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DOMENIUL TEHNIC

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

FUNDALUL INVENTIEI

Se crede ca intestinul uman este steril in utero, dar este expus la o larga varietate de microbi
maternali si din mediu imediat dupa nastere. Apoi, are loc o perioada dinamica de colonizare microbiana
si succesiune, care este influentata de factori cum ar fi modul de livrare, mediul, dieta si genotipul gazdei,
care toate impacteaza compozitia mocrobiotei intestinale, in special in primii ani de viata. Ulterior,
microbiota se stabilizeaza si devine asemanatoare cu cea a unui adult [1]. Microbiota intestinului uman
contine mai mult de 500-1000 de filotipuri diferite apartinand in mod esential la doua divizii bacteriene
majore, Bacteroidete si Firmicute [2]. Relatiile simbiotice de succes care apar din colonizarea bacteriana
a intestinului uman au dat o larga varietate de functii metabolice, structurale, protectoare si alte functii
benefice. Sporirea activitatii metabolice a intestinului colonizat asigura ca, componente alimentare altfel
indigerabile sunt degradate cu eliberarea produselor secundare furnizédnd o sursa de nutritie importanta
pentru gazda. in mod similar, importanta imunologica a microbiotei intestinale este bine recunoscuta si
este exemplificata la animalele fara germeni care au un sistem imunitar alterat care este reconstituit
functional dupa introducerea bacteriei comensale [3-5].

Modificari dramatice in compozitia microbiotei au fost documentate 1in tulburarile
gastrointestinale cum ar fi boala inflamatorie intestinala (IBD). De exemplu, nivelurile de bacterie
Clostridium cluster XIVa sunt reduse la pacientii cu IBD in timp ce numarul de E. coli este crescut,
sugerand un defazaj in echilibrul simbiontilor si patobiontilor din intestin [6- 9].

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

Recent, s-a manifestat un interes crescut in domeniu referitor la alterarile din microbiomul
intestinal care poate juca un rol patofiziologic in bolile creierului uman [16]. Dovezile preclinice si clinice
sugereaza puternic o legatura intre dezvoltarea creierului si microbiota [17]. Un corp in crestere din
literatura preclinica a demonstrat semnalizarea bidirectionala intre creier si microbiomul intestinal, care
implicd multiple sisteme de semnalizare neurocrine si endocrine. intr-adevar, nivelurile crescute de
specii Clostridium in microbiome au fost legate de tulburari ale creierului [18], si un dezechilibru de fila
Bacteroidete si Firmicute a fost de asemenea implicat in dezvoltarea tulburarilor creierului.

Sugestiile ca nivelurile alterate de comensale intestinale, incluzandu-le pe cele de Bifidobacterie,
Lactobacillus, Sutterella, Prevotella si Ruminococcus genera si ale familiei de Alcaligenaceae sunt
implicate in tulburarile imuno-mediate ale sistemului nervos central (CNS), sunt investigate prin studii
sugerand o lipsa de alterare la microbiota intre pacienti si subiectii sanatosi [19]. S-a sugerat de
asemenea ca administrarea de probiotice poate fi benefica in tratamentul tulburarilor neurologice.
Totugi, aceste studii au esuat in a concluziona ca compozitiile probiotice per se pot obtine benéficii
terapeutice fata de tratamentul neurodegenerarii $i nu au prezentat nici un efect util pentru nici o bacterie
particulara [20, 21]. Acest lucru indica faptul ca, in prezent, efectul practic al legaturii intre microbiom si
bolile creierului uman este slab caracterizat. Corespunzator, sunt necesare studii analitice mai directe
pentru a identifica impactul terapeutic al alterarii microbiomului asupra tulburarilor neurodegenerative.

Exista a cerintd in domeniu pentru noi metode pentru tratarea tulburarilor neurodegenerative.
Exista de asemenea o cerinta pentru caracterizarea efectelor potentiale ale bacteriei intestinale astfel
incéat sa poata fi dezvoltate noi terapii utilizand bacteria intestinala.

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

REZUMATUL INVENTIEI

Inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand o tulpina bacteriana de Megasphaera massiliensis,
pentru utilizare in terapie.

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

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

intr-o prima realizare, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand o tulpina bacteriana
de Megasphaera massiliensis, pentru utilizare in terapie, cum ar fi intr-o metoda de tratare sau prevenire
a unei tulburari neurodegenerative.

In anumite realizéri, inventia furnizeazd o compozitie cuprinzand tulpina bacteriana
de Megasphaera massiliensis, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a unei boli sau
afectiuni selectate din grupul constand din: boala Parkinson, incluzand pralizie supranucleara
progresiva, sindrom Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu presiune normala, parkinsonism
vascular sau arteriosclerotic si parkinsonism indus de medicamente; boala Alzheimer, incluzand
sindromul Benson; scleroza multipla; boala Huntington; scleroza laterala amiotrofica; boala Lou Gehrig;
boald neuronala motoare; boala prion; ataxie spinocerebrala; atrofie musculara spinald; dementa,
incluzdnd corp Lewy, dementa vasculara si frontotemporala; afazie progresiva primara; depreciere
cognitiva usoara; depreciere cognitiva asociata cu HIV si degenerare corticobasala.

In realizérile preferate, inventia furnizeazid o compozitie cuprinzand tulpina bacteriana
de Megasphaera massiliensis, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a bolii Parkinson,
cum ar fi Parkinsonul din mediu, sau familial asociat cu stari inflamatorii generale. Inventatorii au
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identificat ca tratamentul cu tulpini de Megasphaera poate reduce activarea moleculelor proinflamatorii,
cum ar fi NFkB si IL-6, prin LPS si a-sinucleina mutanta in modelele in vitro ale Parkinsonului din mediu
si familial. Tn realizarile preferate, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand o tulpind bacteriana a
speciilor Megasphaera massiliensis, pentru utilizare in tratamentul bolii Parkinson. Compozitiile
utilizand Megasphaera massiliensis pot fi in special eficiente pentru tratarea Parkinsonului.

In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau
prevenire a debutului timpuriu al bolii neurodegenerative. in unele realizari, compozitiile inventiei sunt
pentru utilizare intr-o metoda de prevenire sau de intarziere a debutului sau progresului unei tulburari
neurodegenerative.

Tulpina bacteriana din compoziiie este de Megasphaera massiliensis. Preferabil, tulpina
bacteriana are o secventa 16S rARN care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identica cu SEQ ID NO: 1 sau 2. Preferabil, identitatea de secventa este cu SEQ ID NO: 2. Preferabil,
tulpina bacteriana pentru utilizare in inventie are secventa 16S rARN reprezentatd de SEQ ID NO:2.

in anumite realizari, compozitia inventiei este pentru administrare orald. Administrarea orala a
tulpinilor inventiei poate fi eficienta pentru tulburarile neurodegenerative. De asemenea, administrarea
orala este convenabila pentru pacienti si practicieni si permite livrarea la si/sau colonizarea partiala sau
totald a intestinului.

In anumite realizari, compozitia inventiei cuprinde unul sau mai multi excipienti sau purtatori
acceptabili farmaceutic.

In anumite realizari, compozitia inventiei cuprinde o tulpind bacterian& care a fost liofilizata.
Liofilizarea este o tehnica eficienta gi convenabild pentru prepararea de compozitii stabile care permit
livrarea bacteriei.

In anumite realizari, inventia furnizeaz& un produs alimentar cuprinzand compozitia cum s-a
descris mai sus.

In anumite realizéri, inventia furnizeaza o compozitie de vaccin cuprinzand compozitia cum s-a
descris mai sus.

In dezvoltarea inventiei de mai sus, inventatorii au identificat gi caracterizat o tulpina bacteriana
care este in special utila pentru terapie. Tulpina Megasphaera massiliensis a inventiei este prezentata
a fi eficienta pentru tratarea bolilor descrise aici, cum ar fi bolile neurodegenerative.

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

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Viabilitatea celulara a celulelor neuroblastom

Figura 2: Reglarea negativa a secretiei de IL-6

Figura 3 Secretie de IL-8

Figura 4: Inhibare de secretie IL-6 si IL-8 a- sinucleina

Figura 5: Inhibare de a- sinucleina indusa de activarea promotorului NFkB
Figura 6: Inhibare de LPS indusa de activarea promotorului NFkB

Figura 7: Modificare in capacitatea antioxidanta

Figura 8: Modificare Tn capacitatea antioxidanta totala (oxidare lipida)

Figura 9: Modificare Tn activitatea de deacetilaza histona (HDAC)



e 2021 0810

Figura 10: Nivel productie de indol
Figura 11: Nivel de productie de Kirunenine

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

Figura 13: Promovarea cresterii de neurite: microscopie luminoasa si expresia genei MAP2 (Figura
13A), imunomicroscopie cu fluorescenta faloidina (Figura 13B)

Figura 14: Modificare in nivelurile ROS in (a) celulele U373 si (b) celulele SHSY-5Y
Figura 15: Neuroprotectiie - viabilitate celulara. Figura 15 prezinta acelasi date ca Figura 1.

Figura 16 Modificari induse de tulpina in activitatea de deacetilaza histona a intregii celule si a lizatului
celular (Figura 16A), modificari induse de acid in activitatea de deacetilaza histona (Figura 16B),
productia de metaboliti de catre tulpini (Figura 16C)

Figura 17 Inhibare HDAC1 (Figura 17A), inhibare HDAC2 (Figura 17B), inhbare HDAC3 (Figura 17C)

Figura 18 Inhibare de HDAC de clasa | (Figura 18A); inhibare de HDAC1 (Figura 18B); inhibare de
HDAC2 (Figura 18C); inhibare de HDAC3 (Figura 18D)

Figura 19: Nivel de productie de BDNF

Figura 20: Niveluri de productie de metaboliti - neurotransmitatori in creier
Figura 21: Niveluri de productie de metaboliti - acizi organici in supernatant
Figura 22: Efect asupra functionarii barierei intestinale.

Figura 23: Productie de neurotransmitatori in creier

Figura 24: Modificari in expresia receptorului hipocampal - A) receptor de oxitocina, B) receptor
vasopresina, C) receptor glucocorticoid si D) receptor mineralocorticoid

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

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

Figura 27: Modificari in expresia hipocampala de A) factor de necroza tumorala, B) interleukina 1b si
C) IL-6

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

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

Figura 30: Modificari in expresia hipocampala de A) receptor 2 de acid A gama-aminobutiric (GABA
A2), B) receptor 1 de acid B gama-aminobutiric (GABA BR1) si C) receptor 1 de dopamina (DRD1)

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

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

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

Figura 34: Modificari in expresia de amigdale de A) subunitate 2 alfa a receptorului GABA-A (GABRA2),
B) subunitate 1 a receptorului de tip B GABA-A (GABBR1) si C) receptor 1 de dopamina (DRD1)
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Figura 35: Modificari in expresia cortexului prefrontal de A) receptor de oxitocina, B) factor neurotrofic
derivat din creier (BDNF), C) receptor de mineralocorticoid si D) receptor de glucocorticoid

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

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

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

Figura 39: Modificari in expresia colonului de A) triptofan hidroxilaza-1 (Tph1) si B) indolamina2,3-
dioxigenaza-1 (IDO1)

Figura 40: Modificari in expresia ileumului de A) triptofan hidroxilaza-1 (Tph1) si B) indolamina2,3-
dioxigenaza-1 (IDO1)

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

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

Figura 43: Efect asupra productiei de interleukina-18 de la splenocite

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

Figura 45: Efect asupra productiei de factor de necroza tumorala de la splenocite
Figura 46: Efect asupra productiei de interleukina-10 de la splenocite

Figura 47: Efect asupra productiei de chemoatractant CXCL1 de la splenocite
Figura 48: Modificari in nivelurile de acid gras ale catenei scurte cecale

Figura 49: Modificari induse de MRx0029 si MRX005 in nivelurile de expresie ale genei de actina, vilin,
ocludin TJP1, TJP2, MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARK7 si NSE.

Figura 50: Diferentiere celulara SHSYS5Y indusa de MRx0005 si MRx0029. (A-C) Imagini reprezentative
de celule etichetate imuno cu faloidina si MAP2. (D-F) imagini ale A-C imbinate cu imagini DAPI. Celule
imunoetichetate cu tuburi B3 (G-I). (J-L) imbinate cu imagini DAPI. Amplificare x630. Analiza de pete
Western a efectelor tratamentului MRx0005 si MRx0029 pe celule SHSY5Y. Membranele petelor
Western au fost sondate cu anticorpi la MAP2 (M) si tuburi b3 (N). Actina a fost utilizata ca control de
incarcare. Panourile de jos: pete reprezentative de la unul din sase experimente separate; panourile de
sus: intensitate densitometrica relativa.

DIVULGAREA INVENTIEI
Tulpini bacteriene

Compozitiile inventiei cuprind o tulpina bacteriana de Megasphaera massiliensis. Exemplele
demonstreaza ca bacteriile din genul Megasphaera sunt utile pentru tratarea sau prevenirea tulburarilor
neurodegenerative.

Megasphaera sunt microbi gastrointestinali obligatoriu anaerobi, de fermentare a lactatelor de
catre mamifere rumegatoare si nerumegatoare, incluzand oamenii.

Tulpina de tip M. massiliensis este NP3 (=CSUR P245=DSM 26228)[22]. Numarul de acces
GenBank pentru secventa genetica 16S rRNA de tulpina NP3 de M. massiliensis este JX424772,1
(divulgata aici ca SEQ ID NO:1).
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Bacteria Megasphaera massiliensis testata in exemple este referita in acest document ca tulpina
MRx0029. O secventa 16S rARN pentru tulpina MRx0029 care a fost testata este prevazuta in SEQ ID
NO:2.

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

Tulpinile bacteriene strans inrudite cu tulpina testata in exemple sunt de asemenea de asteptat
sa fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea tulburarilor neurodegenerative. In anumite realizri,
tulpina bacteriana pentru utilizare in inventie are o secventa 16S rARN care este cel putin 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu secventa 16S rARN a unei tulpini bacteriene
de Megasphaera massiliensis. Preferabil, tulpina bacteriana pentru utilizare in inventie are o secventa
16S rARN care este cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu SEQ ID NO: 1
sau 2. Preferabil, identitatea de secventa este cu SEO ID NO: 2. Preferabil, tulpina bacteriana pentru
utilizare in inventie are secventa 16S rARN reprezentata de SEQ ID NO:2.

Tulpinile bacteriene care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 sunt de asemenea de
asteptat sa fie eficiente pentru tratarea sau prevenirea tulburarilor neurodegenerative. Un biotip este o
tulpina strans inrudita care are aceleasi sau foarte similare caracteristici fiziologice si biochimice.

Tulpinile care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 si care sunt adecvate pentru utilizare in
inventie pot fi identificate prin secventierea altor secvente de nucleotida pentru tulpinile MRx0029 sau
NP3. De exemplu, substantial intregul genom poate fi secventiat si o tulpina biotip pentru utilizare in
inventie poate avea cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventa de-
a lungul a cel putin 80% din intregul sau genom (de exemplu de-a lungul a cel putin 85%, 90%, 95%
sau 99%, sau de-a lungul intregului sdu genom). Alte secvente adecvate pentru utilizare in identificarea
tulpinilor biotip pot include hsp60 sau secvente repetitive cum ar fi BOX, ERIC, (GTG)s, sau REP sau
[23]. Tulpinile biotip pot avea secvente cu cel putin 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identitate de secventa cu secventa corespunzatoare a tulpinilor MRx0029 sau NP3.

Alternativ, tulpinile care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 si care sunt adecvate pentru
utilizare in inventie pot fi identificate prin utilizarea tulpinilor MRx0029 sau NP3 si analiza de fragment
restrictionat si/sau analiza PCR, de exemplu prin utilizarea de polimorfism cu lungimea fragmentului
amplificata fluorescent (FAFLP) si amprenta (rep)-PCR a elementului ADN repetitiv, sau profilare de
proteind, sau secventiere 16S partiald sau 23S ADNr. in realizérile preferate, astfel de tehnici pot fi
utilizate pentru a identifica alte tulpini Megasphaera massiliensis.

In anumite realizari, tulpinile care sunt biotipuri de tulpini MRx0029 sau NP3 si care sunt
adecvate pentru utilizare in inventie sunt tulpini care furnizeaza acelasi tipar ca tulpinile MRx0029 sau
NP3 cand sunt analizate prin analiza amplificatd de restrictie ADN ribozomald (ARDRA), de exemplu
cand se utilizeaza enzima de restrictie Sau3Al (pentru exemple de metode si ghidare vezi, de
exemplu,[24]). Alternativ, tulpinile biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi tipare de fermentare
ale carbohidratului ca tulpinile MRx0029 sau NP3.

Biotipurile de tulpini MRx0029 sau NP3, pot fi identificate utilizand orice metoda adecvata sau
strategie, incluzand testele descrise in exemple. De exemplu, tulpinile pentru utilizare in inventie pot fi
identificate prin cultivare cu celule neuroblastom si apoi evaluand nivelurile de citokine si nivelurile de
neuroprotectie sau neuroproliferare. In particular, tulpinile bacteriene care au tipare de crestere similare,
antigeni de tip metabolic si/sau de suprafata cu tulpinile MRx0029 sau NP3 pot fi utile in inventie. O
tulpind utild va avea activitate modulatoare imund comparabila cu a tulpinilor MRx0029 sau NP3. in
particular, o tulpina biotip va declansa efecte comparabile asupra modelelor de boala neurodegenerative
si efecte comparabile asupra nivelurilor de citokine cu efectele prezentate in exemple, care pot fi
identificate prin utilizarea de protocoale de cultivare si administrare descrise in exemple.

O tulpina in special preferata a inventiei este tulpina Megasphaera massiliensis MRx0029 sau
un derivat al acesteia. Aceasta este exemplul de tulpina testat in exemple si prezentat pentru a fi eficient
in tratarea bolii. Prin urmare, inventia furnizeazd o celula, cum ar fi o celuld izolata, de
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tulpina Megasphaera massiliensis MRx0029 sau un derivat al acesteia. Inventia furnizeaza de
asemenea o compozifie cuprinzand o celula de tulpina Megasphaera massiliensis MRx0029 sau un
derivat al acesteia. Inventia furnizeaza de asemenea o cultura biologic pura de tulpina Megasphaera
massiliensis MRx0029. Inventia furnizeaza de asemenea o celula de tulpind Megasphaera massiliensis
MRx0029 sau un derivat al acesteia, pentru utilizare in terapie, Tn particular pentru bolile descrise aici.

O tulpina in special preferata a inventiei este tulpina Megasphaera massiliensis depozitata sub
numarul de acces NCIMB 42787. Aceasta este exemplul de tulpina MRx0029 testat in exemple si
prezentat pentru a fi eficient in tratarea bolii.

Un derivat al tulpinei inventiei poate fi o tulpina fiica (descendenta) sau o tulpina cultivata
(subclonata) din cea originala. Un derivat al unei tulpini a inventiei poate fi modificat, de exemplu la nivel
genetic, fara indepértarea de la activitatea biologica. in particular, o tulpind derivata a inventiei este
activa terapeutic. O tulpina derivata va avea activitate terapeutica comparabila cu cea a tulpinii
MRx0029. In particular, o tulpina derivatd va declansa efecte comparabile asupra modelelor de boal&
neurodegenerative si efecte comparabile asupra nivelurilor de citokine cu efectele prezentate in
exemple, care pot fi identificate prin utilizarea protocoalelor de cultivare si administrare descrise in
exemple. Un derivat de tulpina MRx0029 va fi in general un biotip de tulpina MRx0029.

Referirile la celulele de tulpind Megasphaera massiliensis MRx0029 cuprind orice celule care au
aceleasi caracteristici de siguranta si eficacitate terapeutica ca tulpina MRx0029, si astfel de celule sunt
cuprinse in inventie.

In realizarile preferate, tulpinile bacteriene din compozitiile inventiei sunt viabile si capabile de
colonizarea partiala sau totala a intestinului.

Inventatorii au descoperit ca tulpinile de Megasphaera massiliensis reduc activarea citokinelor
inflamatorii cum ar fi IL-6 si cresc activarea de citokine inflamatorii IL-8. IL-8 au fost implicate in formarea
tecii de mielina [25]. Inflamatia cronica indusa de IL-6 poate conduce in final la moartea celulei. Prin
urmare, tulpinile bacteriene ale inventiei sunt in special utile in tratamentul sau prevenirea tulburarilor
neurodegenerative. In unele realizari, tulpinile bacteriene sunt utile in tratamentul afectiunilor
caracterizate prin sporirea activarii de IL-6. In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare
in tratamentul sau prevenirea bolilor neurodegenerative caracterizate prin demielinizare. Multe boli
neurodegenerative sunt caracterizate prin demielinizare. Demielinizarea impiedica propagarea
potentialelor de actiune Tn neuroni, afectdnd comunicarea eficienta in sistemul nervos. IL-8 s-a aratat
ca contribuie pozitiv la formarea si refacerea tecii de mielina. Prin urmare, compozitiile inventiei sunt in
special benefice in tratamentul sau prevenirea tulburarilor neurodegenerative caracterizate de
demielinizare, cum ar fi scleroza multipla.

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

Inventatorii au descoperit de asemenea ca tulpinile bacteriene ale inventiei cresc activarea de
BDNF. BDNF este un factor de crestere neurotrofic care a aratat ca sporeste diferentierea si
supraviefuirea neuronala. Astfel, compozitile inventiei pot fi utilizate intr-o metoda de sporire a
supravietuirii celulei nervoase in tratamentul sau prevenirea bolilor neurodegenerative.

O bacterie suplimentara care poate fi utilizata Tn compozitile inventiei este
specia Parabacteroides distasonis. Exemplele demonstreaza ca Parabacteroides
distasonis si Megasphaera massiliensis au ambele activitati neuroprotectoare, dar produc diferiti
metaboliti si pot avea mecanisme de actiune diferite i activitati neuroprotectoare specifice. Prin urmare,
aceste specii pot fi in special eficiente cand sunt utilizate in combinatie. in realizarile preferate,
compozitia cuprinde o tulpind din specia Parabacteroides distasonissi o tulpina din
specia Megasphaera massiliensis.
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Bacteria Parabacteroides distasonis depozitata sub numarul de acces NCIMB 42382 a fost
testata in exemple si este de asemenea cea la care se face referire in acest document ca tulpina
MRx0005. MRX0005, MRX005, MRx005 si MRx0005 sunt utilizate aici interschimbabil. O secventa 16S
rARN pentru tulpina MRx0005 care a fost testata este prevazuta in SEQ ID NO:17. Tulpina MRx0005 a
fost depozitata cu autoritatea de depozitare internationala NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen,
AB21 9YA, Scotia) de catre GT Biologics Ltd. (Life Sciences Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS,
Scotia) pe 12 martie 2015 ca ,Parabacteroides sp 755 si i-a fost asignat numarul de acces NCIMB
42382. GT Biologics Ltd. si-a schimbat ulterior numele in 4D Pharma Research Limited.

In realizarile preferate, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand tulpina depozitata la NCIMB
sub numarul de acces NCIMB 42787, sau un derivat sau biotip ai acesteia, si tulpina depozitata la
NCIMB sub numarul de acces NCIMB 42382, sau un derivat sau biotip ai acesteia, preferabil pentru
utilizare in terapie, preferabil pentru utilizare in tratarea unei boli neurodegenerative cum ar fi boala
Parkinson.

Utilizari terapeutice

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

Compozitiile inventiei pot scade activarea promotorilor NFkB, care activeaza productia de
citokine, de exemplu IL-183, IL-1qa, IL-18, TNFa si IL-6. Tratarea celulelor cu a-sinucleina mutanta este
un model pentru Parkinsonul familial. O mutatie punctuala la pozitia 53 de la adenina la treonina
conduce la plierea incorecta a a-sinucleinei. a-sinucleina incorect pliata se agrega ulterior in fibrile
insolubile care formeaza corpi Lewy. Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau
prevenirea tulburarilor neurodegenerative care sunt rezultatul neuroinflamatiei, plierii inadecvate a
proteinei si/sau din expunerea la mediu. Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru tratamentul
Parkinsonului familial. Activarea de promotori NFkB este mediata prin ligandul TLR4. TLR4 este
cunoscut pentru medierea mortii celulei in modelul MPTP la soarece, care simuleaza boala Parkinson.
Compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a inhiba abilitatea de semnalizare TLR4 pentru a activa
promotorul NFkB. De o anumita relevanta pentru PD, ambii TLR2 si TLR4 au fost gasiti ca fiind reglati
pozitiv in creierele pacientilor cu PD [26]. Mai mult a-sin a fost descris ca ligand pentru TLR2 [27] si am
demonstrat ca a-sin este de asemenea un ligand pentru TLR4 utilizand celule HEK-TLR4 [28].

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

Exemple de boli neurodegenerative pentru a fi tratate cu compozitiile inventiei includ: boala
Parkinson, incluzand paralizie supranucleara progresiva, paralizie supranucleara progresiva, sindrom
Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu presiune normala, parkinsonism vascular sau
arteriosclerotic si parkinsonism indus de medicamente; boala Alzheimer, incluzand sindromul Benson;
scleroza multipla; boala Huntington; scleroza laterala amiotrofica; boala Lou Gehrig; boala neuronala
motoare; boala prion; ataxie spinocerebrald; atrofie musculara spinala; dementa, incluzand corp Lewy,
dementa vasculara si frontotemporald; afazie progresiva primard; depreciere cognitivd usoara;
depreciere cognitiva asociata cu HIV, si degenerare corticobasala. O alta boala pentru a fi tratata cu
compozitiile inventiei este neuropatia inflamatorie progresiva.

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

in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea sau prevenirea
pierderii de celule dopaminergice in substantia nigra. In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt
pentru utilizare n reducerea sau prevenirea degenerarii neuronilor dopaminergici in substantia nigra
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pars compacta. In anumite realizari, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea sau
prevenirea degenerarii neuronilor dopaminergici in substantia nigra pars compacta si pierderea
ulterioara a fibrelor lor nervoase proiectate in striatum. in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt
pentru utilizare in reducerea sau prevenirea pierderii de neuroni dopaminergici nigrostriatali.

In anumite realizari, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor de
dopamina. In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea nivelurilor de
DOPAC (acid 3,4-dihidroxifeniacetic). In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
cresterea nivelurilor de dopamina si DOPAC. Tn anumite realizari, nivelurile de dopamina si/sau DOPAC
sunt crescute in striatum. Nivelurile de dopamina si DOPAC pot fi masurate utilizand orice metoda
adecvata cunoscuta in domeniu, cum ar fi o metoda radioenzimatica, de exemplu in plasma sau CSF
(de exemplu cum s-a descris in [29]), sau o metoda HPLC cu faza inversa, probabil cu detectie
electrochimica, de exemplu in plasma sau CSF (de exemplu cum s-a descris in [30]).

Proprietatile neuroprotectoare ale compozitiilor inventiei, asa cum se aratd in exemple,
inseamna ca, compozitiile pot fi in special eficiente pentru prevenirea sau intarzierea debutului sau
progresului tulburarilor neurodegenerative. In anumite realizari, compozitile inventiei sunt pentru
utilizare in intarzierea debutului sau progresului tulburarilor neurodegenerative.

Compozitiile inventiei pot creste secretia de IL-8. IL-8 s-a aratat ca joaca un rol in mielinarea
neuronala. In unele realizari, compozitiile inventiei pot fi utilizate pentru a creste secretia de IL-8.

Compozitiile terapeutice ale inventiei pot crestere activarea de BDNF. BDNF actioneaza asupra
anumitor neuroni ai sistemului nervos central pentru a sustine supravietuirea neuronilor existenti si a
ajuta cresterea si dezvoltarea de noi neuroni si sinapse. BDNF este activ in hipocampus, cortex si partea
din fata a creierului bazal, si este important pentru memoria pe termen lung. Compozitiile inventiei pot fi
utilizate prin urmare pentru a creste secretia de BDNF. Compozitiile pot fi utilizate prin urmare in
tratamentul bolilor neurodegenerative asociate cu deprecierea memoriei pe termen lung. Compozitiile
inventiei pot fi utilizate pentru imbunatatirea memoriei pe termen lung, in particular pentru imbunatatirea
memoriei pe termen lung, care este alterata de o boala neurodegenerativa.

In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei cresc activitatea metabolicd mitocondriala in celulele
neuronale.

Modularea axei microbiota-intestin-creier

Comunicatia intre intestin si creier (axa microbiota-intestin-creier) are loc printr-un sistem de
comunicatie neurohumoral bidirectional. Dovezile recente aratd ca microbiota care rezida in intestin
poate modula dezvoltarea creierului si produce fenotipuri comportamentale prin axa microbiota-intestin-
creier. Intr-adevar, un numar de revizii sugereaza un rol al axei microbiota-intestin-creier in mentinerea
functionalitatii sistemului nervos central gi implicad disfunctia axei microbiota-intestin-creier in
dezvoltarea de tulburari si afectiuni ale sistemului nervos central [16],[19],[31].

Comunicatia bidirectionald intre creier si intestin (adicd axa intestin-creier) include sistemul
nervos central, sistemele neuroendocrin si neuroimunitar, incluzand axa hipotalamus-pituitara-adrenala
(HPA), bratele simpatice si parasimpatice ale sistemului nervos autonom (ANS), incluzénd sistemul
nervos enteric (ENS) si nervul vag, si microbiota intestinala.

Dupa cum s-a demonstrat in exemple, compozitiile prezentei inventii pot modula axa microbiota-
intestin-creier si reduce moartea celulei asociate cu tulburarile neurodegenerative. Corespunzator,
compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea tulburarilor neurodegenerative, in
particular acele tulburari si afectiuni asociate cu disfunctia axei microbiota-intestin-creier.

In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea sau prevenirea unei boli sau
afectiuni selectate din grupul constand din: boala Parkinson, incluz&dnd paralizie supranucleara
progresiva, paralizie supranucleara progresiva, sindrom Steele-Richardson-Olszewski, hidrocefalee cu
presiune normala, parkinsonism vascular sau arteriosclerotic si parkinsonism indus de medicamente;
boala Alzheimer, incluzand sindromul Benson; scleroza multipla; boala Huntington; scleroza laterala
amiotrofica; boala Lou Gehrig; boala neuronala motoare; boala prion; ataxie spinocerebrald; atrofie
musculara spinala; dementa, incluzand corp Lewy, dementd vasculard si frontotemporald; afazie
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progresiva primara; depreciere cognitiva usoara; depreciere cognitiva asociata cu HIV, si degenerare
corticobasala.

Compozitiile inventiei pot fi in special utile pentru tratarea sau prevenirea bolii cronice, tratarea
sau prevenirea bolii la pacientii care nu au raspuns la alte terapii (cum ar fi tratament cu Levodopa,
agonisti de dopamina, inhibitori MAO-B, inhibitori COMT, antagonisto glutamat, si/sau anticolinergice),
si/sau tratarea sau prevenirea deteriorarii fesutului si simptoame asociate cu disfunctia axei microbiota-
intestin-creier.

in anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza CNS. in unele realizari, compozitiile
inventiei moduleaza sistemul nervos autonom (ANS). In unele realizéri, compozitiile inventiei moduleaza
sistemul nervos enteric (ENS). In unele realizari, compozitiile inventiei moduleazd axa hipotalamic4,
pituitard, adrenald (HPA). In unele realizari, compozitiile inventiei moduleaza calea neuroendocrina. in
unele realizari, compozitiile inventiei moduleazd calea neuroimuna. Tn unele realizari, compozitiile
inventiei moduleaza CNS, ANS, ENS, axa HPA si/sau caile neuroendocrina si neuroimuna. In anumite
realizari, compozitile inventiei moduleaza nivelurile de metaboliti comensali si/sau permeabilitatea
gastrointestinala a unui subiect.

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulatd de catre sistemele neurale.
Corespunzator, in unele realizari, compozitiile inventiei moduleaza semnalizarea in sistemele neurale.
In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei moduleaza semnalizarea sistemului nervos central. in unele
realizéri, compozitile inventiei moduleazid semnalizarea in neuronii senzoriali. In alte realizri,
compozitile inventiei moduleazd semnalizarea in neuronii motori. In unele realizari, compozitiile
inventiei moduleaza semnalizarea in ANS. Tn unele realizari, ANS este sistemul nervos parasimpatic. In
realizarile preferate, compozitiile inventiei moduleazd semnalizarea nervului vag. in alte realizari, ANS
este sistemul nervos simpatic. In alte realizari, compozitiile inventiei moduleazd semnalizarea in
sistemul nervos enteric. In anumite realizari, semnalizarea neuronilor ANS si ENS raspunde direct la
continuturile de luminal ale tractului gastrointestinal. in alte realiz&ri, semnalizarea neuronilor ANS si
ENS raspunde indirect la substantele neurochimice produse de bacteria luminala. In alte realizari,
semnalizarea neuronilor ANS si ENS raspunde la substantele neurochimice produse de bacteria
luminald sau de celulele enteroendocrine. In anumite realizari preferate, neuronii ENS activeaza
aferentele vagale care influenteaza functiile CNS.

n unele realizari, compozitiile inventiei regleaza activitatea celulelor enterocromafine.

Boli neurodegenerative

Boala Parkinson

Boala Parkinson este o boala neurodegenerativa uzuald caracterizatd neuropatologic prin
degenerarea populatiilor eterogene de celule neurale (celule care produc dopamina). Diagnosticul clinic
al bolii Parkinson necesita bradikinezie si cel putin unul dintre urmatoarele simptoame de baza: tremur
de repaus; rigiditate musculara si depreciere reflexiva posturala. Alte semne si simptoame care pot fi
prezente sau se pot dezvolta in timpul progresului bolii sunt tulburarile autonome (sialoree, seboree,
constipatie, tulburari de mictiune, functionare sexuala, hipotensiune ortostatica, hiperhidroza), tulburari
de somn si tulburari in sens de miros sau in sens de temperatura. Boala Parkinson este o boala
neurodegenerativa care se poate dezvolta sau persista din cauza disfunctiei axei microbiota-intestin-
creier. Prin urmare, in realizarile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau
prevenirea bolii Parkinson la un subiect.

in alte realizari preferate, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand o tulpind bacteriana
de Megasphaera massiliensis, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a bolii Parkinson.
Compozitile cuprinzédnd o tulpind bacteriana de Megasphaera massiliensis pot imbunatati functiile
motoare gi cognitive in modele de boald Parkinson. Tratamentul cu tulpini de Megasphaera
massiliensis poate modula semnalizarea in sistemele nervoase central, autonom si enteric; poate
modula activitatea caii axei HPA; poate modula caile de neuroendocrine si/sau neuroimune; si poate
modula nivelurile de metaboliti comensali, markeri inflamatori si/sau permeabilitatea gastrointestinala a
unui subiect, care sunt toate implicate in neuropatologia bolii Parkinson. in realizarile preferate, inventia
furnizeaza o compozitie cuprinzand o tulpina bacteriana a speciilor Megasphaera massiliensis pentru
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utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a bolii Parkinson. Compozitiile utilizand Megasphaera
massiliensis pot fi in special eficiente pentru tratarea bolii Parkinson.

In realizarile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza unul sau mai multe
simptoame ale bolii Parkinson la un subiect. in realizarile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc
sau atenueaza unul sau mai multe simptoame de baza ale bolii Parkinson la un subiect. in anumite
realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza bradikinezia la un subiect. In anumite
realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza tremurul de repaus; rigiditatea musculara
si/sau deprecierea reflexiva posturald la un subiect. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei previn,
reduc sau atenueaza unul sau mai multe simptoame asociate cu progresul bolii Parkinson selectate
dintre tulburarile autonome (sialoree, seboree, constipatie, tulburari de mictiune, functionare sexuala,
hipotensiune ortostatica, hiperhidroza), tulburari de somn si tulburari in sens de miros sau in sens de
temperatura.

In realizérile preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazd simptoamele
depresive comorbide cu boala Parkinson. In anumite realizéri, compozitiile inventiei imbunétatesc
memoria verbala si/sau functiile executive. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei imbunatatesc
atentia, memoria de lucru, fluenta verbala si/sau anxietatea.

in alte realizari preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza disfunctiile cognitive
comorbide cu boala Parkinson.

n anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza progresul bolii Parkinson.
In anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza complicatiile motoare mai tarzii.
in anumite realiz&ri, compozitile inventiei previn, reduc sau atenueaza fluctuatiile motoare tarzii. in
anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazé pierderea neuronald. in anumite
realizari, compozitiile inventiei imbunatatesc simptoamele de dementa ale bolii Parkinson (PDD). in
anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza deprecierea funciiei executive,
atentiei si/sau a memoriei de lucru. In anumite realizdri, compozitile inventiei imbunétatesc
neurotransmiterea dopaminergicd. In anumite realizdri, compozitile inventiei previn, reduc sau
atenueaza neurotransmiterea domaminergica alterata.

in unele realizari, compozitile inventiei imbunatatesc simptoamele bolii Parkinson in
conformitate cu o scard simptomaticd sau de diagnoza. In anumite realizari, testele pentru evaluarea
imbunatatirii simptomatice a functiei motoare in boala Parkinson sunt constituite de scara de notare
unificatad a bolii Parkinson. Tn particular, UPDRS Il considera activitatea de viata zilnica si UPDRS I
considera examinarea motoare.

In unele realizari, compozitile inventiei imbunatitesc simptoamele asociate cu PDD in
conformitate cu un test simptomatic sau de diagnosticare si/sau scara. In anumite realizari, testul sau
scara sunt selectate dintre testul de invatare verbala Hopkins - revizuit (HVLT-R); sistemul de functii
executive Delis-Kaplan (D-KEFS) testul de interferentd culoare-cuvéant; scara de notare a depresiei
Hamilton (HAM-D 17; depresie); scara de notare a anxietatii Hamilton (HAM-A; anxietate) si scara de
notare unificata a bolii Parkinson (UPDRS; severitatea simptomului PD).

In unele realizéri, compozitiile inventiei imbunatitesc scara de impresie clinicd globald -
imbunatatire globald (CGI-l) pentru evaluare psihiatrici si tulburari neurologice. In unele realizari,
compozitiile inventiei afiseaza un efect pozitiv asupra deprecierii sociale globale si ocupationale a
subiectului cu boala Parkinson.

In anumite realiz&ri, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea
tulburarilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implica
reducerea sau prevenirea pierderii de celule dopaminergice in substantia nigra. in anumite realizari,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea tulburarilor neurologice cum ar fi
boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implica reducerea sau prevenirea degenerarii
neuronilor dopaminergici in substantia nigra pars compacta. In anumite realizari, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea tulburarilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un
subiect Tn care respectiva utilizare implica reducerea sau prevenirea degenerarii neuronilor
dopaminergici in substantia nigra pars compacta si pierderea ulterioara a fibrei lor nervoase de
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proiectare in striatum. In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau
prevenirea tulburarilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare
implica reducerea sau prevenirea pierderii de neuroni dopaminergici nigrostriatali.

in anumite realizari, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea
tulburarilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva utilizare implica
cresterea nivelurilor de dopamina. In anumite realizari, compoxzitiile inventiei sunt pentru utilizare in
tratarea sau prevenirea tulburarilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in care respectiva
utilizare implica cresterea nivelurilor de DOPAC. in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea sau prevenirea tulburarilor neurologice cum ar fi boala Parkinson la un subiect in
care respectiva utilizare implicd cresterea nivelurilor de dopamind si DOPAC. Tn anumite realizari,
nivelurile de dopamina si/sau DOPAC sunt crescute in striatum.

Boala Alzheimer si dementa

In DSM-5, termenul dementa a fost inlocuit cu termenii de tulburare neurocognitivd majora si
tulburare neurocognitiva usoara. Tulburarea neurocognitiva este o clasa eterogena de boli psihiatrice.
Cea mai uzuala tulburare neurocognitiva este boala Alzheimer, urmata de dementa vasculara sau forme
amestecate din cele doua. Alte forme de tulburari neurodegenerative (de exemplu boala cu corpi Lewy,
dementa frontotemporala, dementa Parkinson, boala Creutzfeldt-dJakob, boala Huntington, si sindrom
Wernicke-Korsakoff) sunt insotite de dementa.

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

Criteriile simptomatice pentru dementa sub DSM-5 sunt dovada scaderii cognitive semnificative
de la un nivel anterior de performanta in unul sau mai multe domenii cognitive selectate dintre: invatare
si memorie; limbaj; functie executiva; atentie complexa; cognitie perceptuala-motoare si sociala.
Deficitul cognitiv trebuie sa interfere cu independenta activitétii zilnice. In plus, deficitul cognitiv nu apare
exclusiv in contextul unui delir si nu este mai bine explicat de o alta tulburare mentala (de exemplu MDD
sau schizofrenie).

in plus fatd de simptomul primar, subiectii cu tulburari neurodegenerative afiseazd simptoame
comportamentale si psihiatrice incluzand agitare, agresiune, depresie, anxietate, apatie, psihoza si
perturbari ale ciclului somn-veghe.

Tulburarile neurodegenerative se pot dezvolta sau persista din cauza disfunctiei axei microbiota-
intestin-creier. Prin urmare, in realizarile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea
sau prevenirea tulburdrilor neurodegenerative la un subiect. In realizarile preferate, tulburarea
neurodegenerativa este boala Alzheimer. Tn alte realizari, tulburarea neurodegenerativa este selectata
dintre dementele vasculare; forme amestecate de boala Alzheimer si dementa vasculara; boala cu corpi
Lewy; dementa frontotemporald; dementa Parkinson; boald Creutzfeldt-Jakob; boald Huntington; i
sindrom Wernicke-Korsakoff.

In realizari preferate, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza unul sau mai multe
simptoame ale tulburarilor neurodegenerative la un subiect. In anumite realizari, compozitiile inventiei
previn, reduc sau atenueaza aparitia scaderii cognitive la un subiect. In anumite realiz&ri, compozitiile
inventiei imbunatatesc nivelul de performanta al unui subiect cu tulburari neurodegenerative in unul sau
mai multe domenii cognitive selectate dintre: invatare si memorie; limbaj; functie executiva; atentie
complexa; cognitie perceptuala-motoare si sociala. in unele realizari, compozitiile inventiei previn, reduc
sau atenueaza aparitia unuia sau mai multor simptoame comportamentale si psihiatrice asociate cu
tulburarile neurodegenerative selectate dintre agitare, agresiune, depresie, anxietate, apatie, psihoza si
perturbari ale ciclului somn-veghe.

In anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazé boala simptomatica prin
interventia in mecanismele patogene suspectate la o etapa preclinica. in anumite realizari, compozitiile
inventiei imbunatitesc modificarea bolii, cu incetinirea sau oprirea progresului simptomului. in unele
realizari, incetinirea sau oprirea progresului simptomului se coreleaza cu dovada in intarzierea sublinierii
procesului neuropatologic. In realizarile preferate, compozitiile inventiei imbunatitesc simptoamele
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tulburarilor neurodegenerative cuprinzand sporiri cognitive si imbunatatiri functionale. in realizarile
preferate, compozitiile inventiei imbunatatesc simptoamele comportamentale si psihiatrice de dementa
(BPSD). In realizarile preferate, compozitiile inventiei imbunat&tesc abilitatea unui subiect cu tulburare
neurodegenerativa de a intreprinde activitatile zilnice.

In realizéarile preferate, compozitiile inventiei imbunat&tesc atat cognitia cat si functionarea la un
subiect cu boal&d Alzheimer. Tn unele realizari, compozitia inventiei imbunéat&teste obiectivul cognitiv la
un subiect cu boald Alzheimer. in unele realizari, compozitile inventiei imbunatatesc obiectivul
functional la un subiect cu boala Alzheimer. In realizarile preferate, compozitiile inventiei imbunatatesc
obiectivul cognitiv si functional la un subiect cu boald Alzheimer. In inca alte realizari preferate,
compozitiile inventiei imbunatatesc obiectivul clinic global (obiectivul global) la un subiect cu boala
Alzheimer.

In  unele realizdri, compozitile inventiei imbunititesc simptoamele tulburarilor
neurodegenerative in conformitate cu un test simptomatic sau de diagnoza. In anumite realizari, testele
pentru evaluarea imbunatatirii simptomatice a bolii Alzheimer (i a altor tulburari neurodegenerative)
sunt selectate dintre obiectiv cognitiv, activitati de trai zilnice, modificari de evaluare globala, teste de
sanatate asociate cu calitatea vietii si teste de evaluare a simptoamelor comportamentale si psihiatrice
ale tulburarilor neurodegenerative.

In anumite realizéri, testele de obiectiv cognitiv pentru evaluarea imbunatatirilor simptomatice
utilizeaza subscara cognitiva a scarii de evaluare a bolii Alzheimer (ADAS-cog) si scara ADAS clasica.
In anumite realizari, imbunatatirea simptomatica a cognitiei este evaluata utilizdnd bateria de test
neurofiziologic pentru utilizare in boala Alzheimer (NTB).

n unele realizari, evaluarea global a testului de modificare utilizeaza scara de impresie clinica
globald - imbunatatire globald (CGI-I) pentru evaluare psihiatrica si tulburari neurologice. in unele
realizari, scara globala este impresia pe baza de interviu a medicului referitoare la plus modificari
(CIBIC-plus). In unele realizari, scara globala este impresia globald a medicului din unitatea de studiu a
asociatiei bolii referitoare la modificari (ADCS-CGIC).

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

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

In unele realizari, compozitiile inventiei sunt in special eficiente in prevenirea, reducerea sau
atenuarea tulburarilor neurodegenerative cand s-au utilizat in combinatie cu o alta terapie pentru
tratarea tulburarilor neurodegenerative. In anumite realizari, astfel de terapii includ inhibitori de
acetilcolinesteraza incluzand donepezil (Aricept®), galantamina (Razadyne®) si rivastigmine (Exelon
®), si memantina.

Scleroza multipla

Scleroza multipla (MS) este o boala de demielinare in care teaca de mielina care inconjoara
neuronii din creier si maduva spinarii este deteriorata. Cauzele exacte de baza ale MS nu sunt
cunoscute, dar se crede ca variaza intre indivizi. Anumite forme de MS sunt ereditare. Factorii de mediu
se crede de asemenea ca contribuie la MS. La unii indivizi, 0 combinatie atat genetica cét si de factori
de mediu poate declansa debutul de MS.

Exista a larga varietate a simptoamelor asociate cu MS. Subiecitii pot prezenta aproape orice
simptom neurologic asociat cu deprecierea controlului autonom, vizual, motor sau senzorial.
Simptoamele exacte vor varia depinzand de locul deteriorarii/demielinarii neuronale.

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

In unele realizari, compozitile inventiei previn, reduc sau atenueazd unul sau mai multe
simptoame ale MS la un subiect. In unele realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza
oboseala la un subiect. in anumite realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza tremurul
de repaus, slabiciunea muschilor, spasmul muscular, rigiditatea muschilor, paraestezia si/sau ataxia la
un subiect. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza unul sau mai multe
simptoame asociate cu progresul MS selectate din lista consténd din tulburari autonome: constipatie,
tulburari de mictiune, functionare sexuala, disfagie, disartrie, sincopa, vartej si/sau ameteald; tulburari
de somn; si tulburdri in sens de miros sau in sens de temperaturad. In unele realiz&ri, compozitiile
inventiei previn, reduc sau atenueaza unul sau mai multe simptoame oculare asociate cu MS. in unele
realizari, simptomul ocular este selectat din lista constand din pierderea vederii, durere oculara, orbire
la culoare, vedere dubla si/sau miscari involuntare ale ochiului la un subiect.

In unele realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueaza ameteala, vartejul, durerea
neuropata, durerea musculoskeletala, disfunctia cognitiva, incontinenta intestinala, disfagia, disartria,
sau orice combinatie a acestora.

in unele realizari, compozitiile inventiei previn, reduc sau atenueazé simptoamele depresive sau
de anxietate comorbide cu MS.

In unele realizari, imbunétatirea simptoamelor este determinaté utilizand criteriile McDonald
2017 pentru diagnosticarea MS.

In anumite realizari, tratamentul cu compozitiile inventiei conduc la o reducere in incidenta MS
sau severitatea MS. In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea
incidentei de recidiva sau a severitatii de recidiva. In anumite realiz&ri, tratamentul cu compozitiile
inventiei previne o scadere in functionarea motoare sau conduce la imbunatatirea functionarii motoare
asociate cu MS. In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in prevenirea scaderii in
functionarea motoare sau pentru utilizare in imbunatatirea function&rii motoare in tratamentul MS. in
anumite realizari, tratamentul cu compozitiile inventiei previne dezvoltarea paraliziei in MS. in anumite
realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in prevenirea paraliziei in tratamentul MS.

In anumite realizari compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in 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 timpuriu sau cu sleroza multipla cu ,recidivare-remitere®. Compozitiile inventiei pot fi
utile pentru prevenirea dezvoltarii de MS. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru prevenirea progresului
de MS. Tn anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare la un pacient identificat ca avand
o predispozitie genetica la MS, cum ar fi complexul fenotip de clasa Il al complexului de
histocompatibilitate major (MHC), antigenul de leucocita uman (HLA)-DR2 sau HLA-DRA4.

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

In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea MS cu recidivi-remisie.
in realizari alternative, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea MS progresive, cum ar fi MS
progresiva secundara (SPMS), care se dezvoltda in timpul urmaririi diagnosticului de RRMS, MS
progresiva primara (PPMS) care prezinta deteriorare neurologica continua graduala si MS cu recidiva
progresiva (PRMS), care este similara cu PPMS dar care se suprapune cu recidiva.

In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unuia sau mai multor
simptoame de MS selectate din grupul constédnd din: oboseala, probleme de vedere, amorteal3,
furnicaturi, spasm muscular, rigiditate musculara, slabiciune a muschilor, probleme de mobilitate,
durere, probleme de gandire, invatare si planificare, depresie si anxietate, probleme sexuale, probleme
de vezica, probleme intestinale, dificultati de vorbire si inghitire.
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Factori neurochimici, neuropeptide si neurotransmitatori si axa microbiota-intestin-creier

Cum s-a evidentiat mai sus, axa microbiota-intestin-creier este modulata de catre un numar de
diferite sisteme fiziologice. Axa microbiota-intestin-creier este modulata de catre un numar de molecule
de semnalizare. Alterarile n nivelurile acestor molecule de semnalizare conduc la boli
neurodegenerative. Experimentele efectuate de inventatori au indicat ca administrarea de specii
de Megasphaera, si in particular de Megasphaera massiliensis, poate modula nivelurile de indol si
kinurenine. Dereglarea acestor metabolifi poate conduce la boli neurodegenerative, cum ar fi boala
Parkinson.

In anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile de monoamine ale creierului si
de metaboliti ai acestora. In realizérile preferate metabolitul este kinurenina. In anumite realizari,
compozitiile inventiei moduleaza kinurenina, care este calea principalda de metabolism a triptofanului,
care serveste ca o cale pentru productia de dinucleotida adenina nicotinamida (NAD+). Kinurenina
poate fi metabolizata la compusi neuroactivi cum ar fi acidul kinurenic (KYNA) si 3-hidroxi-1-kinurenina
(3-OH-1-KYN), si in etape suplimentare la acid chinolinic (QUIN). Dereglarea caii de kinurenina poate
conduce la activarea sistemului imunitar gi la acumularea de potentiali compusi neurotoxici. Alterarile in
metabolismul kinureninelor pot fi implicate in dezvoltarea bolii Parkinson. S-a demonstrat ca nivelurile
de kinurenina au scazut in cortexul frontal, putamen si substantia nigra pars compacta ale pacientilor
cu PD [32]. Prin urmare, in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea
nivelurilor de kinurenina in tratamentul bolii Parkinson.

In anumite realizari ale inventiei compozitiile inventiei pot crestere nivelurile de kinurenina. S-a
aratat ca nivelurile crescute de kinurenina au atenuat moartea celulei neuronale indusa de MPP+- in
vitro la o linie celulara de neuroblastom dopaminergic uman [33]. Tn anumite realizari kinurenina si acidul
kinurenic, pot activa receptorul de hidrocarbura aril Gl activat (Ahr) si receptorii GPR35. Activarea
receptorului Ahr induce productia de IL-22, care poate inhiba inflamatia locala. Activarea de GPR35
induce productia de trifosfat de inozitol si mobilizarea de Ca2+.

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

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulata de catre nivelurile de factori
neurochimici, neuropeptide si neurotransmitatori. Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile
inventiei moduleaza nivelurile de factori neurochimici, neuropeptide si neurotransmitatori.
Corespunzator, in anumite realizari preferate, compozitiile inventiei altereaza direct biochimia CNS.

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulata de catre nivelurile de acid y-
aminobutiric (GABA). Corespunzator, in realizarile preferate, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile
de GABA. GABA este un neurotransmit&tor inhibitor care reduce excitabilitatea neuronala. Tn anumite
realizari, compozitiile inventiei cresc nivelurile de GABA. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei scad
nivelurile de GABA. In anumite realizari, compozitiile inventiei altereaza neurotransmiterea GABAergica.
in anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza nivelul de transcriptie GABA in diferite regiuni ale
sistemului nervos central. In anumite realizari, GABA derivat din comensale traverseaza bariera
hematoencefalicd si afecteazad direct neurotransmiterea. In anumite realizdri, compozitile inventiei
conduc la o reducere a GABA in hipocampus, amigdale si/sau locus coeruleus. In anumite realizari,
compozitiile inventiei conduc la o crestere a GABA in regiunile corticale.

Raspuns imun

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulata de catre alterari in raspunsul imun si
factorii si markerii inflamatori. Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei pot modula
raspunsul imun. In anumite realizdri, compozitile inventiei moduleaza nivelurile sistemice ale
moleculelor de semnalizare neuroimune in circulatie. in anumite realizari preferate, compozitiile inventiei
moduleaza productia de citokine pro-inflamatorii si inflamatia. in anumite realizari, compozitiile inventiei
moduleaz starea inflamatorie. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei scad productia si secretia de
IL-6. In anumite realizari, compozitiile inventiei scad activarea promotorului NFkB. Tn anumite realizéri,
compozitiile inventiei sunt capabile sa moduleze activarea productiei de IL-6 prin lipopolizaharida
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endotoxind pro-inflamatoare potent& (LPS). In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt capabile s&
moduleze activarea prootorului NFKB prin LPS si proteine mutante a-sinucleine cum ar fi A53T.
Cresterea nivelurilor de circulatie ale citokinelor sunt stréans asociate cu diferite tulburari
neurodegenerative, incluzand Parkinson, dementa si Alzheimer. In anumite realizéri, compozitiile
inventiei sunt pentru utilizare in reducerea nivelurilor de IL-6 niveluri si/sau a nivelurilor de NFkB in
tratamentul unei tulburari neurodegenerative.

in unele realizari, compozitiile inventiei cresc secretia de IL-8. IL-8 s-a aré&tat c& induce formarea
sau refacerea tecii de mielind sau conserva eficient comunicatia neuronala. Astfel, in unele realizari,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in inducerea formarii tecii de mielina in tratamentul bolilor
neurodegenerative. In unele realizdri, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in refacerea
comunicatiei neuronale. in unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in conservarea
comunicatiei neuronale.

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulata de catre nivelurile de metaboliti
comensali. Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile sistemice de
metaboliti microbiota. In anumite realizari preferate, compozitiile inventiei moduleaza nivelul de acizi
grasi cu catend scurtd (SCFA). Tn anumite realizari nivelul de SCFA este crescut sau scazut. in unele
realizari, SCFA este acid butiric (BA) (sau butirat). In unele realiz&ri, SCFA este acid propionic (PPA).
In unele realizari, SCFA este acid acetic. In anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza abilitatea
SCFA de a traversa bariera hematoencefalica.

Acetilarea si deacetilarea histona sunt regulatori epigenetici importanti ai expresiei genetice. Un
dezechilibru in acetilarea si deacetilarea histona poate conduce la apoptoza. Dereglarea unor astfel de
histone acetiltransferaza a fost implicata in patogeneza asociata cu bolile neurodegenerative asociate
cu varsta, cum ar fi boala Parkinson, boala Huntington, boala Alzheimer, scleroza laterala amiotrofica si
scaderea cognitiva [34]. Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei pot modula
acitivitatea de deacetilaza histona. In anumite realizari, compozitiile inventiei pot reduce activitatea de
deacetilazd histona. In anumite realizari, compozitiile inventiei pot reduce activitatea de acetilaza
histona.

Pacientii cu boli neurodegenerative, incluzadnd boala Parkinson, boala Huntington, boala
Alzheimer si scleroza laterala amiotrofica, prezinta niveluri ridicate de peroxidare a lipidei. Lipida este
vulnerabila la oxidarea prin specii reactive de oxigen, si creierul este bogat in acizi grasi polinesaturati.
Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei pot modula peroxidarea lipidei. In anumite
realizari, compozitiile inventiei pot reduce peroxidarea lipidei. Reducerea deteriorarii oxidative cauzata
de speciile reactive de oxigen poate fi utilizata pentru a tinti devreme stadiile bolilor neurodegenerative.
Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea stadiului
timpuriu de neurodegenerare. De asemenea corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in prevenirea dezvoltarii unei tulburari neurodegenerative. In astfel de realizari,
compozitiile inventiei pot fi utilizate la un pacient care a fost identificat cu risc de a dezvolta o tulburare
neurodegenerativa.

Semnalizarea axei microbiota-intesin-creier este modulata de nivelurile de permeabilitate
gastrointestinala. Corespunzator, in unele realizari, compozitiile inventiei altereaza integritatea
epiteliului tractului gastrointestinal. In anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza permeabilitate
tractului gastrointestinal. In anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza functionarea barierei si
integritatea tractului gastrointestinal. In anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza motilitatea
tractului gastrointestinal. Tn anumite realizdri, compozitile inventiei moduleazd translocarea de
metaboliti comensali $i a moleculelor de semnalizare inflamatorii in fluxul sanguin din lumenul tractului
gastrointestinal.

Semnalizarea axei microbiota-intestin-creier este modulatad de compozitia microbioma din tractul
gastrointestinal. Corespunzator, in anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza compozitia
microbioma a tractului gastrointestinal. In anumite realizari, compozitiile inventiei previn disbioza
microbioma si cresterea asociata in metabolitii toxici (de exemplu LPS). n anumite realizari, compozitiile
inventiei moduleazd nivelurile de Clostridium din tractul gastrointestinal. in realizarile preferate,
compozitiile inventiei reduc nivelul de Clostridium din tractul gastrointestinal. Tn anumite realizari,
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compozitiile inventiei reduc nivelurile de jejuni campilobacteri. in anumite realizari, compozitiile inventiei
moduleaza proliferarea bacteriilor anaerobe nocive si productia de neurotoxine produsa de aceste
bacterii. In anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile microbiome de lactobacili si/sau
bifidobacterii. in anumite realizari, compozitiile inventiei moduleaza nivelurile microbiome de Sutterella,
Prevotella, Ruminococcus genera si/sau din familia Alcaligenaceae. In anumite realizari, compozitiile
inventiei cresc nivelul de Lactobacillus plantarum si/sau Saccharomyces boulardii.

Leziunea creierului

Exemplele demonstreaza ca, compozitile inventiei sunt neuroprotectoare si au activitate
inhibitoare HDAC. HDAC?2 este o tinta cruciala pentru recuperarea functionala dintr-un accident vascular
cerebral [35] si inhibarea HDAC poate preveni leziunea materiei albe [36], deci compozitiile inventiei
pot fi utile in tratamentul leziunii creierului.

In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului. Tn
unele realizari, leziunea creierului este o leziune traumaticd a creierului. In unele realizari, leziunea
creierului este o leziune dobandita a creierului. In unele realizéri, compozitile inventiei sunt pentru
utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd din trauma. Tn unele realizari, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd dintr-o tumoare. in unele realizari,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd dintr-un accident
vascular cerebral. In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierlui
care rezultd dintr-o hemoragie a creierului. In unele realizéri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare
in tratarea leziunii creierului care rezultd din encefalitd. Tn unele realizari, compozitiile inventiei sunt
pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezultd din hipoxia cerebrald. In unele realizari,
compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului care rezulta din anoxia cerebrala.

In realizarile preferate, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului vascular
cerebral. Efectele prezentate in exemple sunt in special relevante pentru tratamentul accidentului
vascular cerebral. Accidentul vascular cerebral are loc cand curgerea sangelui in cel putin o parte a
creierului este intrerupta. Fara o alimentare adecvata cu sange pentru a furniza oxigen si nutrienti
tesutului cerebral si pentru a indeparta deseurile produse din tesutul cerebral, celulele creierului ihcep
sa moara rapid. Simptoamele accidentului vascular cerebral sunt dependente de regiunea creierului
care este afectatd de curgerea inadecvatd a sangelui. Simptoamele includ paralizie, amorteala sau
slabiciune a muschilor, pierderea echilibrului, ameteala, dureri de cap severe bruste, deprecierea
vorbirii, pierdere de memorie, pierderea abilitatii de miscare, confuzie brusca, deprecierea vederii, coma
sau chiar deces. Un accident vascular cerebral este de asemenea referit ca atac cerebral sau accident
cardiovascular (CVA). Simptoamele accidentului vascular cerebral pot fi scurte daca curgerea adecvata
a sangelui este restabilita intr-o perioada scurta de timp. Totusi, daca curgerea inadecvata a sangelui
continua pe o perioada de timp semnificativa, simptoamele pot fi permanente.

In unele realizari, accidentul vascular cerebral este ischemia cerebrald. Ischemia cerebrald
apare cand exista o curgere insuficienta de sénge la tesuturile creierului pentru a indeplini cererea
metabolica. Tn unele realizari, ischemia cerebrald este ischemie cerebrala focald, adica limitata la o
regiune specifica a creierului. In unele realiz&ri ischemia cerebrald este ischemie cerebralé global,
adica care cuprinde o zona larga a tesutului cerebral. Ischemia cerebrala focala are loc Th mod obignuit
cand un vas cerebral devine blocat, partial sau complet, reducand fluxul de sange la o regiune specifica
a creierului. In unele realizari ischemia cerebrala focald este accidentul vascular cerebral ischemic. in
unele realizari, accidentul vascular cerebral ischemic este trombotic, adica cauzat de o tromba sau
cheag de sénge, care se dezvolta intr-un vas cerebral si restrictioneazad sau blocheaza curgerea
sangelui. In unele realizari accidentul vascular cerebral ischemic este un accident vascular cerebral
trombotic. In unele realizari, accidentul vascular cerebral ischemic este embolic, adicd cauzat de o
embolie, sau 0 masa neatasata care trece prin fluxul sanguin si restrictioneaza sau blocheaza curgerea
sangelui la un loc distant fata de punctul siu de origine. In unele realizari accidentul vascular cerebral
ischemic este un accident vascular cerebral embolic. Ischemia cerebrala globala are loc in mod obignuit
cand curgerea sangelui la creier ca intreg este blocata sau redusa. in unele realizari ischemia cerebral
globald este cauzatd de hipoperfuzie, adicd din cauza socului. In unele realizari ischemia cerebralé
globala este un rezultat al unui stop cardiac.
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In unele realiz&ri subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o ischemie cerebrala. In
unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o ischemie cerebrala focala. in
unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un accident vascular cerebral
ischemic. in unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un accident vascular
cerebral trombotic. In unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un accident
vascular cerebral embolic. n unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit
ischemie cerebrald globala. in unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit
hioperfuzie. in unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un stop cardiac.

In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea ischemiei cerebrale. In
unele realiz&ri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea ischemiei cerebrale focale. In unele
realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral ischemic.
n unele realizari, compozitille inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului vascular cerebral
trombotic. In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului vascular
cerebral embolic. in unele realizari, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea ischemiei
cerebrale globale. in unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea hipoperfuziei.

In unele realizari, accidentul vascular cerebral este un accident vascular cerebral hemoragic.
Accidentul vascular cerebral hemoragic este cauzat de sédngerarea in sau in jurul creierului conducand
la umflarea, presiunea si deteriorarea celulelor si tesuturilor creierului. Accidentul vascular cerebral
hemoragic este in mod obignuit un rezultat al unui vas de sange slabit care se rupe si sdngereaza in
inconjurul creierului. In unele realizéri, accidentul vascular cerebral hemoragic este o hemoragie
intracerebrala, adica cauzatd de sangerarea in tesutul cerebral insusi. In unele realizari hemoragia
intracerebrald este cauzatd de o hemoragie intraparenchimald. Tn unele realiz&ri hemoragia
intracerebrala este cauzatd de o hemoragie intraventriculara. In unele realizéri accidentul vascular
cerebral hemoragic este o hemoragie subarahnoida adica sangerarea care apare exterior {esutului
cerebral dar inca in cavitatea craniana. In unele realizari, accidentul vascular cerebral hemoragic este
un rezultat al angiopatiei amiloide cerebrale. In unele realizari, accidentul vascular cerebral hemoragic
este un rezultat al unui anevrism al creierului. in unele realizari, accidentul vascular cerebral hemoragic
este un rezultat al malformarii anteriovenoase cerebrale (AVM).

In unele realizari subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un accident vascular
cerebral hemoragic. In unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o hemoragie
intracerebrala. Tn unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o hemoragie
intraparenchimala. In unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o hemoragie
intraventriculara. Tn unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o hemoragie
subarahnoida. Tn unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit o angiopatie
amiloida cerebrald. n unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un anevrism
al creierului. In unele realizari, subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit un AVM cerebral.

In unele realizéri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea accidentului vascular
cerebral hemoragic. In unele realizari, compozitile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unei
hemoragii intracerebrale. Tn unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea unei
hemoragii intraparenchimale. in unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea
unei hemoragii intraventriculare. In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea
unei hemoragii subarahnoide. in unele realizéri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea
unei angiopatii amiloide cerebrale. In unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
tratarea unui anevrism al creierului. In unele realizéri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in
tratarea unui AVM cerebral.

Restabilirea curgerii adecvate a sangelui la creier dupa o perioada de intrerupere, desi eficienta
in atenuarea simptoamelor asociate cu accidentul vascular cerebral, poate conduce paradoxal la
deteriorarea in continuare a tesutului cerebral. In timpul perioadei de intrerupere, tesutul afectat sufera
de o lipsa de oxigen si nutrienti, si restabilirea brusca a curgerii sdngelui poate conduce la inflamatie si
deteriorare oxidativa prin inducerea de stres oxidativ. Acest lucru este cunoscut ca leziune de reperfuzie,
si este bine documentat, nu numai dupa un accident vascular cerebral, ci de asemenea si dupa un atac
de cord sau alta deteriorare a tesutului cand aportul de sange se intoarce in tesut dupa o perioada de
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ischemie sau lipsa de oxigen. in unele realizari subiectul diagnosticat cu leziunea creierului a suferit de
leziune de reperfuzie ca rezultat al accidentului vascular cerebral. In unele realizari, compozitiile inventiei
sunt pentru utilizare in tratarea leziunii de reperfuzie ca rezultat al accidentului vascular cerebral.

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

Presiunea sanguina ridicata, colesterolul ridicat din sange, un istoric familial al accidentului
vascular cerebral, bolile de inima, diabetul, anevrismul creierului, malformatiile arteriovenoase, boala
celulei sickle, vasculita, tulburarile de séangerare, utilizarea unor medicamente anti-inflamatoare
nonsteroidiene (NSAID), fumatul, consumul mare de cantitati de alcool, utilizarea medicamentelor
ilegale, obezitatea, lipsa de activitate fizica si o dietd nesanatoasa sunt toate considerate a fi factori de
risc pentru accidentul vascular cerebral. In particular, scaderea presiunii sanguine a fost prezentats ca
o concluzie pentru a preveni atat accidentul vascular cerebral ischemic cat si pe cel hemoragic [37, 38].
in unele realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea leziunii creierului la un subiect
care are cel putin un factor de risc pentru accidentul vascular cerebral. in unele realizari subiectul are
doi factori de risc pentru accidentul vascular cerebral. In unele realizari subiectul are trei factori de risc
pentru accidentul vascular cerebral. In unele realizari subiectul are patru factori de risc pentru accidentul
vascular cerebral. In unele realiziri subiectul are mai mult de patru factori de risc pentru accidentul
vascular cerebral. In unele realizari subiectul are presiune sanguiné ridicata. In unele realizari subiectul
are colesterol ridicat in sange. in unele realizari subiectul are un istoric familial al accidentului vascular
cerebral. In unele realizari subiectul are o boald de inima. In unele realizari subiectul are diabet. In unele
realizari subiectul are un anevrism al creierului. Tn unele realizéri subiectul are malformatii
arteriovenoase. In unele realizari subiectul are vasculiti. Tn unele realizari subiectul are boala celulei
sickle. Tn unele realizari subiectul are o tulburare de sangerare. In unele realizari subiectul are un istoric
de utilizare a unor medicamente anti-inflamatoare nonsteroidiene (NSAID). in unele realizari subiectul
fumeaza. In unele realizéri subiectul consuma cantitdti mari de alcool. In unele realizari subiectul
utilizeeazad medicamente ilegale. In unele realizari subiectul este obez. In unele realizari subiectul este
supraponderal. In unele realizari subiectul are o lipsa de activitate fizica. in unele realizari subiectul are
o dietd nesanatoasa.

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

In anumite realizéri, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in reducerea deteriorarii cauzate
de o potentiala leziune a creierului, preferabil un accident vascular cerebral. Compozitiile pot reduce
deteriorarea cauzata cand ele sunt administrate inainte ca potentiala leziune a creierului sa aiba loc, in
particular cand se administreaza unui pacient identificat cu risc de leziune a creierului.

Exemplele au indicat ca compozitiile inventiei pot fi utile pentru tratarea leziunii creierului si ajuta
la recuperare cand se administreaza dupa ce are loc evenimentul leziunii. Prin urmare, compozitiile
inventiei pot fi in special utile pentru tratarea leziunii creierului cand se administreaza la subiecti dupa o
leziune a creierului, cum ar fi accidentul vascular cerebral.

In unele realizari, compozitiile inventiei trateaza leziunea creierului prin reducerea deteriorarii
motorii. In unele realizari, compozitile inventiei trateaza leziunea creierului prin imbunétatirea
function&rii motorii. In unele realizari, compozitiile inventiei trateazd leziunea creierului prin
imbunétéatirea rezistentei muschilor. Tn unele realizéri, compozitiile inventiei trateaza leziunea creierului
prin imbunatatirea memoriei. in unele realizari, compozitiile inventiei trateaza leziunea creierului prin
imbunatatirea recunoasterii sociale. in unele realizari, compozitiile inventiei trateaza leziunea creierului
prin imbunatatirea functionarii neurologice.
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Tratamentul leziunii creierului se poate referi la, de exemplu, o ameliorare a severitatii
simptoamelor. Tratamentul leziunii creierului se poate referi de asemenea la o reducere a deprecierii
neurologice dupa accidentul vascular cerebral. Compozitile inventiei pentru utilizare in tratarea
accidentului vascular cerebral pot fi furnizate catre subiect inaintea debutuluiul accidentului vascular
cerebral, de exemplu la un pacient identificat cu risc de accident vascular cerebral. Compozitiile inventiei
pentru utilizare Tn tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate dupa ce accidentul vascular
cerebral a avut loc, de exemplu, in timpul recuperarii. Compozitiile inventiei pentru utilizare in tratarea
accidentului vascular cerebral pot fi furnizate in timpul fazei acute de recuperare (adica pana la o
saptamana dupa accidentul vascular cerebral). Compozitile inventiei pentru utilizare in tratarea
accidentului vascular cerebral pot fi furnizate in timpul fazei subacute de recuperare (adica de la o
saptamana pana la trei luni dupa accidentul vascular cerebral). Compozitiile inventiei pentru utilizare in
tratarea accidentului vascular cerebral pot fi furnizate in timpul fazei cronice de recuperare (de la trei
luni dupa accidentul vascular cerebral).

in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in combinatie cu un agent activ
secundar. In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in combinatie cu aspirina sau
cu un activator plasminogen al tesutului (tPA). Alti agenti secundari includ alte antitrombocite (cum ar fi
clopidogrel), anticoagulanti (cum ar fi heparin, warfarin, apixaban, dabigatran, edoxaban sau
rivaroxaban), antihipertensive (cum ar fi diuretice, inhibitori ai ACE, blocanti ai canalelor de calciu, beta-
blocanii sau alfa-blocanti) sau statine. Compozitiile inventiei pot imbunatati raspunsul pacientului la
agentul activ secundar.

In anumite realizari, compozitiile inventiei reduc efectul ischemiei asupra tesuturilor. In anumite
realizari, compozitiile inventiei reduc cantitatea de tesut deteriorata cauzata de ischemie. In anumite
realizari, tesuturile deteriorate de ischemie sunt tesuturi cerebrale. In anumite realizari, compozitiile
inventiei reduc necroza sau numarul de celule necrotice. in anumite realizari, compozitiile inventiei reduc
apoptoza sau numarul de celule apoptotice. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei reduc numarul
celule necrotice si apoptotice. in anumite realizari, compozitiile inventiei previn moartea celulei prin
necroza si/sau apoptoza. In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei previn moartea celulei prin necroza
si/sau apoptoza cauzate de ischemie. In anumite realizdri, compozitile inventiei imbunétatesc
recuperarea tesutului deteriorat de ischemie. In anumite realizari, compozitiile inventiei imbunatatesc
viteza de indepartare a celulelor necrotice si/sau celulelor apoptotice. Tn anumite realizari, compozitiile
inventiei imbunatatesc eficacitatea indepartarii celulelor necrotice si/sau a celulelor apoptotice. Tn
anumite realizari, compozitjile inventiei imbunatatesc inlocuirea si/sau regenerarea celulelor in {esuturi.
In anumite realiz&ri, compozitile inventiei imbunatitesc inlocuirea si/sau regenerarea celulelor in
tesuturile deteriorate de ischemie. In anumite realizari, compozitiile inventiei imbunétatesc histologia
globala a tesutului (de exemplu dupa o biopsie).

Moduri de administrare

Preferabil, compozitiile inventiei trebuie sa fie administrate in tractul gastrointestinal pentru a
permite livrarea la, si/sau colonizarea partiala sau totala a intestinului cu tulpina bacteriana a inventjei.
In general, compozitiile inventiei sunt administrate oral, dar ele pot fi administrate rectal, intranazal, sau
pe cale bucala sau sublinguala.

In anumite realizari, compozitiile inventiei pot fi administrate ca spuma, ca pulverizator sau ca
gel.

In anumite realizéri, compozitile inventiei pot fi administrate ca supozitoare, cum ar fi un
supozitor rectal, de exemplu in forma unui ulei de teobroma (unt de cacao), grasime sintetica dura (de
exemplu suppocire, witepsol), glicero-gelatina, polietilen glicol, sau compozitie de sapun cu glicerina.

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

Compozitiile inventiei pot fi administrate o data, sau pot fi administrate secvential ca parte a unui
regim de tratament. In anumite realizari, compozitiile inventiei trebuie sa fie administrate zilnic.
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in anumite realizari ale inventiei, tratamentul conform inventiei este insotit de evaluarea
microbiotei intestinale a pacientului. Tratamentul poate fi repetat daca livrarea si/sau colonizarea partiala
sau totala cu tulpina inventiei nu este obfinuta astfel incat nu se observa eficacitatea, sau tratamentul
poate fi oprit daca livrarea si/sau colonizarea partialda sau totalda este cu succes si se observa
eficacitatea.

In anumite realizari, compozitia inventiei poate fi administrata unui animal insarcinat, de exemplu
un mamifer cum ar fi un om pentru a preveni dezvoltarea unei boli inflamatorii sau autoimune la copilul
acestuia in utero si/sau dupa ce este nascut.

Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost diagnosticat cu o boala
neurodegenerativa, sau care a fost identificat cu risc de o boala neurodegenerativa. Compozitiile pot fi
de asemenea administrate ca masura profilactica pentru a preveni dezvoltarea bolii neurodegenerative
la un pacient sanatos.

Compozitiile inventiei pot fi administrate unui pacient care a fost identificat ca avand o microbiota
intestinala anormala. De exemplu, pacientul poate avea o colonizare redusa sau absenta
de Megasphaera, si in particular de Megasphaera massiliensis.

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

in general, compozitiile inventiei sunt pentru tratamentul oamenilor, desi ele pot fi utilizate pentru
a trata animale incluzand mamifere monogastrice cum ar fi pasarile de curte, porcii, pisicile, cainii, caii
sau iepurii. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru amplificarea cresterii si performantei animalelor. Daca
sunt administrate la animale, poate fi utilizat gavajul oral.

Compozitii

Compozitia inventiei cuprinde bacterii. In realizarile preferate ale inventiei, compozitia este
formulata in forma criodesicata. De exemplu, compozitia inventiei poate cuprinde granule sau capsule
de gelatina, de exemplu capsule de gelatina tari, cuprinzand o tulpina bacteriana a inventiei.

Preferabil, compozitia inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea bacteriei este o procedura
bine-stabilita si ghidarea relevanta este disponibila in, de exemplu, referirile [39], [], [41]].

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

In unele realizéri, tulpina bacteriana din compozitia inventiei nu a fost inactivata, de exemplu, nu
a fost inactivatad la caldurd. In unele realizari, tulpina bacteriana din compozitia inventiei nu a fost
omorats, de exemplu, nu a fost omorata la caldura. In unele realizari, tulpina bacteriana din compozitia
inventiei nu a fost atenuata, de exemplu, nu a fost atenuata la caldura. De exemplu, in unele realizari,
tulpina bacteriana din compozitia inventiei nu a fost omoréata, inactivata si/sau atenuata. De exemplu, in
unele realizari, tulpina bacteriana din compozitia inventiei este vie. De exemplu, in unele realizari, tulpina
bacteriana din compozitia inventiei este viabila. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriana din
compozitia inventiei este capabilda sa colonizeze partial sau total intestinul. De exemplu, Tn unele
realizari, tulpina bacteriana din compozitia inventiei este viabila si capabila sa colonizeze partial sau
total intestinul.

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

In realizérile preferate, compozitia inventiei este incapsulatd pentru a permite livrarea tulpinii
bacteriene in intestin. Incapsularea protejeaza compozitia de degradare pana la livrarea la locatia tinta
prin, de exemplu, ruperea cu stimuli chimici sau fizici cum ar fi presiunea, activitatea enzimatica, sau
dezintegrarea fizica, care poate fi declansata de modificari in pH. Poate fi utilizatd orice metoda de
incapsulare adecvata. Exemple de tehnici de incapsulare includ captarea intr-o matrice poroasa,
atasarea sau adsorbtia pe suprafete solide purtatoare, auto-agregarea prin floculare sau cu agenti de
reticulare, gi continutul mecanic de dupa o membrana sau microcapsuld microporoasa. Ghidarea pe
incapsulare care poate fi utila pentru prepararea compozitiilor inventiei este disponibila in, de exemplu,
referirile [42] si [43].
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Compozitia poate fi administrata oral si poate fi in forma unei tablete, capsule sau pulberi.
Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Megasphaera sunt anaerobe. Alte ingrediente (cum ar
fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse ca debarasatori de oxigen si substraturi prebiotice pentru a
imbunatati livrarea si/sau colonizarea partiala sau totala si supravietuirea in vivo. Alternativ, compozitia
probiotica a inventiei poate fi administrata oral ca aliment sau produs nutritional, cum ar fi produse
lactate fermentate pe baza de lapte sau zer, sau ca produs farmaceutic.

Compozitia poate fi formulata ca probiotic.

O compozitie a inventiei include o cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpind bacteriana a
inventiei. O cantitate eficienta terapeutic dintr-o tulpina bacteriana este suficienta pentru a exercita un
efect benefic asupra unui pacient. O cantitate eficienta terapeutic dintr-o tulpina bacteriana poate fi
suficienta pentru a conduce la livrarea la si/sau colonizarea partiala sau totala a intestinului pacientului.

O doza zilnica adecvata de bacterie, de exemplu pentru un adult uman, poate fi de la aproximativ
1 x 103 pana la aproximativ 1 x 10*! unitati de formare a coloniilor (CFU); de exemplu, de la aproximativ
1 x 107 pana la aproximativ 1 x 10° CFU; intr-un alt exemplu, de la aproximativ 1 x 10° pana la
aproximativ 1 x 10%*° CFU.

In anumite realizari, compozitia contine tulpina bacteriana intr-o cantitate de la aproximativ 1 x
10°® pana la aproximativ 1 x 10 CFU/g, in raport cu greutatea compozitiei; de exemplu, de la
aproximativ 1 x 10® pana la aproximativ 1 x 10° CFU/g. Doza poate fi, de exemplu, de 1 g, 3g, 5g, Si
10g.

De obicei, un probiotic, cum ar fi compozitia inventiei, este optional combinat cu cel putin un
compus prebiotic adecvat. Un compus prebiotic este uzual un carbohidrat nedigerabil cum ar fi o oligo
sau 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 realiz&ri, compozitia probiotica a prezentei inventji include un compus prebiotic intr-o
cantitate de la aproximativ 1 pana la aproximativ 30% din masa, in raport cu greutatea totala a
compozitiei, (de exemplu de la 5 pana la 20% din masa). Carbohidratii pot fi selectati din grupul constand
din: fructo-oligozaharide (sau FOS), fructo-oligozaharide cu catenad scurta, inulina, isomalt-
oligozaharide, pectine, xilo-oligozaharide (sau XOS), chitosan-oligozaharide (sau COS), beta-glucani,
guma arabila modificatd si amidonuri rezistente, polidextroze, D-tagatoze, fibre de acacia, roscova,
ovaz, si fibre citrice. Intr-un aspect, prebioticele sunt fructo-oligozaharide cu catena scurtd (pentru
simplitate prezentate aici mai jos ca FOSs-c.c); respectivele FOSs-c.c. nu sunt carbohidrati digerabili,
obtinuti in general prin conversia sfeclei de zahar si incluzand o moleculd de zaharoza la care sunt
legate trei molecule de glucoza.

in anumite realizari, compozitiile inventiei sunt utilizate in combinatie cu un alt compus terapeutic
pentru tratarea sau prevenirea tulburarii neurodegenerative. in unele realizari, compozitiile inventiei sunt
administrate cu supliment nutritional care moduleaza neuroprotectia sau neuroproliferarea. in realizarile
preferate, suplimentul nutritional cuprinde sau constd din vitamine nutritionale. In anumite realizari,
vitaminele sunt vitamina B6, magneziu, dimetilglicind (vitamina B16) si vitamina C. In anumite realizari,
compozitiile inventiei sunt administrate in combinatie cu un alt probiotic.

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

Compozitiile inventiei pot cuprinde excipienti sau purtatori acceptabili farmaceutic. Exemple de
astfel de excipienti adecvati pot fi gasite in referinta [44]. Purtatorii sau diluantii acceptabili pentru
utilizare terapeutica sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi, de exemplu, in referinta
[45]. 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, excipientului sau diluantului farmaceutic, poate fi selectatd cu privire la calea de
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administrare intentionata si practica farmaceutica standard. Compozitiile farmaceutice pot cuprinde ca,
sau in plus fata de, purtator, excipient sau diluant orice lianti, lubrifianti, agenti de punere in suspensie,
agenti de acoperire, agenti de solubilizare adecvati. Exemple de lianti adecvati includ amidon, gelatina,
zaharuri naturale cum ar fi glucoza, lactoza anhidra, lactoza cu curgere libera, beta-lactoza, indulcitori
din porumb, gume naturale si sintetice, cum ar fi acacia, tragacant sau alginat de sodiu, carboximetil
celuloza si polietilen glicol. Exemple de lubrifianti adecvati includ oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat
de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu, clorura de sodiu gi altele asemenea. Conservantii,
stabilizatorii, colorantii gi chiar agentii de aromatizare pot fi furnizati in compozitia farmaceutica. Exemple
de conservanti includ benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri ai acidului p-hidroxibenzoic. Antioxidantji si
agentii de punere in suspensie pot fi de asemenea utilizati.

Compozitiile inventiei pot fi formulate ca produse alimentare. De exemplu, un produs alimentar
poate furniza beneficii nutrifionale in plus fata de efectul terapeutic al inventiei, cum ar fi intr-un supliment
nutritional. Tn mod similar, un produs alimentar poate fi formulat pentru a ameliora gustul compozitiei
inventiei sau pentru a face compozitia mai atractiva pentru consum, fiind mai asemanatoare cu un
produs alimentar comun, mai degraba decat cu o compozitie farmaceutica. In anumite realizari,
compozitia inventiei este formulata ca produs pe baza de lapte. Termenul ,produs pe baza de lapte”
inseamna orice produs pe baza de lapte sau zer, lichid sau semi-solid, care are un continut de grasime
variabil. 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 orice procesare, sau un produs
procesat, cum ar fi iaurtul, laptele prins, casul, laptele acru, laptele acru integral, laptele de unt gi alte
produse de lapte acru. Un alt grup important include bauturile din lapte, cum ar fi bauturi din zer, lapte
fermentat, lapte condensat, lapte pentru nou nascuti sau copii; lapte aromat, inghetata; lapte care
contine alimente cum ar fi dulciurile.

in unele realizari, compozitille inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene din
specia Megasphaera massiliensis si nu contin bacterii din nici o alta specie, sau care cuprind numai de
minimis sau cantitati irelevante biologic de bacterii dintr-o alta specie. Astfel, in unele realizari, inventia
furnizeaza o compozitie cuprinzdnd una sau mai  multe tulpini bacteriene din
specia Megasphaera massiliensis, care nu contine bacterii din nici o altd specie sau care cuprinde
numai de minimis sau cantitati irelevante biologic de bacterii dintr-o altd specie, pentru utilizare in
terapie.

in unele realizari, compozitille inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene ale
speciilor Megasphaera massiliensis si nu contin bacterii din nici o alta specie Megasphaera, sau care
cuprinde numai de minimis sau cantitati irelevante biologic de bacterii din alte specii Megasphaera.
Astfel, in unele realizari, invenfia furnizeaza o compozitie cuprinzdnd una sau mai multe tulpini
bacteriene ale speciilor Megasphaera massiliensis, care nu contine bacterii din nici o altd specie
Megasphaera sau care cuprinde numai de minimis sau cantitati irelevante biologic de bacterii dintr-o
alta specie Megasphaera, pentru utilizare in terapie.

In anumite realiz&ri, compozitiile inventiei contin o singuréa tulpina bacteriana sau specie si nu
contin nici o alta tulpina bacteriana sau specie. Astfel de compozitii pot cuprinde numai de minimis sau
cantitati irelevante biologic de alte tulpini bacteriene sau specii. Astfel de compozitii pot fi o cultura care
este substantial fara alte specii de organisme.

In unele realizari, inventia furnizeazé o compozitie cuprinzand o singura tulpinad bacteriana a
speciilor Megasphaera massiliensis, care nu contine bacterii din nici o alta tulpina sau care cuprinde
numai de minimis sau cantitati irelevante biologic de bacterii de la o alta tulpina pentru utilizare in
terapie.

In unele realizari, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpina bacteriand. De exemplu, in
unele realizari, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpina din aceeasi specie (de exemplu mai
multde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 sau 45 tulpini), si, optional, nu contin bacterii
de la nici o alt& specie. in unele realizari, compozitiile inventiei cuprind mai putin de 50 tulpini din aceeasi
specie (de exemplu mai putin de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 sau 3 tulpini), si,
optional, nu contin bacterii din nici o alta specie. In unele realiz&ri, compozitiile inventiei cuprind 1-40, 1-
30, 1-20, 1-19, 1-18, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10,
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2-5, 6-30, 6-15, 16-25, sau 31-50 tulpini de la aceeasi specie si, optional, nu contin bacterii de la nici o
alta specie. Inventia cuprinde orice combinatie a celor anterioare.

n unele realizari, compozitia cuprinde un consortiu microbian. De exemplu, in unele realizari,
compozitia cuprinde tulpina bacteriana Megasphaera massiliensis ca parte a unui consortiu microbian.
De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriana Megasphaera massiliensis este prezenta in
combinatie cu una sau mai multe (de exemplu cel putin 2, 3, 4, 5, 10, 15 sau 20) alte tulpini bacteriene
din alt gen, cu care ea poate trai simbiotic in vivo in intestin. De exemplu, in unele realizari, compozitia
cuprinde o tulpina bacteriana de Megasphaera massiliensis ih combinatie cu o tulpina bacteriana dintr-
un gen diferit. in unele realizéri, consortiul microbian cuprinde doua sau mai multe tulpini bacteriene
obtinute dintr-o mostra de excremente a unui singur organism, de exemplu un om. In unele realizari,
consortiul microbian nu este gasit impreuna in natura. De exemplu, in unele realizari, consortiul
microbian cuprinde tulpini bacteriene obtinute de la mostre de excremente de la cel putin doua
organisme diferite. Tn unele realizari, cele doud organisme diferite sunt de la aceeasi specie, de exemplu
de la doi oameni diferiti. In unele realizari, cele doua organisme diferite sunt un copil uman si un adult
uman. In unele realizéri, cele dou& organisme diferite sunt un om si un mamifer non-uman.

In unele realizdri, compozitia inventiei cuprinde suplimentar o tulpind bacteriand care are
aceleasi caracteristici de siguranta si eficacitate terapeutica ca tulpina MRx0029, dar care nu este
MRx0029, sau care nu este o Megasphaera massiliensis.

Tn unele realizéri in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpina bacteriana, specie
sau gen, tulpinile bacteriene individuale, speciile sau genurile pot fi pentru administrare separata,
simultana sau secventiala. De exemplu, compozitia poate cuprinde toate din cele mai mult de o tulpina
bacteriana, specie sau gen, sau tulpinile bacteriene, speciile sau genurile pot fi depozitate separat si pot
fi administrate separat, simultan sau secvential. In unele realizari, mai mult de o tulpina bacteriana,
specie sau gen sunt depozitate separat dar sunt amestecate impreuna Tnainte de utilizare.

In unele realizari, tulpina bacteriana pentru utilizare in inventie este obtinutd din excremente de
adult uman. Tn unele realizari in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpind bacteriana,
toate dintre tulpinile bacteriene sunt obtinute din excremente de adult uman sau daca alte tulpini
bacteriene sunt prezente, ele sunt prezente numai in cantitati de minimis. Bacteria poate a fost cultivata
ulterior de a fi obtinuta din excremente de adult uman si de a fi utilizata intr-o compozitie a inventiei.

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

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

In anumite realizéari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, in care respectiva
tulpina bacteriana este liofilizata. In anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticd de
mai sus, in care respectiva tulpind bacteriana este pulverizatd uscat. In anumite realizari, inventia
furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, Tn care tulpina bacteriana este liofilizata sau pulverizata
uscat si in care este vie. in anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus,
in care tulpina bacteriana este liofilizata sau pulverizata uscat si in care este viabila. Tn anumite realizari,
inventia furnizeaza compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriana este liofilizata sau
pulverizata uscat si in care este capabild s& colonizeze partial sau total intestinul. in anumite realizari,
inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, in care tulpina bacteriana este liofilizata sau
pulverizata uscat si in care este viabila si capabila sa colonizeze partial sau total intestinul.

in unele cazuri, tulpina bacteriana liofilizata este reconstituiti inainte de administrare. In unele
cazuri, reconstituirea este prin utilizarea unui diluant descris aici.

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

in anumite realizari, inventia furnizeazid o compozitie farmaceuticd cuprinzand: o tulpina
bacteriana a inventiei; si un excipient, purtator sau diluant acceptabil farmaceutic; in care tulpina
bacteriana este intr-o cantitate suficientd pentru a trata o tulburare neurodegenerativa cand este
administrata unui subiect care are nevoie de aceasta.
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In anumite realizari, inventia furnizeazd o compozitie farmaceuticd cuprinzand: o tulpina
bacteriana a inventiei; si un excipient, purtator sau diluant acceptabil farmaceutic; in care tulpina
bacteriana este intr-o cantitate suficienta pentru a trata sau preveni o tulburare neurodegenerativa.

in anumite realizéri, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticad de mai sus, in care cantitatea
de tulpina bacteriana este de la aproximativ 1 x 10® pana la aproximativ 1 x 10** unitati de formare a
coloniilor pe gram fata de greutatea compozitiei.

in anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticd de mai sus, in care compozitia
este administrata la o doza de 19,3 g, 5gsau10g.

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

In anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticad de mai sus, cuprinzadnd un
purtator selectat din grupul constand din lactoza, amidon, glucoza, metil celuloza, stearat de magneziu,
manitol si sorbitol.

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

In anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzédnd un
excipient selectat din grupul constand din amidon, gelatina, glucoza, lactoza anhidra, lactoza curgatoare
liber, beta-lactoza, indulcitor din porumb, acacia, tragacant, alginat de sodiu, carboximetil celuloza,
polietilen glicol, oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu
si clorura de sodiu.

In anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzand in plus
cel putin un conservant, un antioxidant si un stabilizator.

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

in anumite realizari, inventia furnizeaz& compozitia farmaceuticd de mai sus, in care respectiva
tulpina bacteriana este liofilizata.

In anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, in care cand
compozitia este depozitata intr-un recipient etansat la aproximativ 4°C sau la aproximativ 25°C si
recipientul este plasat intr-o atmosfera avand 50% umiditate relativa, cel putin 80% din tulpina
bacteriana dupa cum s-a masurat in unitati de formare a coloniilor, 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.

In unele realizari, compozitia inventiei este furnizatd intr-un recipient etansat cuprinzand o
compozitie cum s-a descris aici. In unele realizéri, recipientul etansat este un pliculet sau o sticla. In
unele realizari, compozitia inventiei este furnizata intr-o seringa cuprinzand o compozitie cum s-a descris
aici.

Compozitia din prezenta inventie poate fi, in unele realizari, furnizata ca formulare farmaceutica.
De exemplu, compozitia poate fi furnizati ca tabletd sau capsuld. In unele realizari, capsula este o
capsula cu gelatina (,gel-cap”).

In unele realiz&ri, compozitiile inventiei sunt administrate oral. Administrarea oral& poate implica
inghitirea, astfel incat compusul intra in tractul gastrointestinal, si/sau administrarea bucala, linguala,
sau sublinguala prin care compusul intra in fluxul sanguin direct din gura.

Formularile farmaceutice adecvate pentru administrare orala includ dopuri solide, microparticule
solide, semi-solide si lichide (incluzand faze multiple sau sisteme dispersate) cum ar fi tabletele; capsule
moi sau tari continand multi sau nanoparticule, lichide (de exemplu solutii apoase), emulsii sau pulberi;
pastile (incluzandu-le pe cele umplute cu lichid); gume; geluri; forme de dozare cu dispersare rapida;
filme; ovule; pulverizatoare; si plasturi bucali/mucoadezivi.
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in unele realizari formularea farmaceutica este o formulare enterica, adica o formulare gastro-
rezistenta (de exemplu, rezistenta la pH-ul gastric) care este adecvata pentru livrarea compozifiei
inventiei in intestin prin administrare orala. Formularile enterice pot fi in special utile cand bacteria sau
o alta componenta a compozitiei este sensibila la acid, de exemplu predispusa la degradarea in conditii
gastrice.

n unele realizari, formularea enterica cuprinde o acoperire enterica. n unele realizari, formularea
este o forma de dozare acoperita enteric. De exemplu, formularea poate fi o tableta acoperita enteric
sau o capsula acoperita enteric, sau altele asemenea. Acoperirea enterica poate fi o acoperire enterica
conventionala, de exemplu, o0 acoperire conventionala pentru o tableta, capsula, sau altele asemenea
pentru livrare orala. Formularea poate cuprinde un film de acoperire, de exemplu, un strat subtire de
film al unui polimer enteric, de exemplu un polimer insolubil in acid.

In unele realizari, formularea enterica este intrinsec enterica, de exemplu, gastro-rezistenta fara
a necesita o acoperire enterica. Astfel, in unele realizari, formularea este o formulare enterica care nu
cuprinde o acoperire enterica. in unele realizari, formularea este o capsula facutd dintr-un material
termogel. in unele realizari, materialul termogel este un material celulozic, cum ar fi metilceluloza,
hidroximetilcelulozd sau hidroxipropilmetilcelulozd (HPMC). in unele realizari, capsula cuprinde o
carcasa care nu contine nici un polimer de formare a filmului. In unele realizari, capsula cuprinde o
carcasa si carcasa cuprinde hidroxipropilmetilceluloza si nu cuprinde nici un polimer de formare a
filmului (de exemplu vezi [46]). In unele realizari, formularea este o capsula enterica intrinseca (de
exemplu, Vcaps® de la Capsugel).

In unele realizéri, formularea este o capsuld moale. Capsulele moi sunt capsule care pot, din
cauza adaugarii agentilor de inmuiere, cum ar fi, de exemplu, glicerol, sorbitol, maltitol si polietilen glicoli,
prezenti Tn carcasa capsulei, sa aiba o anumita elasticitate si moliciune. Capsulele moi pot fi produse,
de exemplu, pe baza de gelatind sau amidon. Capsulele moi pe baza de gelatina sunt disponibile
comercial de la diferiti furnizori. Depinzand de metoda de administrare, cum ar fi, de exemplu, orala sau
rectala, capsulele moi pot avea diferite forme, ele pot fi, de exemplu, rotunde, ovale, alungite sau in
forma de torpila. Capsulele moi pot fi produse prin procedee conventionale, cum ar fi, de exemplu,
procedeul Scherer, procedeul Accogel sau procedeul picatura sau suflare.

Metode de cultivare

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

Mediul solid sau lichid utilizat pentru cultura poate fi agar YCFA sau mediu YCFA. Mediul YCFA
poate include (pe 100ml, valori aproximative): Casitone (1,0 g), extract de drojdie (0,25 g), NaHCO3; (0,4
g), cisteina (0,1 g), KzHPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 g), NaCl (0,09 g), (NH4)2.SO. (0,09 g), MgSO. -
7H,0 (0,009 g), CaCl. (0,009 g), resazurin (0,1 mg), hemin (1 mg), biotina (1 pg), cobalamin (1 ug), acid
p-aminobenzoic (3 pg), acid folic (5 pg), si piridoxamina (15 pg).

Tulpini bacteriene pentru utilizare in compozitiile vaccinului

Inventatorii au identificat ca tulpinile bacteriene ale inventiei sunt utile pentru tratarea sau
prevenirea tulburarilor neurodegenerative. Acest lucru este probabil un rezultat al efectului pe care
tulpinile bacteriene ale inventiei il au asupra sistemului imunitar al gazdei. Prin urmare, compozitiile
inventiei pot fi de asemenea utile pentru prevenirea tulburarilor neurodegenerative, cand se
administreaza ca compozitii vaccin. In anumite astfel de realizari, tulpinile bacteriene ale inventiei pot fi
omoréte, inactivate sau atenuate. In anumite astfel de realizari, compozitiile pot cuprinde un vaccin
adjuvant. In anumite realiz&ri, compozitille sunt pentru administrare prin injectie, cum ar fi prin injectie
subcutanata.

General

Practica din prezenta inventie va utiliza, daca nu este indicat altfel, metode conventionale de
chimie, biochimie, biologie moleculara, imunologie si farmacologie, din domeniul tehnicii. Astfel de
tehnici sunt explicate complet in literatura. Vezi, de exemplu, referirile [50] si [51, 57], etc.
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Termenul ,cuprinzadnd® cuprinde ,incluzand“ precum si ,constadnd“ de exemplu o compozitie
,cuprinzand® X poate consta exclusiv din X sau poate include si altceva suplimentar de exemplu X + Y.

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

Cuvantul ,substantial“ nu exclude ,complet* de exemplu o compozitie care este ,substantial fara“
de la Y poate fi complet fara Y. Unde este necesar, cuvantul ,substantial® poate fi omis din definitia
inventiei.

Referirile la un procentaj de identitate de secventa intre doua secvente de nucleotida inseamna
ca, atunci cand sunt aliniate, acel procentaj de nucleotide este acelasi in compararea celor doua
secvente. Aceasta aliniere si procentele de omologie sau de identitate de secventa pot fi determinate
utilizadnd programe software cunoscute in domeniu, de exemplu cele descrise in sectiunea 7,7,18 din
ref. [58]. O aliniere preferata este determinata prin algoritmul de cautare de omologie Smith-Waterman
utilizadnd o cautare cu gol afin cu o penalizare de deschidere a golului de 12 si o0 penalizare de extensie
a golului de 2, matricea BLOSUM de 62. Algoritmul de cautare de omologie Smith-Waterman este
divulgat in ref. [59].

Daca nu se specifica explicit, un procedeu sau metoda cuprinzand numeroase etape poate
cuprinde etape suplimentare la inceputul sau sfarsitul metodei, sau poate cuprinde etpe de interventie
suplimentare. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise sau efectuate intr-o ordine alternativa,
daca este adecvat.

Sunt descrise aici diferite realizari ale inventiei. Se va aprecia ca, caracteristicile specificate in
fiecare realizare pot fi combinate cu alte caracteristici specificate, pentru a furniza alte realizari. in
particular, realizarile evidentiate aici ca fiind adecvate, tipice sau preferate pot fi combinate una cu
cealalta (exceptand situatia cand ele se exclud reciproc).

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

Celulele neuroblastom au fost tratate cu compozitii cuprinzand tulpini bacteriene conform
inventiei. Celulele neuroblastom SH-SY5Y utilizate sunt producatoare de dopamina si bine stabilite ca
un model in vitro pentru studierea bolilor neurodegenerative. S-a aobservat abilitatea tulpinilor
bacteriene de a creste neuroproliferarea. Celulele neuroblastom au fost de asemenea tratate cu 1-metil-
4-fenilpiridiniu neurotoxin dopaminergic (MPP), care induce permanent simptoamele bolii Parkinson Tn
celulele neuroblastom. A fost investigata abilitatea tulpinilor bacteriene de a actiona ca neuroprotector
impotriva MPP.

Material si Metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029; Parabacteroides distasonis MRX0005
Linie celulara

Celulele neuroblastom SH-SY5Y au fost cumparate de la ECCACC (Cat. no: 94030304) si au
fost crescute in MEM (Sigma Aldrich, cat n. M2279) suplimentate cu Nutrient Amestec F-12 Ham (Sigma
Aldrich, cat n. N43888).

Metoda

Odata crescute, celulele neuroblastom SH-SY5Y au fost placate pe o placa cu 96 de godeuri la
11.000 celule/godeu si incubate timp de 2 zile. Celulele au fost apoi transferate in mediu de diferentiere
(care contine FBS la 1%) si 10 uM acid retinoic (Sigma Aldrich, cat. n. R2625-100MG). Mediul de
diferentiere a fost inlocuit in fiecare alta zi si celule au fost recoltate la 7 zile de diferentiere. Celulele au
fost pretratate cu sau fara MPP (Sigma Aldrich, cat. n. D048-1G) timp de 8 ore. Ulterior, celulele au fost
tratate cu 10% supernatant bacterian si incubate peste noapte. Viabilitatea celulara a fost masurata
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utilizand reactivul CCK-8 (Sigma Aldrich, trusa de numarare celulara - 8, cat. n. 96992-3000TESTS-F)
si citita la o lungime de unda de 450 nm.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 1. Tratamentul celulelor neuroblastom
cu MRx0029 sau MRX0005 a condus la o crestere in proliferarea neuronilor. Celulele neuroblastom
care au fost tratate cu MPP impreuna cu tulpina bacteriana au avut o viabilitate celulara crescuta in
comparatie cu celulele tratate cu MPP singur (care au avut o viabilitate scazuta). Aceste date arata ca
tulpina bacteriana poate actiona ca neuroprotector. Efectul protector a fost mai mare pentru celulele
tratate cu MRX0029, care au salvat viabilitatea mai mult decét celulele de control pozitiv tratate cu
Quercetin. Aceste date arata ca tulpinile bacteriene pot actiona ca neuroprotectori.

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

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

Material si metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029
Linie celulara

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

Metoda

Odata crescute, celulele MG U373 au fost placate pe o placa cu 24 de godeuri la 100.000
celule/godeu. Celulele au fost tratate cu LPS (1 ug/mL) singur sau cu 10% supernatant de bacterie din
MRx0029 timp de 24 ore. A fost efectuat de asemenea un control unde celulele au fost incubate in
mediu netratat. Dupa aceea celulele fara supernatanti au fost colectate, centrifugate la 10.000g timp de
3min la 4°C. IL-6 a fost masurat utilizand trusa ELISA IL-6 umana de la Peprotech (cat n.#900-K16) in
conformitate cu instructiunile fabricantului.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 2. Tratamentul celulelor neuroblastom
cu LPS si tulpina bacteriana a condus la o scadere a nivelului de IL-6 secretata.

Exemplul 2b - Eficacitatea inocularii bacteriene pentru a modula secretia de IL-8.
Rezumat

Deoarece neuro-inflamatia joaca un rol pivotal in bolile neurodegenerative si IL-8 s-a aratat ca
are efecte neuro-pozitive, a fost evaluat efectul compozitiilor cuprinzand tulpinile bacteriene ale inventiei
si LPS asupra activarii IL-8. Celulele astrocitom glioblstom umane au fost tratate cu compozitii
cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei in combinatie cu LPS pentru a observa abilitatea lor de
a modula nivelurile de IL-8.

Material si Metode

Tulpini bacteriene

Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides distasonis MRX0005

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

Metoda

Odata crescute, celulele MG U373 au fost placate pe o placa cu 24 de godeuri la 100.000
celule/godeu. Celulele au fost tratate cu LPS (1 ug/mL) singur sau cu 10% supernatant de bacterie din
MRX0029 timp de 24 ore. Dupa aceea celulele fara supernatanti au fost colectate, centrifugate la
10.000g timp de 3min la 4°C. IL-8 a fost masurat utilizand trusa ELISA IL-8 umana de la Peprotech (cat
n.#900-K18) in conformitate cu instructiunile fabricantului.

Rezultate

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

Exemplul 2C - Eficacitatea inocularii bacteriene de a reduce inflamatia indusa de a-sinucleina.
Rezumat

Neuroinflamatia joaca un rol pivotal in boala Parkinson si a-sinucleina a aratat ca induce
neuroinflamatia in vivo. Prin urmare, a fost evaluata abilitatea tulpinilor bacteriene ale inventiei de a
inhiba inflamatia indusa de a-sinucleina. O co-cultura de celule astrocitom glioblastom umane si celule
neuroblastom a fost expusa la a-sinucleina de tip salbatic si la izoformele mutante E46K si A53T si
tratatd cu compozitii cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei. A fost apoi testata abilitatea
tulpinilor bacteriene de a inhiba secretia indusa de a-sinucleina de IL-6.

Material si Metode

Tulpini bacteriene

Megasphaera massiliensis MRX0029; Parabacteroides distasonis MRX0005
Linie celulara

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

SH-SY5Y este o linie celulara de neurobastom umana derivata dintr-un neuroblastom malign si
poate fi cumparata de la Sigma-Aldrich (cat n. 94030304-1VL). Celulele au fost crescute in 50 % MEM
si 50% mediu F-12 Ham de amestec de nutrient suplimentat cu 2mM L-glutamina, 10% caldura
inactivata de FBS, 100 U/ml penicilina, 100 pug/ml streptomicina. Celulele din mediul de crestere au fost
placate pe o placa cu 96 de godeuri la 11.000 celule/godeu si plasate n incubator. Dupa 2 zile, mediul
a fost Tnlocuit cu mediu de diferentiere (mediu de crestere continand 1% FBS) si 10 yM acid retinoic.
Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare alta zi si celulele au fost utilizate dupa 7 zile de
diferentiere.

Metoda

Celulele SHSY5Y au fost placate pe placi cu 12 godeuri la o densitate de 50.000 celule/godeu.
Celulele au fost crescute in 50 % MEM si 50% mediu F-12 Ham de amestec nutrient suplimentat cu
2mM L-glutamina, 10% caldura inactivata de FBS, 100 U/ml penicilina, 100 ug/ml streptomicina.
Celulele din mediul de crestere au fost placate pe o placa cu 96 de godeuri la 11.000 celule/godeu si
plasate in incubator. Dupa 2 zile, mediul au fost inlocuit cu mediu de diferentiere (mediu de crestere
continénd 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare alta zi si celulele
au fost utilizate dupa 7 zile de diferentiere. U373 a fost placat pe placi cu 12 trangodeuri (membrana de
poliester de 0,4um, Costar) la o densitate de 50.000celule/godeu timp de 72 ore. Celule au fost co-
cultivate impreuna timp de 24 ore Tnainte de tratamentul in mediul de diferentiere (mediu de crestere
continénd 1% FBS fara acid retinoic).
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Apoi celulele au fost tratate cu 25ug/ml a-sinucleina (Wt, A53T, E46K) in prezenta sau absenta
a 10% supernatant de bacterie timp de 48 ore. Celulele fara supernatanti au fost colectate, centrifugate
la 100009 timp de 3 min la 4°C, alicate si depozitate la -80°C. IL-6 si IL-8 umane au fost masurate cum
s-a descris mai sus.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 4. Tratamentul celulelor cu a-
sinucleina de tip salbatic si cu izomorfele mutante E46K si AS3T a indus o secretie moderata de IL-6
(Figura 4A). Secretia indusa de a-sin de IL-6 a fost inhibata in celulele tratate cu tulpinile bacteriene
(Figura 4A). Reducerea secretiei de IL-6 a fost cea mai mare la administrarea de MRX0029.

Exemplul 3 - Eficacitatea inocularii bacteriene de a reduce activarea NFkB
Rezumat

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

Material si Metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029
Linie celulara

TLR4 albastru Hek uman a fost cumparat de la InvivoGen (cat n. hkb-htlr4). TLR4 albastru Hek
uman a fost crescut in DMEM bogat in glucoza (Sigma Aldrich, cat n. D-6171) suplimentat cu 10% FBS,
1% Pen Strep, 4mM L-glut, normocin si solutie de selectie albastra HEK IX.

Metoda

Odata crescute, celulele albastre Hek umane au fost placate in placi cu 96 de godeuri la 25.000
celule/godeu Tn 4 replicate. Un set al celulelor a fost tratat cu a-sinucleina A53T (1 ug/mL) singur sau
cu 10% supernatant de bacterie din MRx0029 timp de 22 ore. Al doilea set al celulelor a fost tratat cu
LPS (10 ng/mL, de la serotipul enteric Salmonella Typhimurium, Sigma Aldrich, cat n. L6143) singur sau
cu 10% supernatant de bacterie din MR029 timp de 22 ore. Celulele au fost ulterior centrifugate si 20ul
de supernatant a fost amestecat cu 200ul de reactiv albastru Quanti (InvivoGen, cat n. rep-gb2),
incubate timp de 2 ore si s-a citit absorbanta la 655nm.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figurile 5 si 6. Figura 5 arata ca activarea
promotorului NFKB de catre a-sinucleina este inhibata de MRx0029. Figura 6 arata ca activarea
promotorului NFkB de catre LPS este inhibata de MRx0029.

Exemplul 4 - Eficacitatea inocularii bacteriene de a altera capacitatea antioxidanta
Rezumat

Abilitatea compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei de a altera capacitatea
antioxidanta. Capacitatea antioxidanta a tulpinii bacteriene a fost stabilita utilizand bine cunoscutul test
ABTS (acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonic)).

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029
Metoda
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Celulele bacteriene (10°sau mai multe) au fost colectate si centrifugate. Ele au fost
resuspendate in tampon de testare (utilizand de trei ori volumul de pelet). Suspensia a fost sonicata pe
gheata timp de 5 minute si apoi centrifugata la 12.000 x g timp de 10 minute. Supernatantul a fost
indepartat si masurat utilizdnd trusa de test ABTS produsa de Sigma Aldrich (cod CS0790), in
conformitate cu instructiunile fabricantului.

Rezultate

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in Figura 7. Figura 7 arata ca MRx0029 are o
capacitate antioxidanta de aproximativ 2mM in comparatie cu Trolox.

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

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

Material si Metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029
Metoda

Celulele bacteriene (108 sau mai multe) au fost colectate si centrifugate, a fost efectuata o etapa
de spalare cu solutie izotonica salina Tnainte ca peletul sa fie resuspendat ih tampon de testare cu
clorura de potasiu. Suspensia a fost sonicata pe gheata timp de 10 minute si apoi centrifugata la 10.000
x g timp de 10 minute. Supernatantul a fost indepartat si nivelul de peroxidare al lipidei a fost evaluat
utilizand testul de substante reactive tiobarbiturice.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 8. Figura 8 arata ca MRx029 este capabila
sa inhibe peroxidarea lipidei cu aproximativ 20 %, care este o capacitate antioxidanta mai ridicata decat
a controlului pozitiv, hidroxitoluen butilat (1% m/v).

Exemplul 6 - Eficacitatea inocularii bacteriene asupra activitatii de deacetilaza histona
Rezumat

A fost investigata abilitatea compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene conform inventiei de a
altera activitatea de deacetilaza histona. Dereglarea deacetilazei histone a fost implicata in patogeneza
asociata cu bolile neurodegenerative asociate cu varsta.

Material si Metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029
Linie celulara

Linia celulara HT-29 a fost utilizatd deoarece este prezenta deacetilaza histona.
Metoda

Celulele fara supernatanti din culturi celulare de faza stationara au fost izolate prin centrifugare
si filtrare intr-un filtru de 0,22 uM. Celulele HT-29 au fost utilizate 3 zile post confluenta si Iasate Th 1 mL
DTS 24 ore inainte de inceperea experimentului. Celulele HT-29 au fost provocate cu 10 % supernatant
fara celule diluat in DTS si au fost lasat sa incubeze timp de 48 ore. Proteinele nucleaza au fost apoi
extrase utilizand trusa de extragere Sigma Aldrich Nuclease si mostrele au fost congelate instantaneu
inainte de masurarea activitatii HDAC. Activitatea HDAC a fost evaluata fluorometric utilizadnd trusa
Sigma Aldrich (UK).
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Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 9. Figura 9 arata ca MRx0029 este capabila
sa reduca nivelurile activitatii de deacetilaza histona.

Exemplul 7 - Nivel de productiei de indol in bacterie
Rezumat

A fost investigata abilitatea bacteriei inventiei de a produce indol. Indolul a fost implicat in
atenuarea inflamatjei si stresului oxidativ.

Material si Metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029

ATCC 11775 este o tulpina bacteriana de referinta care este cunoscuta pentru producerea de
indol.

Metoda

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

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 10. Figura 10 aratda ca MRx0029 are
capacitatea de a produce indol din triptofan, la concentratii de aproximativ 0,2mM.

Exemplul 8 - Nivelul de productie de kinurenine in bacterie
Rezumat

A fost investigata abilitatea bacteriei inveniiei de a produce kinurenine. Dereglarea caii
kinurenine poate conduce la activarea sistemului imunitar gi la acumularea de compusi neurotoxici
potentiali. Alterarile in metabolismul kinureninelor pot fi implicate in dezvoltarea bolii Parkinson.

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRx0029

DSM 17136 este o tulpina de Bacteroides copricola care este cunoscuta pentru producerea de
kinurenine.

Metoda

Supernatantii fara celule din culturi celulare de faza stationara au fost izolati prin centrifugare si
filtrare intr-un filtru de 0,22 uM si congelati pana la utilizare. Kinureninele standard, solutiile stoc gi
reactivii au fost preparati utilizand metode standardizate validate in-house. Mostra a fost tratata cu acid
tricloroacetic si centrifugata la 10.000xg timp de 10 minute la 4°C. Supernatantul a fost colectat si
dispensat pe o placa cu 96 godeuri. Pentru detectia kinureninelor a fost utilizat reactivul Ehrlich si a fost
adaugat intr-un raport de 1:1.

Rezultate

Rezultatele experimentelor sunt prezentate in Figura 11. Figura 11 arata ca MRx0029 are
capacitatea de a produce kinureninele la o concentratie de aproximativ 40 pM.

Exemplul 9 - Nivelurile de dopamina, DOPAC si HVA in striatum la soarecii MPTP tratati cu
bacterie
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Boala Parkinson este o tulburare neurodegenerativa obisnuita ale carei caracteristici clinice
cardinale includ tremurul, incetinirea miscarii, rigiditatea, si instabilitatea posturala. Aceste simptoame
sunt cele care pot fi atribuite Tn primul rand degenerarii neuronilor dopaminergici din substantia nigra
pars compacta si pierderea ulterioara a fibrei lor nervoase de proiectare in striatum [60]. Soarecii tratati
cu MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridind) pierd selectiv numere semnificative de neuroni
dopaminergici nigrostriatali [61]. MPTP a indus pierderea de celule dopaminergice in substantia nigra
imitdnd conditiile clinice din boala Parkinson si este prin urmare un model util pentru a testa
medicamentele anti-parkinson.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua efectele bacteriilor anaerobe MRX0029 utilizadnd soareci
lezati cu MPTP.

48 de soareci masculi au fost alocati pana la 4 grupuri diferite de tratament (grupurile A, B, E si
I, cu n=12 animale in fiecare grup). Grupurile de tratament sunt prezentate in Tabelul 1 de mai jos si
programul de proiect este prezentat mai jos.

Tabelul 1: Grupurile de tratament

Tratament Leziune
Grup|n 5 Nivel ; Substanti|Doza |Cale|P
Substanta . .|Doza |Cale|Program[SubstantaDoza |Cale|Program
siguranta
18  zile:|Vehicul
A |12|Vehicul (PBS) : - p.o. |ziua(-14) [(0.9% L.p. |ziua0
- ziua3 |[sol.salina)
18 zile: 4x 20|, _
B |12|Vehicul (PBS) - - p.o. |ziua(-14) |MPTP ma/kalP: [Zua0
- ziua3 99
2 X 18 zile: 4x 20|, _
E |12 2/|R>(<0|0)29 Megasphaerajc, cr  |10ng p.o. |ziua(-14) [MPTP ma/kg["P ziua0
p- (gl bacterii - ziua3
18 zile:
Vehicul (PBS) - - p.o. ziu_a(—l4) 4x 20|. _
I 12 -ziua3 |MPTP mg/kg I.p. |ziuaO
7-nitroindazol - o0 [ ziua0 (2x
mg/kg P i.p.)

Grupurile A, B, E si | au fost tratate zilnic timp de 18 zile prin gavaj oral cu bacterie (MRx0029 -
grupul E), sau cu vehicul (PBS). Tratamentul oral a inceput cu 14 zile inainte de leziunea MPTP. Grupul
| de animale a primit un vehicul zilnic de tratament (PBS) p.o. (per oral) si a fost injectat i.p.
(intraperitoneal) cu medicament de referinta cu 30 min inainte si la 90 min dupa prima MPTP in ziua 0.
Volumul de aplicatie pentru p.o. si tratamentul cu vehicul a fost de 200 ul pe soarece. Tulpina bacteriana
a grupului E a fost din stocuri de glicerol (gly). Pentru tratamentul oral, gavajele pentru aplicatii au fost
depozitate intr-o fiola contindnd 70% etanol si au fost spalate inainte si dupa fiecare utilizare cu apa
distilata. Fiecare grup de tratament a avut propriul gavaj si fiola de etanol si fiola de apa distilata. Tuburile
si gavajele nu au fost modificate intre grupuri. Direct Thainte de tratament, fiecare seringa a fost spalata
cu Noa.

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

p.o..
Formularea prepararilor pentru dozarea si prepararea stocurilor de glicerol pentru dozare

[0252]
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Nume de tulpina bacteriana: MRx0029 Megasphaera sp.
Conditii/stabilitate de depozitare: -80 °C

Vehicul: 1x PBS

Dozaje de tratament: 2 x 1078 bacterii
Administrare: 200ul

Numar lot: n/a

Pentru grupul de tratament E (MRx0029)

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

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

3.) Supernatantul a fost eliminat fara deranjarea peletului (de exemplu utilizadnd o pipeta).
4.) S-au adaugat 4,22 mL de 1 x PBS steril pre-incalzit (37°C) si s-a amestecat usor utilizdnd o pipeta.

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

Referinta formularii grupului de medicament

Nume articol de referinta: 7-Nitroindazol

Conditii/stabilitate de|-20°C

depozitare:

Vehicul: Ulei de arahide

Dozaje de tratament: 50 mg/kg

Administrare: i.p. (cu 30 min Tinainte si la 90 min dupa primul
tratament MPTP)

Numar lot: MKBS6671V

Cantitatea adecvata de 7-nitroindazol a fost dizolvata in ulei de arahide pentru a atinge
concentratia finala de 50 mg/kg.

Materiale si Metode

Animale

Linie de soarece: |C57BL/6J (tulpina de soarece JAX™) numar stoc de soarece JAX™

Furnizor: Charles River Laboratories
Varsta de start: ~10 saptamani
Sex: Masculin

Numar de animale: |48

Manipularea specifica a animalelor si randomizarea

Manusgile au fost modificate intre fiecare grup de tratament si pulverizate cu 70% solutie de etanol
intre fiecare cusca a aceluiasi grup pentru a minimiza riscul de contaminare indiferent de cum au fost
manipulate animalele (de exemplu: tratament, testare comportamentala, curatarea si luarea unei mostre
de tesut).
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Tratamentul a fost randomizat si alternat zilnic astfel incat sa impiedice ca aceleasi grupuri sa
fie tratate in acelasi timp in fiecare zi. Animalele au fost randomizate pe cusca la luarea unei mostre de
tesut.

Luarea unei mostre de tesut si procesare

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

Sangele (aproximativ 500 pl) a fost colectat prin punctura in inima. Soarecii au fost apoi perfuzati
transcardiac cu 0,9% solutie salina si creierele au fost indepartate si hemisectate. Hemisfera lasata a
fost subdivizata in tesut striatal (pentru HPLC), tesutul de substantia nigra precum si creierul rezidual,
cantarite si congelate imediat si depozitate la -80°C. Instrumentele si suprafetele care au fost in contact
cu animalele au fost curatate cu 70% etanol inainte ca urmatorul animal sa fie disecat.

Analiza biochimica a nivelurilor de dopamina, DOPAC si HVA cu HPLC in striatum

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

Analiza HPLC

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

Rezultate

Administrarea de tulpini bacteriene a fost bine tolerata de animalele. Pe ziua de leziune MPTP
si daca este necesar pe ziua de dupa aceea, a fost utilizata o lumina rosie pentru a incalzi animalele.
Daca animale au fost in conditii rele (au simtit frig, au fost deshidratate, au avut un comportament
anormal), ele au fost alimentate cu hranad umeda si tratate cu solutie salind subcutanata daca a fost
necesar.

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

Animalele sanatoase din grupul A au avut niveluri ridicate de dopamina, DOPAC si HVA in timp
ce tratamentul MPTP la grupul B a redus acest numar si controlul pozitiv (grupul 1) a recuperat productia
intr-o oarecare masura (Figura 12). Animale din grupul | tind sa aiba niveluri de dopamina mai ridicate
decéat grupul tratat cu bacterie si grupul B. Nivelurile de DOPAC (un metabolit de dopamina) au fost in
general semnificativ mai scazute la animalele din grupul B in comparatie cu nivelurile de DOPAC de la
animalele nelezate din grupul A (Figura 12B).
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Semnificativ, s-a descoperit ca tratamentul cu MRx0029 (grupul E) recupereaza productia de
dopamina si DOPAC (Figurile 12A si respectiv 12B). Tratamentul cu MRx0029 poate fi prin urmare utile
pentru tratarea sau prevenirea tulburarilor neurodegenerative.

Exemplul 10 - Eficacitatea bacteriei de a altera cregterea neuritelor
Rezumat

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

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029.
Metoda

SHSY5Y au fost placate in placi Petri de 10cm la o densitate de 2x10° celule. Dupa 24 ore
celulele au fost tratate in mediu de diferentiere (mediu de crestere continand 1% FBS fara RA) cu 10%
supernatanti de bacterie sau YCFA+, 10uM RA, 200uM acid hexanoic sau 200uM acid valproic, timp de
17 ore. Dupa aceea, au fost luate imagini reprezentative utilizand un microscop de detaliu EVOS XL cu
contrast de faza la o amplificare de 40X/0,65. Celulele au fost colectate, si ARN-ul total a fost izolat in
conformitate cu protocolul minitrusei RNeasy (Qiagen). ADNc-urile au fost facute utilizadnd trusa de
transcriptie inversda ADNc de mare capacitate (Applied Biosystems). Expresia genei a fost masurata
utilizand gPCR. GAPDH a fost utilizat ca control intern. Modificarea plierii a fost calculata in conformitate
cu metoda 245,

Imunofluorescenta si microscopie confocala

Celulele au fost insamantate pe lamele camera cu 8 godeuri (Marienfeld Laborator Glassware)
la 5x10* celule/godeu peste noapte si au fost tratate cu 10% supernatant bacterian timp de 24 ore.
Pentru diferentiere, celulele au fost tratate cu 10nM acid retinoic timp de 5 zile inainte de tratarea cu
supernatant bacterian. Celulele au fost apoi fixate cu 4% paraformaldehida in PBS timp de 20 minute la
temperatura camerei (RT). Celulele fixate au fost spalate cu PBS, si permeabilizate cu 1% Triton X-100
in PBS timp de 10 minute. Dupa spalarea cu PBS, lamelele au fost incubate cu tampon de blocare (4%
BSA/PBS) timp de 1 ora la temperatura camerei inainte de adaugarea de anticorp anti-MAP2 (sc-74421,
Santa Cruz Biotechnology Inc) diluat in 1% BSA/PBS timp de 12 ore la 4°C. Ele au fost apoi spalate de
doua ori cu PBS, urmat de incubare cu conjugat anti-soarece Alexa Flour 488 (Molecular Probes Inc) si
Alexa Flour 594 conjugat faloidin (ab176757, Abcam) timp de 1 ora la temperatura camerei. Dupa
spalarea 3X cu PBS, lamelele au fost montate cu Vectorihield continand DAPI (Sigma, Aldrich).
Lamelele au fost vazute utilizand un microscop Zeiss Axioscope echipat cu un obiectiv 63x/1,2 W Korr
si seturi de filtre adecvate pentru detectia fluorocromilor utilizati. Timpii manuali de expunere pentru
achizitia digitala de imagini imunoetichetate cu MAP-2 au fost tinuti constanti permitand comparatia
intre diferite godeuri si tratamente. Timpii de expunere la faloidin (F-actind) si DAPI au variat pentru a
se potrivi domeniul de vedere. Domeniile randomizate de vedere au fost dobandite utilizand o camera
QImaging controlatéd de software-ul Image Pro Plus. Imaginile au fost salvate ca TIF si deschise in
Adobe Fotoshop CC 2015,1.2 si se suprapun peste imaginile MAP-2, DAPI si faloidin suprapuse si
imbinate. Imaginile reprezentative au fost selectate pentru a ilustra diferentele in abundenta si localizare
ale proteinelor examinate.

Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in Figura 13. Figura 13A prezinta imagini microscopice
reprezentative de celule SHSY-5Y nediferentiate incubate cu fiecare din acizii si supernatantii de
bacterii. Tratamentul celulelor cu MRX0029 a indus un fenotip asemanator neuronului, prezentand
caracteristici similare cu celulele tratate cu acid retinoic (care este utilizat pentru diferentierea terminala
a celulelor neuroblastom), unde corpurile celulelor sunt mai mari si in forma piramidala, cu neuritele si
procesate ramificandu-se in retea cu celulele vecine. Figura 13B arata ca MRx0029 regleaza pozitiv
semnificativ MAP2 in celulele neuroblastom nediferentiate. Colorarea suplimentara a faloidinului (un
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agent de legare la actina citoskeleton) a furnizat un aranjament diferit al structurii citoskeletale in celulele
tratate cu MRx0029, care sustin suplimentar ipoteza de diferentiere neuronala pentru MRx0029 (Fig.
13B).

Exemplul 11 - Eficacitatea inocularii bacteriene de a reduce nivelurile oxidative in celule
Fundal

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

Material si Metode

Tulpina bacteriana

Megasphaera massiliensis MRX0029
Metoda

Celulele SHSY-5Y au fost placate intr-o placa neagra cu fund plat cu 96 godeuri la densitatea
de 5000 celule/godeu si plasate intr-un incubator cu CO,. Dupa 24 ore, mediul a fost inlocuit cu mediu
de diferentiere (mediu de crestere contindnd 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de diferentiere a
fost inlocuit in fiecare alta zi. in ziua 10 mediul de diferentiere a fost indepartat si celulele au fost spalate
cu PBS pre-incalzit si colorate cu o sonda moleculara DCFDA de 10uM timp de 20 minute in mediu de
crestere continand 1% FBS. Apoi celulele au fost spalate din nou cu PBS pre-incalzit si tratate cu 100uM
TBHP in prezenta sau absenta a 10% supernatant de bacterie timp de 2 ore. Intensitatea fluorescenta
a fost masurata utilizand un cititor de placa TECAN la Ex/Em 485/530 nm.

Rezultate

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

Exemplul 12 - neuroprotectia

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

Exemplul 13 - Analiza suplimentara a mecanismului de inhibare a deacetilarii histone
Introducere

Microbiota intestinala, cu capacitatea sa imensa de diversitate si metabolica, reprezinta un
rezervor metabolic urias pentru productia unei vaste varietati de molecule cu potential de a influenta
activitatea HDAC. Céateva studii au evaluat activitatea inhibitoare HDAC a metabolitilor derivati
microbian, altii decét butiratul, care au aratat ca inhiba HDAC si sunt asociati cu imbunatatirea
functionarii motoare in boala Huntington [64]. Inventatorii au cautat prin urmare sa determine care
metaboliti sunt responsabili pentru inhibarea HDAC si sa elucideze mai departe mecanismul prin care
este obtinuta inhibarea.

Material si Metode

Cultura bacteriana si colectie de supernatant fara celule
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Culturile pure de bacterii au fost crescute anaerobic in bulion YCFA pana cand ele au atins faza
lor de crestere stationara. Culturile au fost centrifugate la 5.000 x g timp de 5 minute si supernatantul
fara celule (CFS) a fost filtrat utilizand un filtru de 0,2 yM (Millipore, UK). O alicota de 1 mL de CFS a
fost depozitata la -80°C pana la utilizare. Butiratul de sodiu, acizii hexanoic si valeric au fost obtinuti de
la Sigma Aldrich (UK) si suspensiile au fost preparate in bulion YCFA.

Cuantificarea SCFA si MCFA a supernatantilor bacterieni

Acizii grasi cu catena scurta (SCFA) si acizii grasi cu catena medie (MCFA) din supernatantii
bacterieni au fost analizati si cuantificati prin MS Omics APS dupa cum urmeaza. Mostrele au fost
acidulate utilizand acid clorhidric, si s-au adaugat standarde interne etichetate cu deuteriu. Toate
mostrele au fost analizate intr-o ordine randomizata. Analiza a fost efectuata utilizdnd o coloana cu
polaritate ridicata (Zebron™ ZB-FFAP, GC Cap. Coloana 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) instalata intr-un
GC (7890B, Agilent) cuplat cu un detector cvadripol (59977B, Agilent). Sistemul a fost controlat de
ChemsStation (Agilent). Seriile de date au fost convertite in format netCDF utilizdnd Chemstation
(Agilent), Tnainte ca datele sa fie importate si procesate in Matlab R2014b (Mathworks, Inc.) utilizand
software-ul PARADISe descris in [65].

Analiza specifica a activitatii HDAC

Activitatea specifica de inhibare HDAC a fost analizata pentru HDAC1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 utilizdnd
truse de test fluorogenice pentru fiecare tip de HDAC (BPS Bioscience, CA). Testele au fost efectuate
in conformitate cu instructiunile fabricantului si fiecare mostra a fost efectuata in replicate. Supernatantii
fara celule au fost diluati 1 in 10 si expusi la proteine HDAC specifice furnizate in trusa pentru a mentine
consistenta intre metode.

Rezultate

Metabolitii microbieni comensali intestinali care inhiba deacetilaza histona sunt butiratul si
acidul valeric

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

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

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

A fost investigat profilul specific de inhibare HDAC al tulpinii bacteriene de test. Testele specifice
de inhibare HDAC (BPS Biosciences, CA) au fost efectuate pentru HDAC din clasa | si clasa ll. Abilitatea
tulpinii bacteriene de a inhiba enzimele HDAC a fost comparata cu cea a butiratului, si a acizilor hexanoic
si valeric. Rezultatele noastre demonstreaza ca MRX0029, este un inhibitor foarte puternic al enzimelor
HDAC din clasa 1 (HDAC 1, 2 si 3). Inhibarea HDAC din clasa Il nu a fost la fel de semnificativa (datele
nu sunt prezentate).

Discutie

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

Interesant, rezultatele pentru activitatea HDAC specifica arata ca tulpina testata este un inhibitor
puternic de HDAC din clasa |, si in special de HDAC2 (Figura 17 si 18). HDAC din clasa | (HDAC1, 2, 3
si 8) rezida in nucleu si sunt exprimate omniprezent in cateva tipuri de celule umane. HDAC 1-3
partajeaza mai mult de 50% omologie, dar au structuri si functii celulare distincte [66]. Ele sunt implicate
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in primul rand in supraviefuirea, proliferarea si diferentierea celulei, si astfel inhibarea lor poate fi utila
intr-o larga matrice a bolilor [67]; [68]; [69]; [70]; [71].

Exemplul 14 - Nivelul de secretie BDNF in celulele SHSY-5Y
Fundal

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF) este o molecula omniprezenta in creier, asociata
cu dezvoltarea neurald, neuro-protectia si neuro-regenerarea. BDNF nu numai ca protejeaza impotriva
neurodegenerarii, dar de asemenea si impotriva tulburarilor mentale de depresie si anxietate, care sunt
destul de comune intre pacientii diagnosticati cu PD sau AD.

Metode

SH-SY5-SY au fost placate in placi cu 24 de godeuri la densitatea de 60.000 celule/godeu si
plasate in incubator. Dupa 24 ore, mediul a fost inlocuit cu mediu de diferentiere (mediu de crestere
continand 1% FBS) si 10 uM acid retinoic. Mediul de diferentiere a fost inlocuit in fiecare alta zi si celulele
au fost utilizate in ziua 10 de diferentiere. Pentru tratament, mediul de diferentiere a fost indepartat si
inlocuit cu 450ul de mediu deplin de crestere si 50 pl de bacterie SN au fost adaugati pentru a trata
godeurile sau a fost adaugat YCFA+ ca control negativ.

Rezultate

Rezultatele sunt prezentate in Figura 19, care arata ca administrarea de MRX0029 in combinatie
cu acidul retinoic creste secretia de BDNF din celulele neuroblastom diferentiate. Compozitiile
cuprinzand bacterii comensale si acizi organici pot fi prin urmare utile in terapie.

Exemplul 15 - Productia de metaboliti - metaboliti in creier
Fundal

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

Metode
Animale

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

Conceperea studiului

Animalele au fost Iasate sa habiteze in camera lor de gazduire timp de o saptamana dupa sosirea
in unitatea de animale. Ele primesc gavaj oral (doza de 200uL) de bioterapeutice vii la 0 doza de 1 X
10° CFU timp de 6 zile consecutive intre 15:00 si 17:00. in ziua 7, animalele sunt decapitate, si tesuturile
sunt recoltate pentru experimente.

Colectarea de tesut

Animale au fost sacrificate intr-o maniera aleatoare referitoare la tratament si afectiunea de
testat; luarea unei mostre a avut loc intre 9,00 a.m. si 1:00 p.m. Coloana de sange a fost colectata in
tuburi EDTA (acid etilen diamin tetra acetic) de potasiu si centrifugata timp de 15 min la 4000 g. Plasma
a fost izolata si depozitata la -80°C pentru analiza ulterioara. Creierul a fost repede excizat, disecat si
fiecare regiune a creierului a fost congelata inclichetat pe gheata uscata si depozitata la -80°C pentru
analiza ulterioara. Splina a fost indepartata si procesata imediat dupa sacrificare pentru stimulare imuna
ex-vivo. Tesutul intestinal (2 cm segmente de ileum si colon cele mai apropiate de cecum au fost
excizate, si a fost utilizat cel mai indepartat 1cm de tesut de cecum) a fost montat in camere de utilizare
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pentru testul intestinal de permeabilitate. Cecumul a fost indepartat, cantarit si depozitat la -80°C pentru
analiza SCFA.

Analiza monoamina

Concentratia neurotransmitatorului a fost analizata prin HPLC pe mostre din trunchiul cerebral.
Pe scurt, tesutul trunchiului cerebral a fost sonicat in 500 pl de fazd mobila racita stopita cu 4 ng/40 pl
de N-Metil 5-HT (Sigma Chimic Co., UK) ca standard intern. Faza mobila a continut 0,1 M acid citric,
5,6 mM acid octan-1-sulfonic (Sigma), 0,1 M fosfat diacid de sodiu, 0,01 mM EDTA (Alkem/Reagecon,
pluta) si 9% (v/v) metanol (Alkem/Reagecon) si a fost ajustata la pH 2,8 utilizdnd 4 N hidroxid de sodiu
(Alkem/Reagecon). Omogenatii au fost apoi centrifugati timp de 15 min la 22.000 x g la 4°C si 40 pl de
supernatant injectat pe sistemul HPLC care a constat dintr-un controlor de sistem SCL 10-Avp, un
detector electrochimic LECD 6A (Shimadzu), o pompa LC-10AS, un cuptor CTO-10A, un autoinjector
SIL-10A (cu mostra mai rece mentinuta la 40°C) si un degazor online Gastorr (ISS, UK). O coloana cu
faza inversa (Kinetex 2,6 u C18 100 % 4,6 mm, Fenomenex) mentinuta la 30°C a fost utilizata in separare
(debit de 0,9 ml/min). Electrodul de lucru din carbon sticlos combinat cu un electrod de referinta de
Ag/AgClI (Shimdazu) operat +0,8V si cromatogramele generate au fost analizate utilizand software-ul de
clasa-VP5 (Shimadzu). Neurotransmitatorii au fost identificati prin timpii lor de retentie caracteristici dupa
cum s-a determinat prin injectii standard, care se desfasoara la intervale regulate in timpul analizei
mostrei. Au fost masurate rapoartele Tnaltimilor maxime ale analitului versus standardul intern i
comparate cu injectia standard. Rezultatele au fost exprimate ca ng de neurotransmitator pe g de
greutate proaspata de tesut.

Analiza metabolitilor

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

Pentru analiza acidului gras, mostre au fost acidulate utilizand acid clorhidric, si s-au adaugat
standarde interne etichetate cu deuteriu. Toate mostrele au fost analizate intr-o ordine randomizata.
Analiza a fost efectuata utilizand o coloana cu polaritate ridicata (Zebron™ ZB-FFAP, GC Cap. Coloana
30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) instalata intr-un GC (7890B, Agilent) cuplat cu un detector cvadripol
(599778, Agilent). Sistemul a fost controlat de ChemStation (Agilent). Seria de date a fost convertita in
format netCDF utilizand Chemstation (Agilent), inainte ca datele sa fie importate si procesate in Matlab
R2014b (Mathworks, Inc.) utilizdnd software-ul PARADISe descris in [65].

Rezultate - productia de neurotransmitatori

Rezultatele sunt prezentate in Figura 20, care arata ca in creierele soarecilor alimentati cu
MRx0029, nivelurile de noradrenalind sunt crescute (p=0,0507), insotite de o usoara crestere a
serotoninei si 5-HIAA. Aceste date sustin analiza metabolitilor prezentata mai jos, sugerand ca
MRx00029 este un producator major de acid 4-hidroxifenilacetic, un antioxidant cunoscut [73]. Mai
important, acidul 4-hidroxifenilacetic este un intermediar sintetic de dopamina si norepinefrina si o
molecula bio-activa importanta [74]. De fapt, in PD, modificarile degenerative se extind dincolo de
sistemul dopaminergic, afectand in mod egal sistemele serotonergic si noradrenergic, care conduc in
schimb la niveluri scazute de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) si noradrenalina (norepinefrind) atat
in structurile striatale cat si extra-striatale [75]. L-DOPA f{inteste in principal caracteristicile legate de
dopamina ale PD, totusi nu adreseaza scaderile nici in 5-HT si nici in noradrenalina. in plus fata de
acestea este ca cu cat mai lunga este durata tratamentului de L-DOPA, cu atat mai vizibil este un interval
de complicatii motoare si nonmotoare (de exemplu dischinezie, simptoame psihiatrice) [76]. Prin urmare,
aceste date demonstreaza ca bacteria care produce acizi organici, cum ar fi acidul 4-hidroxifenilacetic,
poate fi utila n terapie, in particular in tratamentul bolilor neurodegenerative.

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

Cativa metaboliti au prezentat o diferenta frapanta intre cele doua tulpini analizate. Concentratia
de acid succinic a fost in special ridicata la MRx0005. Interesant, raportul mostra/mediu pentru acidul
4-hidroxifenilacetic a fost semnificativ mai ridicat la MRx0029 (Fig. 21A).

Analiza acidului gras in supernatanti a dezvaluit o dihotomie interesanta la cele doua tulpini:
MRx0005 a produs in principal acid acetic si propanoic, in timp ce MRx0029 a produs acid butanoic,
pentanoic si hexanoic, atat in formele liniare cat si in cele ramificate (Fig. 21B). Cele doua tulpini au
aratat foarte diferit si in particular, productia de acid succinic si acid 4-hidroxifenilacetic de catre
MRx0005 si respectiv MRx0029 a fost notabila (Figura 21A). Mai mult, MRx0005 pare sa produca mai
multi acizi grasi cu catena scurta C2 si C3, in timp ce MRx00029 a produs mai mult C4 (butirat) si atat
acizi grasi cu catena medie liniara céat si ramificata, incluzand acidul hexanoic.

Acidul succinic este un metabolit de ciclu Krebs implicat in fosforilarea oxidativa. Complexul de
fosforilare oxidativa este o etapa cheie pentru traficul sinaptic al proteinelor si veziculelor la regiunile
proximala si distala [77]. Disfunctia sa a fost raportata in tulburarile neurodegenerative incluzand boala
Alzheimer, boala Parkinson si ataxia spinocerebrala de tip 1 [78]. Aceste descoperiri sunt in special
interesante deoarece acidul succinic poate augmenta activitatea mitocondriala si sustine neuronii
vulnerabili din boala neurodegenerativa in legatura cu proteinele pliate anormal incluzand PD [79].
BDNF si acidul succinic au ambele o activitate protectoare similara nu numai in neuro-degenerare ci de
asemenea si in tulburarile mentale ca depresia si anxietatea, care sunt destul de obisnuite la pacientii
diagnosticati cu PD sau AD.

Figura 21B demonstreaza de asemenea ca MRX0029 este un producator de butirat (acid
butanoic). Acest lucru poate fi semnificativ deoarece butiratul are un rol cunoscut de reducere a
impermeabilitatii barierei hematoencefalice, care are un efect neuroprotector [80]. Aceasta proprietate
a MRx0029 (si a altor bacterii neuroprotectoare) poate contribui la eficacitatea sa.

Exemplul 16 - Modularea expresiei ARNm a proteinelor de jonctiune stransa de catre MRx0029

Deoarece dovezile recente sugereaza ca disfunctia intestinala si inflamatia constituie un
simptom non-motor asociat cu PD, a fost investigata abilitatea tulpinilor bacteriene ale inventiei de a
cauza orice disfunctie a barierei intestinale. HT29-mtx epitelial, monostraturile celulare de producere a
mucinei [81] au fost utilizate ca un model in vitro pentru a evalua intreruperea barierei intestinale si
stimularea imuna dupa tratamentul cu MRx0005 si MRx0029. Celulele HT29-mtx diferentiate expuse la
forbol 12-miristat-13-acetat (PMA) au secretat o cantitate semnificativa de IL-8; in contrast, tratamentul
timp de 24 ore cu supernatantii bacterieni MRx005 si MRx0029, a indus o secretie chiar mai scazuta de
IL-8 comparativ cu celulele atéat tratate céat si netratate cu YCFA (Fig. 22A).

A fost apoi investigata abilitatea MRx0005 si MRx0029 de reglare a permeabilitatii epiteliale prin
modificarea transductiei semnalului intracelular implicata in expresia si localizarea proteinelor implicate
in formarea barierei intestinale.

ARN a fost izolat si s-a efectuat analiza RT-PCR cantitativa (QRT-PCR) pentru a caracteriza
modificarile in expresia genei de proteine de jonctiune strédnsa in timpul incubarii cu MRx0005 si
MRx0029. Administrarea de MRx0029 a sporit expresia ARNm de ocludin, vlilin, proteine 1 si 2 de
jonctiune stransé (respectiv TJP1 si TJP2) dupéa 2 ore de incubare (Fig. 22B). In contrast, expunerea la
MRx0005 nu a alterat expresia genei de proteine de jonctiune stransa care arata ca cele doua tulpini
actioneaza diferit asupra barierei intestinale.

Rezultatele in vitro au fost comparate cu datele de la analiza paralela ex vivo pe intestinul
soarecilor alimentati cu MRx0005 si MRx0029. Expresia genei de TJP2 si ocludin a fost cuantificata in
colon si ileum. Datele ex vivo oglindesc perfect datele in vitro, ca MRx0029 a fost capabila sa regleze
pozitiv semnificativ TJP1 si ocludin (p=0,073) in regiunea colonului intestinului murin (Fig. 22C+22D).
MRx0029 a fost de asemenea capabil sa scada functia de permeabilitate din colon la aceiasi soareci
(Fig. 22E+22F).
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Materiale si metode - extragerea ARN si analiza gPCR

ARN total a fost extras utilizdnd mini trusa RNeasy (Qiagen, Manchester, JUK) in conformitate
cu instructiunile fabricantului, si concentratia de ARN a fost determinata prin absorbanta la 260/280nm
utilizadnd un spectrofotometru (nano-Drop ND-1000; Thermo Scientific, Wilmington, DE). Pentru analiza
expresiei de ARNm, ADNc a fost preparat din ARN total utilizadnd trusa de transcriptie inversa ADNc de
mare capacitate (Applied Biosystems, UK) in conformitate cu instructiunile fabricantului. Reactiile de
transciptie inversa au fost efectuate intr-un termociclator (Biometra, Germania) la 25°C timp de 10min,
37°C timp de 120min, $i 85°C timp de 5 min, mentinute la 4°C. ADNc rezultat a fost amplificat in duplicate
prin testul SYBR-Green PCR, si produsele au fost detectate pe o masina PCR in timp real QuantStudio
6 flex (Applied Biosystems, UK) utilizAnd un profil standardizat (denaturare initiala de 95°C timp de 10
minute, urmata de 40 cicluri de 15 secunde de denaturare la 95°C si 60 secunde de recoacere/extensie
la 60/65°C, depinzand de initiatori. S-a adaugat o etapa de disociere dupa 40 de cicluri pentru a genera
o curba de topire. Analiza a fost efectuata utilizand software-ul in timp real Applied Biosystems
QuantStudio PCR v1.2. Secventele initiatoare pentru actina, vilina, TJP1 si TJP2 de ocludin sunt
furnizate in lista de secvente.

Exemplul 16 - Testarea stabilitatii

O compozitie descrisa aici continand cel putin o tulpina bacteriana descrisa aici, este depozitata
intr-un recipient etansat 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 va
ramane cum s-a masurat in unitatile de formare a coloniilor determinata de protocoale standard.

Exemplul 17
Metode
Animale
Animalele si conceperea studiului utilizate au fost aceleasi ca in exemplul 15.

Tulpini bacteriene

e 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)
e Megasphaera massiliensis (MRX0029)

Colectarea tesutului

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

Analiza monoaminei
Concentratia de neurotransmitator a fost analizata cum s-a descris in Exemplul 10.
Testul de citokine splinale

Splinele au fost colectate imediat in 5mL de mediu RPMI dupa sacrificare si cultivate imediat.
Celule din splina au fost mai intdi omogenizate in acest mediu RPMI, urmate de 5 minute de incubare
cu 1ml de tampon de lizare RBC (11814389001 ROCHE, Sigma). S-a adaugat un mediu suplimentar
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de 10 ml de RPMI, urmat de 200G centrifugare timp de 5 minute. Supernatantul a fost apoi filtrat printr-
un filtru de 40um. Celulele au fost numarate si insamantate (4.000.000/mL in medie). Dupa 2,5 ore de
adaptare, celulele au fost stimulate cu lipopolizaharida (LPS-2 pg/ml) sau concanavalin A (ConA-2,5
pug/ml) timp de 24 ore. Dupa stimulare, supernatantii au fost recoltati pentru a evalua eliberarea
citokinelor utilizénd trusa V-PLEX (soarece) cu panoul 1 proinflamator (Meso Scale Discovery, Mariland,
SUA) pentru TNFa, IL-10, IL-1pB, Interferon y, CXCL2 si IL6. Analizele au fost efectuate utilizand MESO
QuickPlex SQ 120, SECTOR Imager 2400, SECTOR Imager 6000, SECTOR S 600.

Analiza expresiei genei

ARN total a fost extras utilizand trusa de izolare ARMmi mirVana™ (Ambion/Llife tehnologii,
Paisley, UK) si tratat DNase (Turbo ADN-liber, Ambion/Life Technologies) in conformitate cu
recomandarile fabricantilor. ARN a fost cuantificat utilizand un spectrofotometru NanoDrop™ (Thermo
Fisher Scientific Inc., Wilmington, Delaware, SUA) in conformitate cu instructiunile fabricantului.
Calitatea ARN a fost evaluata utilizand bioanalizor Agilent (Agilent, Stockport, UK) in conformitate cu
procedura fabricantului si s-a calculat un numar de integritate ARN (RIN). ARN cu valoarea RIN >7 a
fost utilizat pentru experimentele ulterioare. ARN a fost transcris invers la ADNc utilizdnd trusa ADNc
de capacitate ridicata Applied Biosystems (Applied Biosystems, Warrington, UK) in conformitate cu
instructiunile fabricantului. Pe scurt, transcriptaza inversa multiscrisa (50 U/pL) (1)(2)(1)(10) a fost
adaugata ca o parte din amestecul principal la temperatura camerei, incubata la 25°C timp de 10 min,
la 37°C timp de 2 ore,la 85°C timp de 5 min si depozitata la 4°C. PCR cantitativ a fost efectuata utilizand
sonde (6 carboxi fluoresceina - FAM) concepute de Applied Biosystems la genele de soarece tintite
specific, in timp ce s-a utilizat B-actina ca un control endogen. Reactiile de amplificare au continut 1 pl
ADNCc, 5 ul de amestec principal 2X PCR (Roche), 900 nM din fiecare initiator si au fost aduse la un total
de 10 ul prin adaugarea de apa fara RNase. Toate reacitiile au fost efectuate in triplicat utilizand placi
cu 96 de godeuri pe sistemul LightCycler®480. Conditiile ciclice termice au fost cum s-au recomandat
de fabricant (Roche) pentru 55 cicluri. Pentru a verifica contaminarea cu amplicon, fiecare rulare nu a
continut controale sablon in triplicat pentru fiecare sonda utilizata. Valorile pragului de ciclu (Ct) au fost
inregistrate. Datele au fost normalizate utilizdnd B-actina si transformate utilizdnd metoda 2-AACT si
prezentate ca modificare de pliere vs. grupul de control.

Analiza acizilor grasi cu catena scurta in continutul cecal

Continutul cecumului a fost amestecat si vortexat cu apa MilliQ si incubat la temperatura camerei
timp de 10 min. Supernatantii au fost obtinuti prin centrifugare (10000 g, 5 min, 4°C) la bacteria peletului
si la alte solide si prin filtrare de 0,2um. A fost transferat la o fiola GC transparenta si acidul 2-etilbutiric
(Sigma) a fost utilizat ca standard intern. Concentratia de SCFA a fost analizata utilizand un sistem de
ionizare cu flacara Varian 3500 GC, ajustat cu o coloana ZB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm;
Fenomenex). S-a construit o curba standard cu diferite concentratji ale unui amestec standard continand
acetat, propionat, iso-butirat, n-butirat, isovalerat si valerat (Sigma). Maximele au fost integrate prin
utilizarea software-ului versiunea 6.0 de pe statia de lucru Varian Star Chromatography. Toate datele
SCFA sunt exprimate ca ymol/g.

Analiza statistica

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

Rezultate - Productia de neurotransmitatori

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

Rezultate - expresia genei
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Expresia genelor pentru receptorii neurotransmitatori [receptor serotonin 1a(5-HTR1a),
receptorul D1 dopamina, subunitatea B1 a receptorului GABA, receptorul GABAA, receptorii NMDA2A
(Grin2A) si NMDA2B (Grin2b)], markerii inflamatori [IL-1B, IL6, CD11b, TNFa si TLR4], si markerii
endocrini [factor de eliberare al corticosteronului (CRF), receptorii 1 si 2 ai factorului de eliberare al
corticosteronului (CRFR1, CRFR2), factorul neurotrofin derivat din creier (BDNF), receptorul vasopresin,
receptorul oxitocin, receptorul glucocorticoid si receptorul mineralocorticoid] a fost analizata in {esutul
cerebral din hipocampus, amigdale si cortexul prefrontal.

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

Ambele MRx005 si MRx0029 pot creste expresia de CD11b in amigdale (Figura 33A), in timp
ce expresia de IL-6, Grin2a si Grin2b este redusa dupa tratamentul cu MRx005 (Figurile 33B-D). In plus,
MRx005 si MRx0029 au crescut semnificativ expresia de GABRAZ2 si au crescut expresia de GABBR1
in amigdale.

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

Discutie

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

Rezultate - Efectul asupra expresiei de Tph1 si IDO-1

Figura 39 arata ca MRx0029 poate creste semnificativ expresia de triptofan hidroxilaza-1 (Tphl)
in colon si ca tratamentul cu MRX005 poate creste expresia de IDO-1 in colon. Tratamentul cu MRX005
a crescut expresia de Tph1 si IDOI in ileum (Figura 40). Indolamina-pirol 2,3-dioxigenaza-1 (IDO-1) este
prima enzima si limitatoare de viteza in calea triptofan/kinurenina in timp ce triptofan hidroxilaza 1
(Tph1), o izoforma a enzimei triptofan hidroxilaza, este responsabila de sinteza de serotonina. Aceste
date sugereaza ca MRx0029 si MRx005 pot afecta nivelurile de serotonina si calea triptofan/kinurenina.

Rezultate - Efectul asupra nivelurilor metabolite de triptofan

Figura 41 prezinta efectul tratamentului cu MRx005 asupra nivelurilor de kinurenine si triptofan
in circulatie.

Rezultate - Efectul asupra expresiei de citokine din splenocite

Testul de splenocite ex-vivo implica provocarea splenocitelor (celule izolate din splina - un organ
principal implicat in apararea imuna), cu o provocare bacterio sau viral-mimetica.

MRX005 a redus semnificativ nivelurile de interferon-y in splenocite dupa o provocare cu LPS
(Figura 42). Tn plus, MRX005 a redus nivelurile de interleukind-6 si factor de necroz& tumorala dupa o
provocare cu LPS (Figurile 44 si respectiv 45). Tratamentul cu MRx0029 a condus la o reducere in
interferon-y, interleukina-1p si interleukina-6 dupa o provocare cu LPS (Figurile 42, 43 si respectiv 44).

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

Rezultate - Efectul asupra nivelurilor cecale ale acizilor grasi cu catena scurta

Acizii grasi cu catena scurtd (SCFA) sunt produsi cand fibrele nedigerabile din dietd sunt
fermentate de bacterii in intestin. Efectele administrarii de MRX005 sunt prezentate in Figura 48.

Exemplul 18- Analiza ulterioara a modificarilor induse de MRX029 si MRX005 in nivelurile de
expresie ale genei

Metode
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Linie celulara
Celule SH-SY5Y
Tulpini bacteriene

° 755: Parabacteroides distasonis (MRX005)
¢ Megasphaera massiliensis (MRX0029)

gPCR

SHSY5Y au fost placate in placi Petri de 10cm la o densitate de 2x10° celule. Dupa 24 ore
celulele au fost tratate in mediu de diferentiere (mediu de crestere continand 1% FBS fara RA) cu 10%
supernatanti bacterieni sau YCFA+, 10uM RA, 200uM acid hexanoic sau 200uM acid valproic, timp de
17 ore. Dupa aceea, au fost luate imagini reprezentative utilizand microscopul de detaliu EVOS XL cu
contrast de faza la amplificare de 40X/0,65. Celulele au fost colectate, si ARN total a fost izolat in
conformitate cu protocolul mini trusei RNeasy (Qiagen). ADNc-urile au fost facute utilizand trusa de
transcriptie inversa ADNc de mare capacitate (Applied Biosystems). Expresia genei a fost masurata
utilizand gPCR. GAPDH a fost utilizat ca control intern. Modificarea plierii a fost calculata in conformitate
cu metoda 224, Secventele initiatoare pentru MAP2, DRD2, GABRB3, SYP, PINK1, PARKY? si NSE
sunt furnizate n lista de secvente.

Imuno-etichetarea si imaginea celulei

Celulele au fost insamantate pe lamele camera cu 8 godeuri (Marienfeld Laborator Glassware)
la 5x10* celule/godeu peste noapte si au fost tratate cu 10% supernatant bacterian timp de 24 ore.
Pentru diferentiere, celulele au fost tratate cu 10 nM RA timp de 5 zile inainte de a fi tratate cu
supernatant bacterian fara celule timp de 24 ore. Dupa aceea, celulele au fost fixate cu 4%
paraformaldehida in PBS timp de 20 minute la temperatura camerei (RT). Celulele fixate au fost spalate
cu PBS, si permeabilizate cu 1% Triton X-100 in PBS timp de 10 minute. Dupa spalarea cu PBS,
lamelele au fost incubate cu tampon de blocare (4% BSA/PBS) timp de 1 ora la temperatura camerei
inainte de adaugarea de anticorp anti-MAP2 sau B3-tubulina (sc-74421 si sc-80005 respectiv, Santa
Cruz Biotechnology Inc) diluat in 1% BSA/PBS timp de 12 ore la 4°C. Ele au fost apoi spalate de doua
ori cu PBS, urmate de incubare cu conjugat anti-soarece Alexa Flour 488 (Molecular Probes Inc) si
conjugat faloidin Alexa Flour 594 (ab176757, Abcam) timp de 1 ora la temperatura camerei. Dupa
spalarea 3X cu PBS, lamelele au fost colorate cu DAPI si montate cu Vectashield® (Vector
Laboratories). Lamelele au fost urmarite utilizdnd un microscop Axioskop 50 (Zeiss) echipat cu un
obiectiv 63x/1,2 W Korr si seturi de filtre adecvate pentru detectie fluorocromilor utilizati. Timpii manuali
de expunere pentru achizitia digitalda de imagini imuno-etichetate cu MAP-2 au fost {inuti constanti
permitdnd comparatia intre diferite godeuri si tratamente. Timpii de expunere cu faloidin (F-actind) si
DAPI au variat pentru a se adapta domeniului de vedere. Domeniile randomizate de vedere au fost
dobandite utilizdnd o camera Qlmaging controlatd de software-ul Image Pro Plus. Imaginile au fost
salvate ca fisiere TIFF si deschise in Adobe Fotoshop CC 2015,1.2. Imaginile de MAP-2, DAPI si
imaginile faloidin au fost apoi suprapuse si imbinate. Imaginile reprezentative au fost selectate pentru a
ilustra diferentele in abundenta si locatie ale proteinelor examinate.

Imunopatarea

Celulele SH-SYSY cultivate in conditiile indicate descrise mai sus, au fost tratate cu MRx0005 si
MRx0029 timp de 24 ore si apoi lizate in tampon RIPA contindnd amestec de inhibitori de proteaza
(Roche Diagnostics, UK). Concentratia de proteina a fost estimata utilizand trusa de testare a proteinei
BCA (Pierce Biotechnology, Rockford, IL), separata cu SDS-PAGE si transferata la o membrana PVDF.
Membrana a fost apoi blocata cu 5% lapte uscat fara grasime sau 5% BSA si incubata peste noapte la
4°C cu anticorpi primari (respectiv MAP2 si B3-tubulind). Petele au fost apoi incubate cu anticorp
secundar conjugat (HRP) din peroxidaza din hrean adecvata, si proteinele au fost detectate prin trusa
de detectie a chemiluminiscentei (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Pentru ambele MAP2 si 33-
tubuling, B-actina a servit drept control pentru a monitoriza variabilitatea de incarcare a proteinei intre
mostre.

Rezultate si discutie
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Expresia genei

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

Microscopie si imunopatare

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

Secvente

SEQ ID NO:1 (Gena megasphaera massiliensis pentru ARN ribosomal 165, secventa partiala,
tulpina: NP3 - JX424772.1)

1 agagtttgat cctggotcag gacgaacget
ol gagaagagat gagaagcttg cttcocttatca
121 aagcaacctyg cocttocagat ggggacaaca

ggeggogtge ttaacacatg caagteogaac
attcgagtgg caaacgggtg agtaacgogt
getggasacy goetgetaata cogaatacgt

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

tctttececgee
gcttgcgtcet
ggtctgagag
cagcagtggg
tgacggcctt
cggtgtcttt
taatacgtag
tcgcaagtcg
tcgagtgtcg
aggaacacca
aggggagcaa
gtaggaggta
tacggccgceca
gtggtttaat
aagagatttc
ctcgtgtcgt
cagcacctcg
tgacgtcaag
atagagggac
tgcaggctge
gcggtgaata
acccgaagcc
ggtgaagtcg

gcatgacggg
gattagctag
gatgaacggc
gaatcttccg
cgggttgtaa
gacggtaccg
gtggcaagcg
gtcttaaaag
gagaggaaag
gtggcgaaag
acgggattag
tcgactcecctt
aggctgaaac
tcgacgcaac
cggttcttct
gagatgttgg
ggtggggact
tcatcatgcc
gcgaaggagc
aactcgcctg
cgttcccggg
ggtgaggcaa
taacaaggt

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

ggaggccttc
aacggcccac
ctgagacacg
aagtctgacg
tatgggacga
ccacggctaa
ttattgggcg
aaccccgtga
agtgtagcgg
gacgacaact
agtcctggece
gttaacgcaa
tgacgggggc
ttaccaagcc
agaaaacagg
gcaacgagcg
tgccgcagac
tgggctacac
aaaccccaaa
gaatcgctag
accgccegtce
ccagccgtceg

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

tggaggaggg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaacga
ggttaatacc
gcagccgegyg
gcaggcggcea
actgtgaagc
agatattagg
cgcgaaagcc
gatactaggt
gcctggggag
ggtggagtat
ttgctacgga
ctgtcgtcag
cttctgttgce
aaggcgggga
atggctctta
cagttcggat
tcagcatact
agtcattcac
cgatgattgg
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SEQ ID NO:2 (consens secventa 165 ARNr pentru tulpina megasphaera massiliensis MRx0029)

TGAGARGE TTGCTICTTAT CGAT T TAGTGGCAAACGGGTGAGTAACGCGTARGCARCCTGLCCTTCAGATGGGGAC
BACAGCIGGAARCGGCTGCIAATACCGAATACGITCITTCCGCCGCATGACGGGARGARAGAARGGGAGGCCTTICGGES
CTTTCGCTGEAGGAGEEGCTTGCGTCIGAT TAGCTAGT TGGAGGEGTAACGGECCCACCARGGCGACGATCAGTAGCC
GGTCTGAGAGGATGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTT
CCGCAATGGACGARRGTC TGACGEAGCARCGCCGOGTGARCGATGACGGECCTTCGGGTIGTARARGTITCTGTTATATG
GGACGAARCAGGACATCGGT TAATACCCGGTGTCT T TGACGGETACCGTAAGAGAR RGCCACGECTARCTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGETGGCARGCGT TGTCCGGAATTAT TGGGCGTARRGGGCGCGCAGGCGGCATCGCARGT
CGGTCTTAAAAGTGCEREGCTTAACCCCGTGAGGEGACCEAARC TETGAAGCTCGAGTGTCCGAGAGGAAACGCGGAR
TTCC TG TG TAGCGETCARATGCGTAGATAT TAGGAGGARACACCAGTGGCCARRGCGECTTTCTGGACGACARCTGA
COCTGAGECGCGARRGOCAGGGGAGCARRCGGEAT TAGATACCCCEGTAGTCCTGGCCGTARACGATGGATACTAGS
TGTAGGAGGTATCGACTCC T TOTGTGCCGGAGT TARCGCAATARGTATCCCGOC TEGGGAGTACGECCGCAAGGOTS
ARACTCARRGGRATTGACGGGGECCOGCACARGCGETGGAGTATGTGGITTART TCGACGCARCGCGARAGAACCTTA
CCARGCCTIGACATIGAT IGCTACGGARAGAGATTICCGCTTC I TCTICGGAAGACARGAARRCAGGTGGTGCACGS
CTIGTCGICAGCTCGTGTCGIGAGATGI TGGGI TAAGICCCGCARCGAGCGCARCCCCTATCTICTGTTGCCAGCACT
TCGGETGEGGACTCAGARGAGACTGOCGCAGACAATGCGGAGGARGGCGEGGATGACGTCARGTCATCATGCOCCCTT
ATGGCTTIGGGCTACACACGTACTACAATGGEC TCTTAATAGAGGGAAGCGAAGGAGCGATCCGGAGCARACCCCARAR
ACAGAGTCCCAGTTCGGAT IGCAGGCTGCAACTOGCCTGCATGARAGCAGGAATCGCTAGTARTCGCAGGTCAGCATA
CTGCGGTGAATACGTTCCCGEGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGARRGTCATTCACACCCGAAGCCGGTGA
GGCAACCGCAAG

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

Nume |Secventa directa Secventa inversa

ACTB |GATCAAGATCATTGCTCCTC (3) TTGTCAAGAAAGGGTGTAAC (4)
GAPDH |[GGTATCGTGGAAGGACTCATG (5) |ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTC (6)
MAP2 |CTCAGCACCGCTAACAGAGG (7) CATTGGCGCTTCTCTCCTC (8)
Ocludin [AAGAGGAATTTTGACACTGG (9) GCCATGTACTCTTCACTTTC (10)
TJ1 AAGTCACACTGGTGAAATCC (11) CTCTTGCTGCCAAACTATCT (12)
TIP2 CCCTCCCCTGGATCAGGAT (13) GCCATCAAACTCGTCCATCA (14)
Vilin CATTACCTGCTCTACGTTTG (15) AGATGGACATAAGATGAGGTG (16)

SEQ ID NO:17 (consens secventa 165 ARNr pentru tulpina parabacteroides distasonis MRX0005)

AMCCGEGTGGECGACCGELGCACGEETGAGTARCGOGTATGCARCTTGCCTATCAGAGGGGGATARCCCGGCGARRAGT
CEGACTARTACCGCATGAAGCAGGGATCCOGCATGOGAATATT IGC TAAAGATICATCGC TGATAGATAGGCATGLG
TTCCATTAGGCAGTIGGCGGEGTARCGGCCCACCARACCGACGATGGATAGGGGT TCTGAGAGGAAGGTCCCCCACA
TTGETACTGAGACACGEACCARAACTCCTACGGEAGECAGCAGTGAGGRATATTCETCAATGEECGTGAGCCTGARACC
BGCCARGTCGCGTGAGGGATGAAGETICTATGEGATCGTAAACCTCTTTTATAAGGGARATAAAGTGCGGGACGTGTCC
CGTTTTGTATGTACCTTATGAATARGGATCGGCTARC TCCGTRCCAGCAGCCGCGETAATACGRAGGATCCGRGCGT
TATCCGGATTTATTGGGT T TARAGGGTGCGTAGGCGGCCTTTTARGTCAGCGGTGARAGTCTGTGGCTCARCCATAG
AT TGO CGT T AR AT EGA GG TTCAGTATCT TTEAGGCAGECGEAATGCGTEE TETAGCGETGARATGCATACGAT
ATCACGCAGARCCCCGAT TGCGAAGGCAGCCTGLCARGCCATTACTGACGCTGATGCACGAARGCGTGEGEATCARR
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCAGTARRCGATGATCACTAGCTGTTTGOGATACACTGTARGCGGCACRGT
GRAARAGCGT TAAGTGATCCACCTGEEGAGTACGCCGECAACGETGARACTCARAGGAATTGACGOGGGLCCGCACARAG
CGGAGGAACATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCT TACCCGGGT TTGAACGCAT TCGGACHMGAKGTGGAR
ACACATTITCTAGCARTAGCCATTIGCGAGGTGCTGCATEGTIGTOGTCAGCTCG TGCCGTGAGGTGTCGGCTTARG
TGCCATARCGAGCGCAACCCTTGCCACTAGT TACTARCAGGTARAGC TGAGGACTC TGETGGGACTGOCAGCGTARG
CIGCGAGGARGGCGEEGATGACGTCARAT CAGCACGGCCCTTACATCCGGGGCGACACACGTGTTACARTGGOGTGG
ACAAARGGGARGCCACCTGGOGACAGGGAGCGAATCCCCARACCACGTCTCAGTTOGGATCGGAGTC TGCAACCCGAL
TCCGTEAARGCTGGATTCGCTAGTARTCGCGCATCAGCCATGGOGCGGTGRATACGTTCCCGEGCCTTGTACACACCS
CCCGTCARGCCATGGRAGCCGGGEETACCTGAMGTCCGTARCCGCGAGGATCGRCC TAGGGTARAACTGETGACTGE
GGECTARGTCGTACGGGE
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Initiatori si sonde utilizate pentru gPCR ex vivo (cu SEQ ID NO in paranteze)

Nume |Secventa directa Secventa inversa Sonda
ACTB |GAT TAC TGC TCT GGC|GAC TCA TCG TAC TCC
TCC TAG (18) TGCTTG (19) /56-FAM/CTG GCC TCA /ZEN/CTG TCC ACC

TTC C/31ABKFQ/ (20)

GAPDH|AAT GGT GAA GGT CGG|GTG GAG TCA TAC TGG

TGT G (21) AAC ATG TAG (22) /56-FAM/TGC AAA TGG /ZEN/CAG CCC TGG
TG/3IABKFQ/ (23)
BDNF GCA ACC GAA GTATGA
GCTGCCTTGATGTTITACTTTG AAT AAC CA (25) /56-FAM/ACC AGG TGA /ZEN/GAA GAG

AC (24) TGA TGA CCATCC /31ABKFQ/ (26)

IL6 AGC CAG AGT CCT TCA|TCC TTA GCC ACT CCT
GAG A (27) TCT GT (28) /56-FAM/CCT ACC CCA /ZEN/ATT TCC AAT

GCT CTC CT/31ABKFQ/ (29)

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

ID gena |Secventa directa Secventa inversa
NSE CCCTGTATCGTAAGAACGGT (30) GCCACCATTGATCACGTTGA (31)
PINK1 |CCCAAGCAACTAGCCCCTC (32) GGCAGCACATCAGGGTAGTC (33)

PARK7 |GTAGCCGTGATGTGGTCATTT (34) CTGTGCGCCCAGATTACCT (35)
SYP CTCGGCTTTGTGAAGGTGCT (36) GGCTTCATGGCATCAACTTCA (37)
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