg/ml; IL-17A = 11,447
pg/ml; IFN-y = 15,581 pg/ml; TNF-a = 76 pg/ml).

Urmatoarele sectiuni sintetizeaza datele obtinute din culturile stimulate cu colagen
Il. Daca este cazul, au fost efectuate analize statistice ale diferentelor dintre nivelurile de
citokine la supernatantii splenocitelor nestimulate si stimulate CII folosind ANOVA cu doua
sensuri, urmata de post-testul lui Sidak pentru comparatii multiple, in timp ce ANOVA cu un
singur sens, urmata de post-testul lui Dunnett pentru compararea raspunsului stimulat ClI
in grupuri tratate bioterapeutic cu grupul tratat cu vehicul. In ambele cazuri nu a existat
nicio diferentd semnificativa intre nivelurile de citokine intre grupuri. Acest lucru se
datoreaza probabil dimensiunii mici a esantionului utilizat (n=3).

Pentru a prezenta mai exact distributia datelor privind citokinele cu o raspandire
substantiala a datelor, acestea sunt prezentate sub forma de loturi dispersate.

Mediile pe grup ale IL-4 in supernatantii unei culturi de tesut dupa stimularea cu ClII
au fost <5pg/ml. Acestea nu sunt considerate semnificative la nivel biologic si nu sunt
incluse aici. Mediile pe grup ale TNF-a in supernatantii culturii de tesut dupa stimularea cu
colagen au fost sub limita de cuantificare.

Nivelele de supernatanti IFN-y (Figura 23)

Alaturi de IL-17, IFN-y este principala citokina care cauzeaza boli in cazul CIA.
Graficul dispersat din figura 23 demonstreaza nivelurile de IFN-y dupa stimularea ClII,
media grupului fiind mai mare pentru grupul tratat cu vehicul in comparatie cu grupul
bioterapeutic.

Nivelurile de supernatanti IL-17A (Figura 24)

Nivelurile de IL-17A au fost 50pg/ml in culturile stimulate de Cll pentru grupul tratat
cu vehicul. Nivelurile acestei citokine pareau a fi mai scazute in grupul bioterapeutic
comparativ cu vehiculul tratat.

Niveluri de supernatanti IL-10 (Figura 25)

Nivelurile de IL-10 in grupul tratat cu vehicul au fost de 13 pg/ml si 2,1 pg/ml pentru
Cll, respectiv de culturi de control a mediului. Pot fi asteptate niveluri mai mari de IL-10
(care este o citokina antiinflamatorie) pentru grupul tratat cu vehicul, deoarece inflamatia si
inducerea pro-inflamatorie a citokinei ar putea fi insotite de un mecanism de feedback
antiinflamator.

Niveluri de supernatanti IL-6 (Figura 26)

Citokinele inflamatorii, cum ar fi IL-6 si TNF-a, nu se produc in mod obisnuit la
niveluri ridicate in culturile anti-Cll. Cu toate acestea, nivelurile lor pot fi modificate ca
urmare a modulatiei imunitare. Nivelurile de IL-6 in culturile stimulate cu CIl au fost
modeste, ajungand la 10pg/ml. Desi mai mari decéat in culturile de control media, aceste
diferente erau prea mici pentru a oferi o justificare pentru efectuarea analizelor statistice.

Analiza microbiologica
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Cresterea bacteriana a fost confirmata prin masurarea densitatii optice la 600 nm cu
ajutorul unui spectrofotometru. Identitatea bacteriana a fost confirmata prin compararea
imaginilor de placi intinse cu imaginile de referinta.

Dupa metoda imbunatatita de preparare bacteriana, s-au administrat doze mari de
tulpina bacteriana constant din ziua 2 si ziua 3, asa cum indica valorile mari de OD
masurate.

Probele fecale au fost recoltate si congelate rapid in ziua 14, ziua 0 si la final.
Histopatologie

Rezultatele histopatologiei sunt prezentate in Figurile 65-69. Asa cum era de
asteptat in acest caz, variabilitate intra-individuala si interindividuala a fost observata in
ceea ce priveste prezenta/absenta artritei sau severitatea schimbarii prezente.

Natura patologiei a fost asa cum era de asteptat in acest caz, cu o inflamatie
cronica-mixta extinsa a sinoviului si bursa extinsa pana la tesuturile moi peri-articulare
(muschi, tesut adipos, colagen dermic). In articulatile cele mai afectate a aparut
degenerarea si pierderea cartilajului articular cu resturi intra-articulare si inflamatii si
perturbarea structurii articulare si osoase prin fibroza si inflamatie.

Incidenta modificarilor histopatologice a fost: vehicul - 80% (16/20); Bioterapeutic #
830 - 20% (4/20). Tratamentul cu Bioterapeutic # 830 a redus incidenta scorurilor
histopatologice la membrele posterioare ale soarecilor in comparatie cu grupul tratat cu
vehicul (vezi Figurile 65-68). Scorurile de histopatologie au fost analizate de ANOVA
unidirectional pentru date non-parametrice (testul Kruskal-Wallis) urmate de post-testul lui
Dunn pentru comparatii multiple cu grupul tratat cu vehicul. Bioterapeutic # 830 a indus o
reducere semnificativa a scorurilor de inflamatie articulara observate in histopatologie in
comparatie cu grupul tratat cu vehicul (p <0,01). Bioterapeutic # 830 a indus o reducere
semnificativa a scorurilor de deteriorare a cartilajelor observate in histopatologie in
comparatie cu grupul tratat cu vehicul (p <0,001). Bioterapeutic # 830 a indus o reducere
semnificativa a scorurilor de afectare osoasa observate in histopatologie in comparatie cu
grupul tratat cu vehicul (p <0,001). Bioterapeutica # 830 a indus o reducere semnificativa a
scorurilor totale de histopatologie in comparatie cu grupul tratat cu vehicul (p <0,001).

Sumar

Scorurile clinice crescute au fost observate incepand cu ziua 28 dupa prima
administrare de colagen de tip I, asa cum era de asteptat in acest caz de artritd la DBA/1
soareci. S-a demonstrat ca bioterapeutic # 830 este eficient in tratarea artritei in acest caz.
Bioterapeutic # 830 a fost eficient in reducerea severitatii scorurilor clinice si in reducerea
bolii patologice la nivelul articulatiilor, asa cum s-a demonstrat in analiza histopatologica.

Raspunsurile proliferative de revenire la colagen |l au fost observate in culturile
splenocitelor din toate grupurile experimentale. Raspunsul specific colagenului a fost redus
in mod semnificativ in urma tratamentului cu bioterapeutic # 830 (grupul 3).

Majoritatea citokinelor cu celule T testate au aratat cresteri detectabile intre controlul
stimulat de colagen Il si mediile din grupul tratat cu vehicul. Aceste cresteri nu au fost la fel
de evidente in grupul tratat bioterapeutic. Aceasta sustine in mare masura raspunsurile
proliferative de revenire la colagen Il descrise mai sus.
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Au existat dovezi de suprimare a axei Thl/Th17, care este raspunsul patogen in
acest caz si in RA umana. Corelarea nivelurilor reduse de citokine cu proliferare redusa
este sugestiva pentru constatarea imunitati. Nu a existat nicio dovada ca aceasta
constatare a rezultat fie din niveluri crescute de IL-4 asociat Th2, fie de cresteri ale citokinei
modulatoare imune, IL-10.

Exemplul 4 - Analiza suplimentara a efectului inoculilor bacterieni la cazul de astm
indus de acarienii de praf la soareci

Soarecii testati in exemplul 1 au fost supusi unor analize suplimentare pentru a
caracteriza in continuare efectul compozitilor inventiei asupra raspunsului inflamator al
astmului alergic.

Materiale si metode

Recoltarea séangelui si prepararea serului in ziua 14. Probele de sange ale
animalelor au fost recoltate prin punctie cardiaca. Serul a fost izolat din proba de sange prin
centrifugare timp de 5 min la 140009 si pastrat la 20°C.

Eliminarea organelor in ziua 14. Recoltarea lobului pulmonar stang in formalina
pentru analiza histologica ulterioara. Recoltarea lobilor plaméanului drept (toti lobii ramasi) si
indepartarea serului pentru inghetarea rapida si analiza ulterioara. Lichidul BAL ramas a
fost inghetat pentru analize ulterioare.

Masurarea nivelului de anticorpi in ser si lichid BAL

Productia totalad de IgE si acarieni de praf acvatic (HDM) de anticorpi IgG1 specifici
au fost masurate in BAL si ser prin test ELISA.

lzolarea analizei pulmonare si histologice

Lobii plaméanului stang au fost fixati in formalina urmata de inglobarea in parafina,
sectionare si colorare cu hematoxilina si eozina si PAS. Scorurile histologice ulterioare au
fost efectuate in orb dupa cum urmeaza: Cinci imagini aleatorii pe esantion au fost notate
pentru inflamatie (infiltrare peribronchiala si infiltrare perivasculara) si productie de mucus.
Infiltrarea inflamatorie a fost notata dupa urmatorul sistem de clasificare:

0 - normal

1 - infiltrari inflamatorii usoare

2 - infiltrari inflamatorii moderate

3 - infiltrari inflamatorii importante

4 - infiltrari inflamatorii severe

5 - infiltrari inflamatorii foarte severe

In fiecare camp vizual, céile respiratorii au fost masurate ca marime si numarul de
celule de mucus a fost cuantificat/um.

Masurarea mediatorilor inflamatori in tesutul pulmonar

Lobii pulmonari drepti (toti lobii ramasi) izolati pentru cuantificarea mediatorilor
inflamatori au fost inghetati pentru masurarea ulterioara a CCL11, IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-
1 beta, IL-4, IL-5, IL-9, IL 17A, CXCL1, CCL3, CXCL2 si CCL5 prin test multiplex disponibil
comercial (Merck-Millipore). Analiza a fost efectuata conform instructiunilor producatorului.
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Rezultate si analiza

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figurile 27-45.

In sprijinul descoperirilor descrise in Exemplul 1, analiza infiltratilor celulari din
tesutul pulmonar al soarecilor tratati cu tulpina 830 a aratat o reducere notabila si statistic
semnificativa a scorului mediu al inflamatiei (vezi Figurile 31 si 33).

Au fost analizate nivelurile de anticorpi din lichidul BAL si ser (vezi Figurile 27 30).
Nu a fost observat niciun efect clar al tratamentului bacterian asupra nivelului de anticorpi
serici. Acest lucru poate reflecta un esec al experimentului, deoarece diseminarea datelor si
barele de eroare pentru fiecare tratament sunt mari, iar controalele pozitive si negative nu
par sa se comporte asa cum ar fi fost de asteptat. De asemenea, nivelurile de anticorp seric
de baza ar fi putut masca orice schimbare.

In mod similar, nu a fost observat niciun efect clar al tratamentului bacterian asupra
nivelurilor de citokine din tesutul pulmonar (vezi Figurile 35-45). Din nou, acest lucru poate
reflecta un esec al experimentului, deoarece diseminarea datelor si barele de eroare pentru
fiecare tratament sunt mari, iar controalele pozitive si negative nu par sa se comporte asa
cum ar fi fost de asteptat. Este, de asemenea, posibil ca mecanismul de actiune implicat sa
influenteze raspunsurile anterioare de citokine care nu mai erau detectabile in ziua a 4-a de
dupa administrarea finala a cailor aeriene HDM. Trebuie acordatda o anumita atentie la
interpretarea datelor citokinei din studiul curent, datorita variabilitatii nivelurilor detectate.
Aceasta variabilitate ar putea fi explicata in parte prin faptul ca tesutul pulmonar a fost
separat pentru diferitele analize si, astfel, un lob pulmonar nu ar fi putut fi pe deplin
reprezentativ sau comparabil cu acelasi lob la alti soareci, datorita distributiei incomplete a
inflamatiei.

Exemplul 5 - Analiza suplimentara a efectului inoculilor bacterieni la cazul de astm
bronsic sever la soarece

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

Materiale si metode

Eliminarea organelor in ziua 18. Recoltarea lobului pulmonar stang in formalina
pentru analiza histologica ulterioara. Recoltarea lobilor plamanului drept (toti lobii ramasi) si
indepartarea serului pentru inghetarea rapida si analiza ulterioara. Lichidul BAL ramas a
fost inghetat pentru analize ulterioare.

Masurarea mediatorilor inflamatori in tesutul pulmonar (analize ulterioare).
Lobii pulmonari drepti (toti lobii ramasi) izolati pentru cuantificarea mediatorilor inflamatori
au fost inghetati pentru masurarea ulterioara a IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta, CXCL1,
CCL3, CXCL2, CCL5, IL-17A, TNF-alfa, IL-17F, IL-23 si IL 33 prin test multiplex disponibil
comercial (Merck-Millipore). Analiza a fost efectuatd conform instructiunilor producatorului.

Masurarea nivelului de anticorpi in ser si lichid BAL (analiza ulterioara).
Productia de anticorpi specifici IgG1 si IgG2a de acarieni de praf (HDM) a fost masurata in
BAL si ser prin test ELISA.

Izolarea analizei pulmonare si histologice (analiza ulterioara). Lobii plamanului
stang au fost pusi in formalind urmatad de inglobarea in parafina, sectionare si colorare cu
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hematoxilina si eozina si PAS. Scorurile histologice ulterioare au fost efectuate in orb dupa
cum urmeaza: Cinci campuri aleatorii pe esantion au fost urmarite privind inflamatia
(infiltrare peribronchiala si infiltrare perivasculara) si productie de mucus. Infiltrarea
inflamatorie a fost notata cu urmatorul sistem de clasificare:

0 - normal

1 - infiltrari inflamatorii usoare

2 - infiltrari inflamatorii moderate

3 - infiltrari inflamatorii importante

4 - infiltrari inflamatorii severe

5 - infiltrari inflamatorii foarte severe

Rezultate si analiza

Rezultatele experimentelor sunt indicate in Figurile 46-63.

In raport cu nivelurile de citokine, ca in exemplul 4, rdspandirea datelor si barele de
eroare pentru fiecare tratament sunt mari, iar controalele pozitive si negative nu par sa se fi
comportat asa cum ar fi de asteptat. Este de asemenea posibil ca mecanismul de actiune
sa implice influentarea raspunsurilor anterioare de citokine care nu mai erau detectabile in
ziua a 4-a dupa provocarea finala a cailor aeriene cu HDM. Trebuie interpretata o anumita
atentie la interpretarea datelor citokinei din studiul curent, datorita variabilitatii nivelurilor
detectate. Aceasta variabilitate ar putea fi explicata in parte prin faptul ca tesutul pulmonar
a fost separat pentru diferitele analize si, astfel, un lob pulmonar nu ar fi putut fi pe deplin
reprezentativ sau comparabil cu acelasi lob la alti soareci, datorita distributiei incomplete a
inflamatiei. In ciuda acestei variabilitati, s-a aratat un efect antiinflamator clar asupra
nivelurilor de citokine pentru tulpina 830, iar controlul pozitiv anti-IL-17 Ab s-a comportat in
general asa cum era de asteptat.

Cu avizele de mai sus, datele din figura 53 sugereaza ca tratamentul cu tulpina 830
poate atinge o reducere a nivelurilor de TNFa, ceea ce poate indica un mecanism de
actiune legat de influentele asupra eliberarii de chemokina (si, prin urmare, de recrutare a
celulelor) de catre celulele stromale sau celulele imune innascute. TNFa face parte din linia
Th17. Luand impreuna acest set de date, se poate concluziona ca tulpina 830 a avut un
efect benefic asupra mecanismului de inflamatie in acest caz de astm bronsic sever la
soarece.

Exemplul 6 - Eficacitatea inoculilor bacterieni intr-un caz de scleroza multipla la
soarece

Sumar

Soarecilor li s-au administrat compozitii care contin tulpini bacteriene conform
inventiei, iar soarecii au fost ulterior imunizati cu glicoproteina oligodendrocitara a mielinei
pentru a li se induce encefalomielita autoimuna experimentala (EAE). EAE este cel mai
frecvent utilizat caz experimental pentru scleroza multipla umana. S-a descoperit ca
compozitiile inventiei au un efect izbitor asupra incidentei bolii si gravitatii bolii.

Tulpina
830: bacterii depozitate sub numarul de inregistrare NCIMB 43281

Proiectul de studiu
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Grupuri:

1. Grup de control negativ. Tratamentul cu vehicul de control (oral).

5. Tratamentul cu tulpina de inocul bacterian terapeutic 830 (oral).

9. Grup de control pozitiv. Tratament cu Dexametazona (i.p.).

10. Grup de control netratat.

Numarul de soareci pe grup = 10

Zilele 14 la ziua 27: Administrarea zilnica a vehiculului de control pe cale orala (grupul 1).
Zilele 14 pana in ziua 27: Administrarea zilnica a inoculului bacterian terapeutic pe cale
orala (grupul 5).

Zilele 0-28: administrarea Dexametazonei (de exemplu) de trei ori pe saptamana (grupul 9)
Ziua 0: MOG35-55 (glicoproteina oligodendrocitara a mielinei - 2mg/ml) si CFA (2mg/ml
MTB) s-au amestecat 1: 1 rezultdnd solutii 1mg/ml. S-au injectat subcutanat 100 pl de
amestec peptida-CFA in fiecare laba posterioara. Administrarea toxinei pertussice
intraperitoneal (300ng).

Ziua 1: Administrarea toxinei de pertussis intraperitoneal (300ng).

Zilele 7-inainte: Masurarea incidentei bolii si a greutatii de trei ori pe saptamana.

Obiective si analiza

Soarecii au fost analizati pentru incidenta bolii si severitatea bolii de trei ori pe
saptamana. Scoringul a fost efectuat in orb. Severitatea bolii a fost evaluata folosind un
scor clinic cuprins intre 0 si 5, 5 indicand un soarece mort (a se vedea sistemul de notare
clinica de mai jos).

Monitorizare

in zilele indicate, soarecii au fost cantariti si observati pentru scorul activitatii bolii si
incidenta bolii.

Observatii privind scorul activitatii bolii:

0 - Nu exista modificari evidente ale functiei motrice in comparatie cu soarecii neimunizati.
0,5 - Varful cozii este bleg.

1.0 - Coada bleaga.

1,5 - Coada bleaga si laba posterioara slabita.

2.0 - Coada bleaga si laba posterioara slabita.

SAU - Exista semne evidente de inclinare a capului atunci cand se observa mersul.
Echilibrul este slab.

2,5 - Coada bleaga si tararea labelor posterioare.

- SAU - Exista o inclinare puternica a capului care face ca soarecele sa cada ocazional.

3.0 - Coada bleaga si paralizia completa a labelor posterioare.

3.5 - Coada bleaga si paralizia completa a labelor posterioare.

In plus: soarecele se misca in jurul custii, dar atunci cand este asezat pe flanc, nu este in
stare sa se indrepte.

Labele posterioare sunt tinute impreuna pe o parte a corpului.

4.0 - Coada bleaga, paralizie totala a labei posterioare si paralizia partialda a labei
anterioare.

- Soarecele se misca minim in jurul custii, dar este alert si se hraneste

4.5 - Paralizie completa a labelor posterioare si paralizie partiala a labelor anterioare, nicio
miscare in jurul custii.

Soarecele este eutanasiat imediat Si scos din cusca.

5.0 Soarecele este eutanasiat din cauza paraliziei severe.



e 2017 0262

Atunci cand un animal are un scor al bolii egal sau mai mare de 1, se considera ca
are un scor pozitiv al incidentei bolii.

Rezultate
Rezultatele studiului sunt indicate in Figurile 70 si 71.

Inducerea bolii in grupurile de control negativ a avut succes cu scoruri ridicate
aratate de controlul cu vehicul si de controlul netratat. Efectul tratamentului cu tulpina 830 a
fost izbitor, iar soarecii tratati cu tulpina 830 au prezentat o reducere a incidentei bolii si
severitatii bolii. Intr-adevar, reducerea incidentei bolii si severitatii bolii au fost comparabile
cu grupul de control pozitiv. Aceste date indica faptul ca tulpina 830 poate fi utila in tratarea
sau prevenirea sclerozei multiple.

Exemplul 7 - Eficacitatea inoculilor bacterieni intr-un caz de uveita la soarece
Sumar

Acest studiu a utilizat un caz de uveita indusa de proteina de legare la retinoid
interfotoreceptor (IRBP) la soarece pentru a testa efectele administrarii bacteriene asupra
uveitei. Uveita este o afectiune care pune in pericol vederea rezultatului inflamatiei
intraoculare si distrugerii tesutului retinian. Aceasta boala poate fi studiata la rozatoare intr-
un caz de uveoretinitd autoimuna experimentala (EAU) [70]. EAU este o afectiune specifica
organului in care celulele Th1/Th17 sunt directionate catre antigene retiniene si produc
citokine care activeaza celulele mononucleare rezidente si care se infiltreaza ducand la
distrugerea tesutului. EAU poate fi indusd la soareci prin administrarea cu antigene
retiniene, inclusiv peptida proteica de legare la retinoid interfotoreceptor (IRBPp). Debutul
bolii apare in mod normal in ziua 8-9 si maximele dupa zilele 14-15. Semnele bolii clinice
pot fi monitorizate folosind imagini fundale endoscopice topice (TEFI).

Tulpina

MRX008: Blautia wexlerae, bacterie inregistrata sub numarul de tnregistrare NCIMB
42486.

Bioterapeutic a fost furnizat in stoc de glicerol. Mediul de crestere microbiologic
(YCFA) a fost utilizat pentru cultura agentului.

Soareci

Soarecii au fost tulpina C57BL/6 si aveau peste 6 saptamani la inceputul studiului.
S-au folosit 72 de soareci (+ 36 de animale prin satelit). Animalele nesanatoase au fost
excluse din studiu. Animalele au fost adapostite in conditii specifice lipsite de patogeni
(spf), intr-o camera de monitorizare monitorizata termostatic (22 + 4°C). Animalelor li s-a
permis sa se aclimatizeze in conditii standard de casa a animalelor timp de cel putin o
saptamana inainte de utilizare. Starea de sanatate a animalelor a fost monitorizata in toata
aceasta perioada, iar aptitudinea fiecarui animal pentru utilizare experimentala a fost
evaluata inainte de inceperea studiului. Soarecii au fost adapostiti in grupuri de pana la 10
animale pe cusca pe toata durata studiului. Dieta de palet iradiat (dieta Lab, dieta
rozatoarelor 22%, 5LF5) si apa au fost disponibile ad libitum pe parcursul perioadelor de
aclimatizare si de studiu. Este putin probabil ca orice component al dietei sau al apei sa
intervina in studiu.

Sumarul experimentului
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Soarecii adulti C57BL/6 au fost repartizati aleatoriu in grupuri experimentale si au
fost lasati sd se aclimateze timp de o saptamana. Tratamentele au fost administrate
conform graficului de mai jos. In ziua 0, animalelor li s-a administrat o emulsie continand
200 pg de proteina de legare la retinoid interfotoreceptor 1-20 (IRBP p1-20) in adjuvant
Freund complet (CFA) completat cu 2,5 mg/ml Mycobacterium Tuberculosis H37 Ra prin
injectie subcutanata. Tot in ziua 0, animalelor li s-a administrat 1,5 mg de toxina Bordetella
Pertussis prin injectie intra-peritoneala. Din ziua 14, animalele au fost cantarite de trei ori pe
saptaméana. Din ziua 1 péna la sfarsitul experimentului in ziua 42, animalele sunt
monitorizate de doua ori pe saptamana pentru semne clinice de uveita folosind imagistica
de fundal endoscopica topica (TEFI).

Graficul administrarii

Toate grupurile sunt n=12
Vehiculul pentru administrare orala este mediu YCFA.

Volumul de administrare pentru administrare orala de doua ori pe zi este de 5 ml/kg.

Grup |[Tratament |[Doza Ruta [Frecventa Inducerea bolii
1 Vehicul 5 ml/kg PO BID Ziua 0: IRBP/CFA, SC
2 MRX008 5 ml/kg Ziua 14-sfarsit Ziua 0: PTx, IP

PO: administrare orala, BID: de doua ori pe zi, SC: injectie subcutanata, IP: injectie
intra-peritoneala, IRBP: proteina de legare interfotoreceptor, CFA: adjuvant complet
Freund, PTx: toxina Pertussis

Un grup de control pozitiv a fost, de asemenea, testat folosind tratamentul cu
medicamentul ciclosporina A.

Rezultate

Greutatea corporala. Din ziua 14, animalele sunt cantarite de trei ori pe
saptamana. Animalele cu o pierdere de greutate corporala egala sau mai mare de 15% din
greutatea lor initiala (ziua 0) Tn doua ocazii consecutive sunt sacrificate.

Observatii clinice nespecifice. Incepand cu ziua 14 pana la sfarsitul
experimentului, animalele sunt verificate zilnic daca exista semne clinice nespecifice care
includ posturd anormald (cocosat), stare anormald a stratului (piloerectie) si niveluri de
activitate anormale (activitate redusa sau crescuta).

Scoruri clinice: imagistica retiniana prin imagistica de fundal endoscopica
topica (TEFI). Din ziua 1 pana la sfarsitul experimentului, animalele sunt urmarite de doua
ori pe saptamana pentru semne clinice de uveita. Imaginile retiniene sunt capturate
utilizdnd TEFI la animale neanesteziate, dar restranse, dupa dilatarea pupilei folosind
Tropicamida 1%, apoi clorhidrat de fenilfrina 2,5%. Imaginile retiniene sunt evaluate
folosind urmatorul sistem. Scorul maxim cumulat este de 20.

Inflamatia - Infiltrarea “ox y
Scor| . . ._|Vase retiniene . ... |Vatamare structurala
discului optic tesutului retinian
e 1-4 leziuni mici |Leziuni retiniene sau atrofie a

N 1-4 infiltrari . oA g ;

1 [Minima sau 1 leziune Ya pana la % a zonei
usoare S Pe
liniara retiniene

2 Redusa >4 mansgete 5-10 leziuni mici |Atrofie panretiniana cu




e 2017 0262

Inflamatia . Infiltrarea o .
Scor| . .t . _|Vase retiniene . . Vatamare structurala
discului optic tesutului retinian
usoare sau 1-3  |sau 2 3 leziuni |leziuni mici multiple (cicatrici)
infiltrari moderate |liniare sau <3 leziuni liniare
(cicatrici)
: < >10 leziuni mici |Atrofie panretiniana cu >3
. >3 infiltrari o NS T
3 Moderata moderate sau >3 leziuni leziuni liniare sau leziuni
liniare confluente (cicatrici)
. . " leziune retiniana L .
4 Severa >1 infiltrari severe o Detasare retiniana cu pliere
confluenta s P
Nevizibila (white-out sau detasare severa)

Rezultate
Rezultatele studiului sunt indicate in Figurile 72-74.

Proliferare celulara (animale satelit, ziua 21). Nodulii limfatici de scurgere (DLN)
au fost indepartati si celulele au fost izolate. Dupa numarare, celulele au fost cultivate timp
de 72 de ore in prezenta sau absenta peptidei IRBP. Supernatantii pentru analiza citokinei
au fost indepartate inainte de pulsarea cu 3H-timidina. Celulele au fost apoi cultivate timp
de 18 ore fnainte de recoltare si determinarea proliferarii prin incorporarea de 3H-timidina
folosind un contor beta.

Grupurile au aratat proliferarea celulara la stimulul IRBP peste cel vazut in godeurile
de control ale mediilor (aceste valori de fundal au fost scazute din rezultatul IRBP pentru a
furniza date sub forma de Acpm). Ambele grupuri au dat raspunsuri puternice proliferative
la un stimul pozitiv de control (anti-CD3/CD28) care arata ca celulele din cultura erau
viabile si capabile sa prolifereze (datele neindicate).

Raspunsurile proliferative la peptida IRBP au fost analizate prin ANOVA
unidirectional urmata de post-testul Dunnett pentru compararea raspunsurilor stimulate din
grupul experimental cu grupul martor.

Raspunsurile proliferative la peptida IRBP la animalele de combatere a bolii au fost
de marimea scontata pentru acest caz. Medicamentul de control pozitiv, Ciclosporina A, a
redus proliferarea, desi aceasta reducere nu a atins semnificatia statistica (Figura 72).

Grupurile de tratament (inclusiv vehiculul singur) au aratat o proliferare
nesemnificativa peste cea observata la animalele de control.

Raspunsurile proliferative la peptida IRBP au fost analizate prin ANOVA
unidirectional urmat de Dunnett post-test pentru compararea raspunsurilor stimulate in
grupele de tratament cu grupul de vehicule. Nu au fost observate diferente statistice.

Scoruri clinice: imagistica retiniana prin imagistica fundala endoscopica
topica (TEFI). Datele scorurilor TEFI masurate in grupul de control din ziua 0 pana in ziua
21 au fost analizate prin testul Kruskal-Wallis pentru datele non-parametrice urmate de
post-testul lui Dunn pentru comparatii multiple intre zilele experimentale.

Administrarea IRBP a indus o crestere semnificativa a scorurilor TEFI masurate
incepand cu ziua 14 (p <0,01) si in ziua 21 (p <0,0001) in comparatie cu ziua 0 in grupul
Control (Figura 73).
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Datele scorurilor TEFI masurate in toate grupele experimentale in ziua 21 au fost
analizate prin testul Kruskal-Wallis pentru datele non-parametrice urmate de post-test Dunn
pentru comparatii multiple intre grupurile experimentale.

In aceastd etapd a experimentului, nu a existat o diferentd semnificativd intre
grupurile experimentale, dar scorurile TEFI au fost mai mici in grupul tratat MRX008 decéat
in grupurile de control negative. intr-adevar, scorurile TEF| au fost mai mici in grupul tratat
cu MRX008 decat in grupul tratat cu ciclosporina martor pozitiv.

Concluzii. Raspunsurile proliferative la peptida IRBP au fost observate in culturile
ganglionare ale tuturor grupurilor experimentale, cu exceptia animalelor naive, care indica
succesul inducerii bolii. Scorurile clinice determinate de TEFI au crescut incepand cu ziua
14, asa cum era de asteptat in acest caz de uveita indusa de IRBP. Pana in ziua 21, nu
sunt inca vizibile diferente semnificative intre grupurile experimentale, dar a fost observata
o reducere izbitoare a incidentei bolii si a gravitatii bolii in grupul tratat cu MRX008, care a
fost o reducere mai mare decat a fost observatd pentru grupul de control pozitiv. in special,
aceste date indica faptul ca tratamentul cu tulpina MRX008 a redus deteriorarea retinei,
inflamatia discului optic si/sau infiltrarea tesutului retinian de catre celulele inflamatorii (a se
vedea sistemul de evaluare a imaginii retiniene TEFI de mai sus). Aceste date indica faptul
ca tulpina MRX008 poate fi utila in tratarea sau prevenirea uveitei.

Exemplul 8 - Eficacitatea inoculilor bacterieni de MKX006 intr-un caz de inflamafie
indus de LPS - concentratie redusa de citokina

Sumar

Tulpina bacteriana MRX006 (830) a fost supusa unui test antiinflamator (n = 9)
pentru a determina efectul asupra concentratiilor de citokine. Inflamatia a fost indusa
folosind un declansator bine stabilit al raspunsului inflamator, lipopolizaharida (LPS).
Marimea si caracteristicile raspunsului inflamator in grupurile tratate cu MRX006 (830) au
fost comparate cu grupele de control. S-a constatat ca compozitiile inventiei amelioreaza
raspunsul inflamator si, in special, reduc concentratia citokinelor IL-6 si TNFa. Astfel, datele
indica faptul ca compozitiile inventiei au un fenotip inflamatoriu larg si pot fi utile in tratarea
bolilor inflamatorii, cum ar fi neutrofilia si astmul.

Rezultate si analiza

Rezultatele experimentului sunt indicate in Figurile 75 si 76.

Dupa cum se arata in Figurile 75, respectiv 76, administrarea de LPS determina o
crestere a nivelurilor de IL-6 si TNFa, asa cum este de asteptat dupa inducerea inflamatiei.
Este important sa se reduca semnificativ nivelurile acestor citokine la grupurile tratate cu
MRX006 (830). Prin urmare, compozitile inventiei reduc concentratia de citokine
inflamatorii si, prin urmare, au un fenotip antiinflamator larg.

Exemplul 9 - Eficacitatea inoculilor bacterieni ale MKX006 intr-un caz de inflamatie
indus de LPS - maturizare redusa a celulelor dendritice derivate de monocite (Mo-DC)

Sumar

Tulpina bacteriana MRX006 (830) a fost supusa unui test antiinflamator care implica
detectarea gradului de maturare a celulelor dendritice derivate de monocite (Mo-DCs).
Aceste celule, in special celulele CD1a+ CD14-, utilizate Tn acest exemplu, sunt implicate in
raspunsul inflamator la maturizare. Maturizarea celulelor CD1a+ CD14- este indicata prin
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exprimarea crescutd a CD80, CD83, CD86 si HLA-DR. S-a descoperit ca compozitiile
inventiei atenueaza raspunsul inflamator si, in special, reduc maturarea celulelor dendritice
asociate cu raspunsul inflamator (CDla+ CD14-). De aceea, datele indica faptul ca
compozitiile inventiei pot fi utile in tratarea bolilor inflamatorii, cum ar fi neutrofilia si astmul.

Rezultate si analiza

Rezultatele experimentului sunt indicate in Figura 77.

Asa cum se aratad in figura 77, administrarea de LPS determind o crestere a
expresiei markerilor de maturizare pe MoDCs, asa cum este indicat de trecerea liniei negre
in dreapta graficului. Este important sa se reduca nivelul de exprimare a markerilor de
maturizare in grupul LPS tratat cu MRX006 (asa cum este indicat prin trecerea liniei negre
pline in stanga). Pentru grupul LPS + MRXO006, nivelul de exprimare al markerilor
inflamatori CD80, CD83 si HLA-DR revine la nivelul de exprimare in controlul nestimulat
(linie punctat&). Tn plus, nivelul de exprimare al CD86 in grupul LPS + MRX006 este, de
asemenea, redus foarte mult in comparatie cu grupul LPS singur. Astfel, compozitiile
conform inventiei reduc nivelul de maturare a CMD asociate cu inflamatia si, prin urmare,
au un fenotip antiinflamatoriu larg.

Exemplul 10 - Eficacitatea inoculilor bacterieni la un caz de inflamatie indusa de
ovalbumina - diviziune redusa a celulelor CD4+ |a soarece

Sumar

Tulpina bacteriana MRX006 (830) a fost supusa unei analize a inflamatiei
suplimentare (n = 5) care implica detectarea nivelului de celule CD4+. Cresterea nivelului
de celule CD4+ este un indicator al inflamatiei. Unul dintre motivele acestui fapt este ca
celulele CD4+ sunt implicate in caile inflamatorii Th17 si IL-17. Inflamarea a fost indusa
folosind un declansator bine stabilit al raspunsului inflamator, ovalbumina. S-a descoperit
ca compozitiile inventiei atenueaza raspunsul inflamator si, in special, reduce numarul de
celule CD4+. De aceea, datele indica faptul ca compozitiile inventiei pot fi utile in tratarea
bolilor inflamatorii, cum ar fi neutrofilia si astmul.

Rezultate si analiza

Rezultatele experimentului sunt indicate in Figura 78.

Dupa cum se arata in figura 78, numarul de celule CD4+ din populatia care sufera
trei sau mai multe diviziuni celulare este crescut dupa administrarea de ovalbumina (asa
cum se astepta la un raspuns inflamator). In mod critic, numarul de celule care sufera trei
sau mai multe divizii dupa administrarea cu ovalbumina este redus semnificativ la grupurile
tratate cu MRX006. Prin urmare, compozitiile inventiei reduc nivelul celulelor CD4+ si astfel,
inventia poate fi utild pentru tratarea bolilor inflamatorii, cum ar fi neutrofilia si astmul.

Exemplul 11 — Testarea stabilitafii

O compozitie descrisa aici care contine cel putin o tulpinad bacterianad descrisa aici
este pastrata intr-un recipient sigilat la 25°C sau 4°C si recipientul este plasat intr-o
atmosfera avand 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% sau 95% umiditate relativa.
Dupa 1 luna, 2 luni, 3 luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani, cel putin 50%, 60%,
70%, 80% sau 90% din tulpina bacteriana trebuie sa ramana masurata in unitati de formare
a coloniei determinate prin protocoale standard.
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SEQ ID NO:1 (Tulpina Blautia stercoris GAM6-1 gena ribosomala 16S ARN, secventa
partiala - HM626177)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

tgcaagtcga
gcggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggcet
attagatacc
tcttcecggtge
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttcgggac
gggttaagtc
actctgtgga
gccccttatg
gcgaggggga
tgcacgaagc
ggtcttgtac

gcgaagcgct
gagtaacgcg
accgcataag
acccgcgtet
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagcccecgg
ggatttactg
gcttaacccce
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtce
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct

acaccgcccg

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacggce
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg

tcacaccatg

ccttecggggag
gcctcataca
cgcatgatac

ttggaggggt
cacattggga

caatggggga
acttctatca
gccagcagcc
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgtc
atcctcagta
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttcgg
aatcagaatg

ggagtcagta

aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcgtaa
agctcgtgtce
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgcggtgaa

acgcccgaag

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacg
gcccagactc
cagcgacgcc
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctgggc
aaatcatcat
aagcgagccc
gcaactcgac
tacgttccecg
tc

SEQ ID NO:2 (secventa consens 16S ARNr pentru tulpina Blautia stercoris 830)
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TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTTACGACAGAACCTT
CGGGGGAAGATGTAAGGGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACA
GTTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGAT
GGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
ACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAA
CCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGG
TACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTT
ACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTGATGTGAAAGGCTGGGGCTTAACCCCAGGACTGCATTGG
AAACTGTTTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAAT GCGTAGATATTAGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTCGGTGCCGCAGCAAACGCAA
TAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCGATCTGACCGGTTCGTAATGGAACCTT
TCCTTCGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA

CGAGCGCAACCCCTATCGTCAGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCACTCTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGG
AAGGCGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAACAAAGGG
AAGCGAGCCCGCGAGGGGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCCAACCTTAGGGAGGGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTG

GGGTGAAGTCTAGGGGGT

SEQ ID NO:3 (Tulpina Blautia wexlerae WAL 14507 gena ribosomala 16S ARN, secventa

partiala - EFO036467)

6l
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
catagccggc
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggcet
agcggaattc
ggcggcttac
agataccctg
ttcggtgccg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccc
ctggggagac
ccttatgatt
agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca

tgcaaagaag

gggaattant
taacgcgtgg
gcataagcgc
cgcgttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gcceccggcta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagc
tggacggtaa
gtagtccacg
tcgcaaacgce
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagg
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgcccegtcea

gagctgccga

ttattgaaac
gtaacctgcc
acagagctgc
tagcttgttg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcc
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccc
aatcgcggat

caccatggga

aggcgggacc

ttecggtcgat
ttatacaggg
atggctcagt

gtggggtaac
attgggactg

tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgcg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacctgggg
gcggtggagce
cgcctgaccg
ttgtcgtcag
cctcagtagce
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggcccaccaa
agacacggcc
cctgatgcecag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagtc
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggagce
ggtgtcgggt
agtacgttcg
atgtggttta
atccttaacc
ctcgtgtegt
cagcatttaa
tgacgtcaaa
caaagggaag
gtagtctgca
cggtgaatac
cccgaagtceca

gtgaagtcgt

tctagtggceg
cagaaatggc
ccggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgccgeg
tgacggtacc
gggggcaagc
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt
ggcaaagcca
caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttcc
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgcc
cgagattgtg
acccgactac
gttcccgggt
gtgacctaac

aacaaggt
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SEQ ID NO:4 (secventa consens 16S ARNTr pentru tulpina Blautia wexlerae MRX008)

TTCATTGAGACTTCGGTGGATTTAGATTCTATTTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTTAT
ACAGGGGGATAACAGTCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTC
CGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTTGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCG
GCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGG
GAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAG
CGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCTCAACCT

GTGGACTGCATTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCT
TCGGTGCCGTCGCAAACGCAGTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCC
GCCTGACCGATCCTTAACCGGATCTTTCCTTCGGGACAGGCGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTICGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTCAGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTC
TGGGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGCGTAAACAAAGGGAAGCGAGATCGTGAGATGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCA
GTTCGGACTGTAGTCTGCAACCCGACTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCTAACT
GCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SEQ ID NO:5 (secventa cromozomiala tulpina 830) — vezi listarea electronica a secventei
in W02016/203218.

SEQ ID NO:6 (secventa plasmidei tulpina 830) — vezi listarea electronica a secventeli
in W02016/203218.
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