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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden cepas bacterianas
CAMPO TECNICO

[0001] Esta invencion esta en el campo de las composiciones que comprenden cepas bacterianas aisladas de la tracto
digestivo de los mamiferos y el uso de tales composiciones en el tratamiento de la enfermedad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El intestino humano se cree que es estéril en el Utero, pero esta expuesto a una gran variedad de maternos y
microbios ambientales inmediatamente después del nacimiento. A partir de entonces, se produce un periodo dinamico
de colonizacion y sucesion microbiana, que esta influenciado por factores como el modo de entrega, el medio
ambiente, la dieta y el genotipo del huésped, todos los cuales impactan en la composicion de la microbiota intestinal,
particularmente durante los primeros afios de vida. Posteriormente, la microbiota se estabiliza y se convierte en un
adulto [1]. La microbiota intestinal humana contiene mas de 500-1000 filotipos diferentes que pertenecen
esencialmente a dos divisiones bacterianas principales, los Bacteroidetes y los Firmicutes [2]. Las exitosas relaciones
simbidticas que surgen de la colonizacion bacteriana del intestino humano han producido una amplia variedad de
funciones metabodlicas, estructurales, protectoras y otras beneficiosas. Las actividades metabdlicas mejoradas del
intestino colonizado aseguran que los componentes dietéticos que de otro modo no serian digeribles se degradan con
la liberacion de subproductos que proporcionan una importante fuente de nutrientes para el huésped. Del mismo modo,
la importancia inmunolégica de la microbiota intestinal es bien reconocida y se ejemplifica en animales libres de
gérmenes que tienen un sistema inmunitario deteriorado que se reconstituye funcionalmente después de la
introduccion de bacterias comensales [3-5].

[0003] Los cambios dramaticos en la composicion de la microbiota se han documentado en los trastornos
gastrointestinales tales como enfermedad inflamatoria intestinal (IBD). Por ejemplo, los niveles de la bacteria de cluster
XIVa Clostridium se reducen en pacientes con Ell mientras que el numero de E. coli aumenta, lo que sugiere un cambio
en el equilibrio de simbiontes y patobiontes dentro del intestino [6-9]. Curiosamente, esta disbiosis microbiana también
se asocia con desequilibrios en las poblaciones de células efectoras T.

[0004] En reconocimiento del efecto positivo potencial que ciertas cepas bacterianas pueden tener en el intestino
animal, varias cepas se han propuesto para uso en el tratamiento de diversas enfermedades (véase, p. €j., [10-13]).
Ademas, ciertas cepas, incluidas principalmente cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, se han propuesto para su
uso en el tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes que no estan directamente relacionadas
con los intestinos (ver [14] y [15] para revisiones). Sin embargo, la relacion entre diferentes enfermedades y diferentes
cepas bacterianas, y los efectos precisos de cepas bacterianas particulares en el intestino y a nivel sistémico y en
cualquier tipo particular de enfermedades, estan pobremente caracterizados.

[0005] Los documentos WO2011/110918 y W0O2011/149335 describen estudios clinicos que usan probidticos en el
tratamiento de dermatitis atopica y alergias. EI documento W02009/072889 describe estudios clinicos que usan
probiéticos en el tratamiento del asma alérgica.

[0006] Existe un requisito en la técnica para nuevos métodos de tratamiento de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. También hay un requisito para que los efectos potenciales de las bacterias intestinales se caractericen
para que se puedan desarrollar nuevas terapias que usen bacterias intestinales.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0007] La invencién proporciona una composicion que comprende la bacteria depositada bajo el numero de acceso
NCIMB 42380 o una bacteria que tiene una secuencia de 16s ARNr que es al menos 98% idéntica a SEQ ID NO: 1,
para uso en un método de tratamiento o prevencion del asma neutrofilica.

[0008] Los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. En particular, los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir enfermedades y
afecciones mediadas por IL-17 o la via Th17. En particular, los inventores han identificado una nueva cepa bacteriana
que es efectiva para reducir la respuesta inflamatoria Th17. Como se describe en los ejemplos, la administracion oral
de composiciones que comprenden la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380 puede reducir la
gravedad de la respuesta inflamatoria, incluida la respuesta inflamatoria Th17, en modelos de raton de asma, artritis
reumatoide y esclerosis multiple. Como también se describe en los ejemplos, la administracién oral de composiciones
que comprenden la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380 puede reducir el tamafio del tumor
en modelos de cancer de raton que pueden estar asociados con la respuesta inflamatoria Th17.

[0009] Los inventores han identificado que el tratamiento con tales cepas bacterianas puede reducir los niveles de
citocinas que son parte de la via Th17, incluyendo IL-17, puede aliviar la respuesta inflamatoria Th17 y puede
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proporcionar beneficios clinicos en modelos de ratéon de enfermedades inflamatorias y autoinmunes mediadas por IL-
17 y lavia Th17.

[0010] En un ejemplo particular, la divulgacion proporciona una composicion que comprende la bacteria depositada
bajo el numero de acceso NCIMB 42380 o un biotipo mismo, para uso en un método de tratamiento o prevencion de
una enfermedad o condicion seleccionada del grupo que consiste en: esclerosis multiple; artritis, tal como artritis
reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica o artritis idiopatica juvenil; neuromielitis 6ptica (enfermedad de Devic);
espondilitis anquilosante; espondiloartritis; psoriasis; lupus eritematoso sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal,
como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa; enfermedad celiaca; asma, tal como asma alérgica o asma neutrofilica;
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC); cancer, como cancer de mama, cancer de colon, cancer de
pulmoén o cancer de ovario; uveitis; escleritis; vasculitis; enfermedad de Behcet; aterosclerosis; dermatitis atopica;
enfisema; periodontitis; rinitis alérgica; y rechazo de aloinjerto. El efecto que se muestra para la bacteria depositada
con el nimero de acceso NCIMB 42380 en la respuesta inflamatoria Th17 puede proporcionar beneficios terapéuticos
para enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 y la via Th17, como las enumeradas anteriormente.

[0011] Como se sefialé anteriormente, la invencidon proporciona una composicion que comprende la bacteria
depositada bajo numero NCIMB 42380 o una bacteria que tiene una secuencia de 16s ARNr que es al menos 98%
idéntica a SEQ ID NO: 1, para uso en un método de tratamiento o prevencion del asma neutrofilica. Los inventores
han identificado que el tratamiento con la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380 puede reducir
el reclutamiento de neutrofilos y eosindfilos en los pulmones, lo que puede ayudar a tratar o prevenir el asma. Ademas,
los inventores han probado y demostrado la eficacia de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380
en modelos de asma en ratones. El efecto mostrado para las composiciones de la invencion sobre neutréfilos y
eosindfilos significa que pueden ser particularmente eficaces para tratar o prevenir el asma neutréfila y el asma
eosinofilico. De hecho, en ciertas realizaciones, la composicién es para usar en un método para reducir una respuesta
inflamatoria neutrofilica en el tratamiento o prevencién del asma neutrofilica, o la composicién es para usar en un
método para reducir una respuesta inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o prevencién de asma neutrofilica Se
muestra que la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380 tiene un efecto particularmente
pronunciado sobre los neutrdfilos en los modelos de asma y el tratamiento con esta bacteria puede ser particularmente
eficaz para tratar el asma neutrofilica.

[0012] La presente divulgacion proporciona una composicion que comprende la bacteria depositada bajo el numero
de acceso NCIMB 42380 o un biotipo mismo, para uso en un método de tratamiento o prevencién de la artritis
reumatoide. Los inventores han identificado que el tratamiento con la bacteria depositada con el nimero de acceso
NCIMB 42380 puede proporcionar beneficios clinicos en un modelo de ratén de artritis reumatoide y puede reducir la
inflamacién de las articulaciones. En realizaciones preferidas, la divulgaciéon proporciona una composicion que
comprende la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380 o un biotipo de la misma, para uso en el
tratamiento de la artritis reumatoide. Las composiciones que usan la bacteria depositada con el nUmero de acceso
NCIMB 42380 pueden ser particularmente efectivas para tratar la artritis reumatoide.

[0013] La presente divulgacion proporciona una composicién que comprende la bacteria depositada bajo el numero
de acceso NCIMB 42380 o un biotipo mismo, para uso en un método de tratamiento o prevencion de la esclerosis
multiple. Los inventores han identificado que el tratamiento con la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB
42380 puede reducir la incidencia y la gravedad de la enfermedad en un modelo de ratén de esclerosis multiple. En
realizaciones preferidas, la descripcion proporciona una composicion que comprende la bacteria depositada con el
numero de acceso NCIMB 42380 o un biotipo de la misma, para usar en el tratamiento de la esclerosis multiple. Las
composiciones que usan la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380 pueden ser particularmente
efectivas para tratar la esclerosis multiple.

[0014] La presente divulgacion proporciona una composicion que comprende la bacteria depositada bajo el numero
de acceso NCIMB 42380 o un biotipo mismo, para uso en un método de tratamiento o prevencién de cancer, como el
cancer de mama, de pulmén o de higado. Los inventores han identificado que el tratamiento con la bacteria depositada
con el numero de acceso NCIMB 42380 puede reducir el crecimiento tumoral en modelos de ratén de cancer de mama,
pulmédn e higado. En ciertas realizaciones, la composicion es para usar en un método para reducir el tamafio del tumor
o prevenir el crecimiento del tumor en el tratamiento del cancer.

[0015] En ciertas realizaciones, las composiciones de la descripcidon son para su uso en un método de reduccion de
IL-17 o la reduccion de la diferenciacién de células Th17 en el tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccién
mediada por IL-17 o la via Th17. En particular, las composiciones de la divulgacién pueden usarse para reducir la
producciéon de IL-17 o reducir la diferenciacién de células Th17 en el tratamiento o prevencion de asma, artritis
reumatoide o esclerosis multiple o asma, artritis reumatoide, esclerosis multiple, cancer o uveitis. Preferiblemente, la
divulgacioén proporciona composiciones que comprenden la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB
42380 o un biotipo de la misma, para uso en la reduccién de la produccion de IL-17 o la reduccioén de la diferenciacion
de células Th17 en el tratamiento o prevencién de asma, artritis reumatoide o esclerosis multiple. La divulgacién
también proporciona composiciones que comprenden la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380
0 un biotipo de la misma, para su uso en la reduccion de la produccién de IL-17 o la reduccién de la diferenciaciéon de
células Th17 en el tratamiento o prevencion del cancer.
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[0016] En ciertas realizaciones, la composicion es para uso en un paciente con niveles de IL-17 elevados o células
Th17. El efecto sobre la respuesta inflamatoria Th17 que se muestra para la bacteria depositada con el nimero de
acceso NCIMB 42380 puede ser particularmente beneficioso para tales pacientes.

[0017] En formas de realizacion preferidas de la invencion, la cepa bacteriana en la composicién es la bacteria
depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 42380. Cepas bacterianas de biotipo también se pueden usar, tales
como cepas bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16S que es al menos 98%, 99%, 99,5% 0 99,9% idéntico
a SEQ ID NO: 1. Preferiblemente, la cepa bacteriana para usar en la invencion tiene la secuencia de ARNr 16s
representada por la SEQ ID NO: 1.

[0018] En ciertas realizaciones, la composicién de la invencién es para administracion oral. La administracién oral de
las cepas descritas en el presente documento puede ser eficaz para tratar enfermedades y afecciones mediadas por
la viaIL-17 0 Th17. Ademas, la administracion oral es conveniente para pacientes y profesionales y permite la entrega
y/o colonizacién parcial o total del intestino.

[0019] En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion comprende uno o mas excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

[0020] En ciertas realizaciones, la composicion de la invencién comprende una cepa bacteriana que ha sido liofilizada.
La liofilizacidon es una técnica efectiva y conveniente para preparar composiciones estables que permiten el suministro
de bacterias.

[0021] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona un producto alimenticio que comprende la composicion como
se describe anteriormente.

[0022] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una composicion de vacuna que comprende la composicion
como se ha descrito anteriormente.

[0023] En el desarrollo de la invencidn anterior, los inventores han identificado y caracterizado una cepa bacteriana
que es particularmente util para la terapia. La bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380 se muestra
eficaz para tratar las enfermedades descritas en este documento, tales como artritis, asma y esclerosis mdltiple. Por
lo tanto, en otro aspecto, la divulgacién proporciona una célula de la bacteria depositada con el numero de acceso
NCIMB 42380, o un derivado del mismo. La divulgacion también proporciona composiciones que comprenden tales
células, o cultivos bioldgicamente puros de tales células. La divulgacion también proporciona una célula de la bacteria
depositada con el niumero de acceso NCIMB 42380, o un derivado del mismo, para su uso en terapia, en particular
para las enfermedades descritas en el presente documento. La bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB
42380 también se muestra efectiva para tratar el cancer.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0024]

Figura 1: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuentos de células de fluido
BAL totales.

Figura 2: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de eosindfilos
en BALF.

Figura 3: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcién de eosindfilos en
BALF.

Figura 4: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de macrofagos
en BALF.

Figura 5: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcion de macréfagos en
BALF.

Figura 6: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico: Recuento total de neutréfilos
en BALF.

Figura 7: Modelo de ratdén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcidon de neutréfilos en
BALF.

Figura 8: Modelo de ratdon de asma inducida por acaros del polvo doméstico: recuento total de linfocitos en
BALF.
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Figura 9: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcién de linfocitos en
BALF.

Figura 10: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Recuento total de células de liquido BAL.

Figura 11: Modelo de ratén de asma neutrofilica severa - Recuento total de eosindfilos en BALF.

Figura 12: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Proporcién de eosinoéfilos en BALF.

Figura 13: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Recuento total de macréfagos en BALF.

Figura 14: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Proporciéon de macréfagos en BALF.

Figura 15: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Recuento total de neutrofilos en BALF.

Figura 16: Modelo de ratén de asma neutrofilica severa - Proporcion de neutrofilos en BALF.

Figura 17: Modelo de ratén de asma neutrofilica severa - Recuento total de linfocitos en BALF.

Figura 18: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Proporcion de linfocitos en BALF.

Figura 19: Modelo de raton de artritis reumatoide: Pesos corporales, dias -14 a 0. Los datos se presentan
como porcentajes promedio de + SEM de los pesos corporales iniciales (dia -14). Significacion estadistica: A
p <0,05y A A A A p <0,0001 cuando se compara con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 20: Modelo de ratén de artritis reumatoide: Pesos corporales, dias 0 a 42. Los datos se presentan
como porcentajes promedio de + SEM de los pesos corporales iniciales (dia 0). A p <0,05, ¢ p<0,05, A A A
p <0,001, *+++ p <0,0001 en comparacion con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 21: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Puntajes clinicos. Los datos se presentan como + SEM
media. **** p < 0,0001 en comparacion con el dia 21 en el grupo tratado con vehiculo. ¢, O p <0,05 en
comparacioén con el grupo tratado con vehiculo en un dia determinado.

Figura 22: Modelo de raton de artritis reumatoide: Respuesta proliferativa de esplenocitos al colageno Il. Los
medios de fondo restados [estimulados por Cll - medios de fondo] cuentan por minuto en funcién de la
incorporacion de 3H-TdR. Todos los datos se presentan como + SEM media. ** p <0,01 en comparacién con

el grupo de vehiculos.

Figura 23: Modelo de ratdn de artritis reumatoide: Niveles de IFNy en sobrenadantes de cultivo de tejidos.
Las lineas representan los valores medios del grupo.

Figura 24: Modelo de raton de artritis reumatoide: Niveles de IL-17A en sobrenadantes de cultivo de tejidos.
Las lineas representan los valores medios del grupo.

Figura 25: Modelo de raton de artritis reumatoide: Niveles de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de tejidos.
Las lineas representan los valores medios del grupo.

Figura 26: Modelo de ratén de artritis reumatoide: Niveles de IL-6 en sobrenadantes de cultivo de tejidos.
Las lineas representan los valores medios del grupo.

Figura 27: Sistema de puntuacion de histopatologia.
Figura 28: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - IgE total en suero

Figura 29: Modelo de raton de asma inducida por acaros de polvo doméstico - IgG1 especifica de HDM en
suero

Figura 30: Modelo de raton de asma inducida por acaros de polvo doméstico - IgE total en BALF

Figura 31: Modelo de ratdén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - IgG1 especifica de HDM en
BALF

Figura 32: Modelo de raton de asma inducida por acaros de polvo doméstico - Analisis histoldgico -
Puntuacion media de infiltracion peribronquiolar
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Figura 33: Modelo de raton de acaros del polvo doméstico- asma inducida - Analisis histolégico - Puntuacion
media de infiltracion perivascular

Figura 34: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Analisis histologico -
Puntuacion inflamatoria media (Promedio de puntuacion de infiltraciéon peribronquiolar y perivascular)

Figura 35: Modelo de raton de acaros inducidos por &caros del polvo doméstico asma - Andlisis histolégico
- Puntuacién de moco

Figura 36: Modelo de raton del asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-9 en tejido
pulmonar

Figura 37: Modelo de raton del asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-1a en tejido
pulmonar

Figura 38: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IFNg en tejido
pulmonar

Figura 39: Modelo de ratén de asma inducida por acaros de polvo doméstico - Nivel de IL-17A en tejido
pulmonar

Figura 40: Modelo de raton de acaros del polvo doméstico asma inducida - Nivel de IL-4 en tejido pulmonar

Figura 41: Modelo de ratéon del asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-5 en tejido
pulmonar

Figura 42: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-1b en tejido
pulmonar

Figura 43: Modelo de ratdon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de RANTES en tejido
pulmonar

Figura 44: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - MIP-1a nivel en tejido
pulmonar

Figura 45: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de KC en tejido pulmonar

Figura 46: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros de polvo doméstico - Nivel de MIP-2 en tejido
pulmonar

Figura 47: Modelo de ratén de graves asma neutrofilica - IgG1 especifica de HDM en suero
Figura 48: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - IgG2a especifica de HDM en suero
Figura 49: Modelo de ratén de asma neutrofilica severa - IgG1 especifica de HDM en BALF
Figura 50: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - IgG2a especifica de HDM en BALF

Figura 51: Modelo de raton de asma neutrofilica severa — Analisis histolégico - Puntuacion media de
infiltracién peribronquiolar

Figura 52: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Analisis histologico - Puntuacion media de
infiltracion perivascular

Figura 53: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Analisis histolégico - Puntuacion inflamatoria media
(Promedio de puntuacién de infiltraciéon peribronquiolar y perivascular)

Figura 54: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Nivel de TNFa en tejido pulmonar
Figura 55: Modelo de ratén de asma neutrofilica severa - Nivel de IL-1a en tejido pulmonar
Figura 56: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Nivel de IFNg en tejido pulmonar

Figura 57: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Nivel de IL-17F en tejido pulmonar
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Figura 58: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Nivel de IL-1b en tejido pulmonar

Figura 59: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Nivel RANTES en tejido pulmonar

Figura 60: Modelo de raton de asma neutrofilica severa - Nivel de MIP-2 en tejido pulmonar

Figura 61: Modelo de ratéon de asma neutrofilica severa - Nivel de KC en tejido pulmonar

Figura 62: Modelo de raton de asma neutrofilica severa: Nivel de IL-17A en tejido pulmonar

Figura 63: Modelo de raton de asma neutrofilica severa: Nivel de MIP-1a en tejido pulmonar

Figura 64: Modelo de raton de asma neutrofilica severa: Nivel de IL-33 en tejido pulmonar

Figura 65: Modelo de ratén de artritis reumatoide: Plantilla visual para la puntuacién de histopatologia.
Imagenes representativas que muestran puntajes compuestos de las articulaciones tarsales del ratén en un

estudio de artritis inducida por colageno.

Figura 66: Modelo de ratdon de artritis reumatoide - Histopatologia: Puntajes de inflamacion. Los datos se
presentan como + SEM media. ** p <0,01 en comparacion con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 67: Modelo de raton de artritis reumatoide - Histopatologia: Puntajes de cartilago. Los datos se
presentan como + SEM media. *** p <0,001 en comparacién con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 68: Modelo de raton de artritis reumatoide - Histopatologia: Puntajes 6seos. Los datos se presentan
como + SEM media. *** p <0,001 en comparacién con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 69: Modelo de raton de artritis reumatoide - Histopatologia: Puntajes totales. Los datos se presentan
como + SEM media. * p <0,05, *** p <0,001 en comparacién con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 70: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Histopatologia: Imégenes representativas. La
identificacion del animal (#n.n) y la extremidad (R para la derecha, L para la izquierda) se indican entre
paréntesis. Imagen superior izquierda (vehiculo): destruccidon extensa de articulaciones y huesos con
inflamacion y fibrosis que se extienden a los tejidos blandos periarticulares.

Figura 71: Modelo de raton de esclerosis multiple: Puntuacion clinica.

Figura 72: Modelo de raton de esclerosis multiple - Incidencia de enfermedad.

Figura 73: Modelo de raton de cancer de mama - Volumen tumoral.

Figura 74: Modelo de raton de cancer de pulmén - Volumen tumoral.

Figura 75: Modelo de raton de cancer de higado - Peso del higado.

Figura 76: Fijacion de cepas de tipo MRX004 y B. breve a células humanas.

Figura 77: Ensayo de produccién de exopolisacarido.

Figura 78: Produccién de exopolisacaridos unidos y liberados por MRX004.

Figura 79: Fijacion de MRX004 a las células Caco-2.

Figura 80: Perfil de ID rapida 32 A de MRX004 solo (A) y en comparacion con cepas de tipo B. breve (B).
Blanco = reaccién negativa (sin cambio de color), sombreado hacia abajo = reaccién positiva intermedia
(cambio de color débil) y negro = reaccion positiva (fuerte cambio de color apropiado).

Figura 81: Analisis API® 50 CH de MRX004. Sombreado cruzado hacia arriba = reaccion negativa (sin
cambio de color), sombreado cruzado hacia abajo = reaccion positiva intermedia (cambio de color débil),

negro = reaccion positiva (cambio de color apropiado fuerte) y blanco = reaccién dudosa (cambio de color
inesperado).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Cepas bacterianas
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[0025] Las composiciones de la invencién comprenden la bacteria depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 42380
0 una bacteria que tiene una secuencia de 16S ARNr que es al menos 98% idéntica a SEQ ID NO: 1. Los ejemplos
demuestran que tales bacterias son utiles para tratar o prevenir enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la
via Th17. Los ejemplos también demuestran que tales bacterias son utiles para tratar o prevenir el cancer. La cepa
bacteriana preferida es la bacteria depositada bajo el niumero de acceso NCIMB 42380.

[0026] La bacteria depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 42380 se probd en los ejemplos y también se
denomina en este documento como la cepa 751 o MRX004. En la SEQ ID NO: 1 se proporciona una secuencia parcial
de ARNr 16S para la cepa 751 que se probd. La cepa 751 fue depositada ante la autoridad depositaria internacional
NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) por GT Biologics Ltd. (Life Sciences Innovation
Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Escocia) el 12 de marzo de 2015 y se le asigné la adhesion numero NCIMB 42380.
GT Biologics Ltd. posteriormente cambié su nombre a 4D Pharma Research Limited.

[0027] Una secuencia del genoma de la cepa 751 se proporciona en SEQ ID NO: 2 en el listado de secuencias
publicado con el documento WO 2016/203223.

[0028] También se espera que cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria depositada bajo el nimero de acceso
NCIMB 42380 sean eficaces para tratar o prevenir enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la via Th17.
También se espera que las cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria depositada con el numero de acceso
NCIMB 42380 sean efectivas para tratar o prevenir el cancer. Un biotipo es una cepa estrechamente relacionada que
tiene las mismas caracteristicas fisiologicas y bioquimicas o muy similares.

[0029] En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la invencién tiene una secuencia de 16s ARNr que es
al menos 98%, 99%, 99,5% o 99,9% idéntica al SEQ ID NO: 1. Preferiblemente, la cepa bacteriana para usar en la
invencién tiene la secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ ID NO: 1.

[0030] Alternativamente, las cepas que son biotipos de la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380
y que se divulga en el presente documento pueden identificarse secuenciando otras secuencias de nucledétidos para
la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380. Por ejemplo, sustancialmente todo el genoma puede
secuenciarse y una cepa de biotipo descrita en el presente documento puede tener al menos 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 99,5% 0 99,9% de identidad de secuencia en al menos 80% de su genoma completo (p. €j., en al menos 85%,
90%, 95% o 99%, o en todo su genoma). Otras secuencias adecuadas para usar en la identificacion de cepas de
biotipo pueden incluir hsp60 o secuencias repetitivas tales como BOX, ERIC, (GTG)s5, o REP o [i]. Cepas de biotipo
pueden tener secuencias con al menos el 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% de identidad de secuencia con
la secuencia correspondiente de la bacteria depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 42380.

[0031] En ciertos casos, la cepa bacteriana para usar en la invencion tiene un genoma con identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 2 del documento WO 2016/203223. En casos preferidos, la cepa bacteriana para usar en la
invencion tiene un genoma con una identidad de secuencia de al menos 90% (p. €j., al menos 92%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de secuencia identidad) a SEQ ID NO: 2 del documento WO 2016/203223 en al menos 60%
(p- €j., al menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % o 100%) de SEQ ID NO: 2 de WO
2016/203223. Por ejemplo, la cepa bacteriana para usar en la invencion puede tener un genoma con al menos un 90%
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 del documento WO 2016/203223 en el 70% de la SEQ ID NO: 2 del
documento WO 2016/203223, o en al menos 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 del documento WO
2016/203223 a través del 80% de la SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos 90% de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 2 del WO 2016/203223 90% de SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos 90% de identidad
de secuencia con SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223 en 100% de SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos
95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223 en el 70% de la SEQ ID NO: 2 de WO
2016/203223, o al menos 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 del WO 2016/203223 en 80 % de SEQ
ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223 en
90% de SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos 95 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 de WO
2016/203223 en el 100% de SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos 98% de secuencia e identidad con la
SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223 en el 70% de la SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos 98% de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223 en el 80% de SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223, o al menos
98% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223 en 90% de SEQ ID NO: 2 de WO 2016/203223,
o al menos 98% de secuencia identidad con la SEQ ID NO: 2 del WO 2016/203223 en el 100% de la SEQ ID NO: 2
del WO 2016/203223.

[0032] Alternativamente, las cepas que son biotipos de la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380
y que son adecuadas para su uso en la invencion pueden identificarse usando el analisis de fragmentos de restriccion
y depdsito del nimero de acceso NCIMB 42380 y/o analisis de PCR, por ejemplo mediante el uso de un polimorfismo
fluorescente amplificado de longitud de fragmento (FAFLP) y el elemento repetitivo de ADN (rep)-huellas dactilares de
PCR, o perfil de proteinas, o secuenciacion parcial de ADNr 16S o 23s. En realizaciones preferidas, tales técnicas se
pueden utilizar para identificar las cepas de la misma especie como la bacteria depositada bajo el nimero de acceso
NCIMB 42380.
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[0033] En ciertas realizaciones, las cepas que son biotipos de la bacteria depositada bajo el nimero de acceso NCIMB
42380 y que son adecuadas para usar en la invencién son cepas que proporcionan el mismo patrén que la bacteria
depositada con el numero de acceso NCIMB 42380 cuando se analizan mediante analisis de restriccion de ADN
ribosémico amplificado (ARDRA), por ejemplo cuando se usa la enzima de restriccion Sau3Al (para ejemplos de
métodos y orientacion, ver, por ejemplo, [17]). Alternativamente, las cepas de biotipo se identifican como cepas que
tienen los mismos patrones de fermentacion de carbohidratos como la bacteria depositada bajo el nimero de acceso
NCIMB 42380.

[0034] Las cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 42380 y
que son utiles en las composiciones y los métodos de la invencion pueden identificarse utilizando cualquier método o
estrategia apropiados, incluidos los ensayos descritos en los ejemplos. Por ejemplo, los biotipos para usar en la
invencion pueden identificarse cultivando en YCFA anaerdbico y/o administrando las bacterias al modelo de ratén de
artritis inducida por colageno tipo Il y luego evaluando los niveles de citoquinas. En particular, las cepas bacterianas
que tienen patrones de crecimiento, tipo metabdlico y/o antigenos de superficie similares a la bacteria depositada con
el niumero de acceso NCIMB 42380 pueden ser utiles en la invencion. Una cepa de biotipo tendra una actividad
inmunomoduladora comparable a la cepa NCIMB 42380. En particular, una cepa de biotipo provocara efectos
comparables en los modelos de asma, artritis, esclerosis multiple y enfermedad por cancer y efectos comparables en
los niveles de citocinas a los efectos mostrados en los Ejemplos, que pueden identificarse utilizando los protocolos de
cultivo y administracion descritos en el Ejemplos.

[0035] Una cepa particularmente preferida de la invencion es la bacteria depositada bajo el nimero de acceso NCIMB
42380. Esta es la cepa ejemplar 751 ensayada en los ejemplos y se muestra para ser eficaz para tratar la enfermedad.
La divulgacion proporciona una célula, tal como una célula aislada, de la bacteria depositada con el numero de acceso
NCIMB 42380, o un derivado de la misma. La divulgacidon también proporciona una composicion que comprende una
célula de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380, o un derivado de la misma. La divulgacién
también proporciona un cultivo biolégicamente puro de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380.
La divulgaciéon también proporciona una célula de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380, o
un derivado de la misma, para su uso en terapia, en particular para las enfermedades descritas aqui.

[0036] Un derivado de la bacteria depositada bajo el numero de acceso NCIMB 42380 puede ser una cepa hija
(progenie) o una cepa cultivada (subclonaron) de la original. Un derivado de una cepa de la descripcion puede
modificarse, por ejemplo a nivel genético, sin eliminar la actividad biolégica. En particular, una cepa derivada de la
divulgacion es terapéuticamente activa. Una cepa derivada tendra una actividad inmunomoduladora comparable a la
cepa NCIMB 42380. En particular, una cepa derivada provocara efectos comparables en los modelos de asma, artritis,
esclerosis multiple y enfermedad por cancer y los mismos efectos comparables en los niveles de citoquinas a los
efectos mostrados en los Ejemplos, que pueden identificarse utilizando los protocolos de cultivo y administracion
descritos en los ejemplos. Un derivado de la cepa NCIMB 42380 generalmente sera un biotipo de la cepa NCIMB
42380.

[0037] Las referencias a las células de la bacteria depositadas con el nimero de acceso NCIMB 42380 abarcan
cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia terapéutica que la cepa depositada con
el nimero de acceso NCIMB 42380, y dichas células estan abarcadas por la invencion.

[0038] En realizaciones preferidas, las cepas bacterianas en las composiciones de la invencion son viables y capaces
de colonizar parcial o totalmente el intestino.

[0039] En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la invencion tiene una baja adherencia a las células
epiteliales intestinales humanas, en particular las células Caco-2. En una realizacién preferida, la cepa bacteriana para
usar en la invencion tiene baja adherencia a las células epiteliales intestinales humanas, en particular a las células
Caco-2, en YCFA en comparacion con las Bifidobacterias, en particular B. breve. En ciertas realizaciones, la cepa
bacteriana para uso en la invencion exhibe adherencia de menos de 1% del total de cultivo, tales como preferiblemente
menos de 0,5% o menos de 0,3%, cuando se prueba en las condiciones descritas en el Ejemplo 12.

[0040] En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la invencion produce exopolisacaridos, p. €j., en donde
los exopolisacaridos estan unidos a la superficie extracelular de la cepa bacteriana. En ciertas realizaciones, la
produccién de los exopolisacaridos unidos aumenta la adhesion de la cepa bacteriana para usar en la invencion al
moco o a la superficie de las células epiteliales, por ejemplo las células epiteliales intestinales humanas. En una
realizacién preferida, la cepa bacteriana para uso en la invencion produce mas exopolisacaridos de superficie unida
en comparacion con Bifidobacterias, en particular B. breve.

[0041] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana para uso en la invencion tanto tiene una baja adherencia a
células epiteliales intestinales humanas, en particular las células Caco-2, en YCFA en comparacioén con Bifidobacteria,
en particular B. breve (tales como adherencia de menos de 1% del cultivo total, tal como preferiblemente menos del
0,5% o menos del 0,3%, cuando se prueba en las condiciones descritas en el Ejemplo 12), y produce mas
exopolisacaridos de superficie unida en comparacion con las Bifidobacterias, en particular B. breve.
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[0042] En ciertas realizaciones preferidas, la cepa bacteriana para uso en la invencién es capaz de fermentar el
polisacarido rafinosa, por ejemplo cuando se cultivan en un medio de suspension apropiado (tal como medio de
suspension API) a 37°C durante 4 h.

[0043] En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la invencién ha reducido la capacidad de fermentar a-
glucosidasa y/o B-glucosidasa en comparacion con Bifidobacteria, en particular B. breve, por ejemplo cuando se
cultivan en un apropiado medio de suspension (tal como medio de suspension API) a 37°C durante 4 h.

[0044] En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la invencién comprende uno o mas de los genes
enumerados en la Tabla 1, tales como 5, 10, 20, 50 o todos los genes en la Tabla 1. En ciertas realizaciones, la cepa
bacteriana para uso en la invencion comprende uno o mas de los genes enumerados en la Tabla 1 que estan
resaltados con un subrayado unico, como el componente transmembrana BL0694 del médulo de activacion del
transportador de ECF predicho y/o el componente ATPasa duplicado BL0693 del médulo de activacion del
transportador de ECF predicho. En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la invencion comprende uno
0 mas de los genes enumerados en la Tabla 1 que estan resaltados con doble subrayado y en negrita, tales como
1,2,3, 4 0 5 genes seleccionados de: maltodextrina glucosidasa (EC 3,2,1,20), galactosidasa putativa, celulosa sintasa
(formadora de UDP) (EC 2,4,1,12), quitinasa (EC 3,2,1,14) y caja sensorial/proteina de la familia GGDEF. En ciertas
realizaciones, la cepa bacteriana para usar en la invencién comprende uno o mas de los genes enumerados en la
Tabla 1 que estan resaltados en cursiva, tales como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 genes seleccionados de: subunidad de
acido graso poliinsaturado sintasa omega-3 PfaA, poliquétido sintasa tipo |, glucosilo hidrolasa putativa de funcién
desconocida (DUF1680), componente ATPasa BioM del moédulo energizante del transportador ECF de biotina, familia
de ATPasa E1-E2 transportadora de cationes, proteina de permeasa del sistema de transporte Ribosa RbsC (TC
3.A,1,2,1), proteina de union al ATP del sistema de transporte Ribosa ABC RbsA (TC 3.A,1,2,1), oligoribonucleasa 3'-
a-5' (orn), relacionada con la proteina de membrana a la proteina Actinobacillus (1944168).

[0045] En realizaciones preferidas, la cepa bacteriana para uso en la invencidon comprende uno o mas (p. €j., 5, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 45, 50 o todos) genes seleccionados de: 2-succinilo 5-enolpiruvilo-6-hidroxi-3-ciclohexeno-1-acido
carboxilico sintasa (EC 2,2,1,9); oligoribonucleasa 3’ a 5' (orn); Alfa-galactosidasa (EC 3,2,1,22); Componente ATPasa
del médulo de energizacion general de transportadores ECF; componente ATPasa STY 3233 del médulo de activacion
del transportador ECF regulado por queuosina; ADN helicasa dependiente de ATP recG (EC 3,6,1.-); Beta-glucosidasa
(EC 3,2,1,21); Celulosa sintasa (formadora de UDP) (EC 2,4,1,12); Quitinasa (EC 3,2,1,14); COG1309: regulador
transcripcional; D-alanilo-D-alanina carboxipeptidasa (EC 3,4,16,4); Componente ATPasa duplicado BL0693 del
madulo de activacion del transportador de ECF predicho; Fructoquinasa (EC 2,7,1,4); Glucosa/manosa: Symporter H+
GIcP; Glicosiltransferasa (EC 2,4,1.-); GMP sintasa [glutamina-hidrolizante] (EC 6,3,5,2); quinasa de azucar hipotética
en cluster con indigoidina sintasa indA, familia de quinasas PfkB; Inosina-uridina que prefiere la hidrolasa de
nucleosido (EC 3,2,2,1); Proteina ribosémica L31p @ LSU proteina ribosémica LSU L31p, independiente del zinc;
Proteina ribosémica L33p @ LSU proteina ribosémica LSU L33p, independiente del zinc; maltodextrina glucosidasa
(EC 3,2,1,20); Proteina de membrana, relacionada con la proteina Actinobacillus (1944168); Precursor de
transglucosilasa D de mureina litica unida a membrana (EC 3,2,1.-); Metiltransferasa (EC 2,1,1.-); Butanol
deshidrogenasa A dependiente de NADH (EC 1,1,1.-); Fosfoglicolato fosfatasa (EC 3,1,3,18); Fosforibosilantranilato
isomerasa (EC 5,3,1,24); Glucosilo hidrolasa putativa de funciéon desconocida (DUF 1680); Permeasa de translocacion
de polisacarido que contiene ramnosa; Riboquinasa (EC 2,7,1,15); Sistema de transporte Ribosa ABC, proteina de
union a ATP RbsA (TC 3.A,1,2,1); Sistema de transporte Ribosa ABC, proteina de unién a ATP RbsA (TC 3.A,1,2,1);
Sistema de transporte Ribosa ABC, RbsD de permeasa de alta afinidad (TC 3.A,1,2,1); Sistema de transporte de
ribosa ABC, proteina de union a ribosa periplasmica RbsB (TC 3.A,1,2,1); Sistema de transporte Ribosa ABC, proteina
permease RbsC (TC 3.A,1,2,1); Sistema de transporte Ribosa ABC, proteina permeasa RbsC (TC 3.A,1,2,1); Sorbitol
deshidrogenasa (EC 1,1,1,14); SSU proteina ribosomal S14p (S29e) @ SSU proteina ribosomal S14p (S29e),
independiente del zinc; componente STY3230 especifico del sustrato del transportador ECF regulado por queuosina;
Sacarosa-6-fosfato hidrolasa (EC 3,2,1.B3); Proteina de unién a ATP de exportacion de &cido teicoico TagH (EC
3,6,3,40); Componente transmembrana BL0694 del mddulo energizante del transportador ECF predicho; Componente
transmembrana STY3231 del médulo energizante del transportador ECF regulado por queuosina; Regulador de
respuesta de dos componentes colocalizado con transportador HrtAB; Sistema de restriccion-modificacion de tipo |,
subunidad de ADN-metiltransferasa M (EC 2,1,1,72); Sistema de restriccion-modificacién de tipo |, subunidad de
restriccion R(EC 3,1,21,3); Sistema de restriccion-modificacion tipo |, subunidad de especificidad S (EC 3,1,21,3);
Sistema de restriccion-modificacion tipo |, subunidad de especificidad S (EC 3,1,21,3); Sistema de modificacion de la
restriccion de tipo |, subunidad de especificidad S(EC 3,1,21,3); Xilitol deshidrogenasa (EC 1,1,1,9); y transportador
Xilosa ABC, proteina de unién a xilosa periplasmica XylF. En realizaciones preferidas, la cepa bacteriana para usar
en la invencién comprende uno o méas genes (como 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 o todos) que se enumeran en la oracion
anterior y que no se destacan en la Tabla 1.

Usos terapéuticos
[0046] Como se demuestra en los ejemplos, las composiciones bacterianas de la invencion son eficaces para la

reduccion de la respuesta inflamatoria Th17. En particular, el tratamiento con composiciones de la invencion logra una
reduccion en los niveles de IL-17A y otras citocinas de la ruta Th17, y mejoras clinicas en modelos animales de
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afecciones mediadas por IL-17 y la ruta Th17. Por lo tanto, las composiciones descritas en el presente documento
pueden ser Utiles para tratar o prevenir enfermedades inflamatorias y autoinmunes, y en particular enfermedades o
afecciones mediadas por IL-17. En particular, las composiciones descritas en el presente documento pueden ser utiles
para reducir o prevenir la elevacion de la respuesta inflamatoria de IL-17.

[0047] Las células Th17 son un subconjunto de células T auxiliares que producen, p. €j., IL-17A, IL17-F, IL-21 e IL-22.
La diferenciacion de células Th17 y la expresion de IL-17 pueden ser conducidas por IL-23. Estas citocinas y otras
forman partes importantes de la via Th17, que es una via de sefializacién inflamatoria bien establecida que contribuye
y subyace a una serie de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (como se describe, p. ej., [18-23]). Las
enfermedades en las que se activa la ruta Th17 son enfermedades mediadas por la ruta Th17. Las enfermedades
mediadas por la via Th17 pueden mejorarse o aliviarse reprimiendo la via Th17, que puede ser a través de una
reduccion en la diferenciacion de las células Th17 o una reduccion en su actividad o una reduccion en el nivel de las
citocinas de la via Th17. Las enfermedades mediadas por la via Th17 pueden caracterizarse por el aumento de los
niveles de citocinas producidas por las células Th17, como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-26, IL-9 (revisado en [24]).
Las enfermedades mediadas por la via Th17 pueden caracterizarse por una mayor expresion de genes relacionados
con Th-17, como Stat3 o IL-23R. Las enfermedades mediadas por la via Th17 pueden estar asociadas con mayores
niveles de células Th17.

[0048] La IL-17 es una citocina proinflamatoria que contribuye a la patogénesis de varias enfermedades y afecciones
inflamatorias y autoinmunes. IL-17 como se usa en el presente documento puede referirse a cualquier miembro de la
familia IL-17, incluidos IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F. Las enfermedades y afecciones mediadas por
IL-17 se caracterizan por una alta expresion de IL-17 y/o la acumulacion o presencia de células positivas para IL-17
en un tejido afectado por la enfermedad o afeccion. De manera similar, las enfermedades y afecciones mediadas por
IL-17 son enfermedades y afecciones que se ven exacerbadas por los altos niveles de IL-17 o un aumento en los
niveles de IL-17, y que se alivian con bajos niveles de IL-17 o una reduccion en los niveles de IL-17. La respuesta
inflamatoria de IL-17 puede ser local o sistémica.

[0049] Los ejemplos de enfermedades y afecciones que pueden estar mediadas por IL-17 o la ruta Th17 incluyen
esclerosis multiple; artritis, tal como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica o artritis idiopatica juvenil;
neuromielitis optica (enfermedad de Devic); espondilitis anquilosante; espondiloartritis; psoriasis; lupus eritematoso
sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal, como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa; enfermedad celiaca;
asma, tal como asma alérgica o asma neutrofilica; Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC); cancer, como
cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén o cancer de ovario; uveitis; escleritis; vasculitis; Enfermedad de
Behcet; aterosclerosis; dermatitis atopica; enfisema; periodontitis rinitis alérgica; y rechazo de aloinjerto. En
realizaciones preferidas, las composiciones descritas en el presente documento se usan para tratar o prevenir una o
mas de estas afecciones o enfermedades. En realizaciones preferidas adicionales de la divulgacion, estas afecciones
o enfermedades estan mediadas por IL-17 o la via Th17.

[0050] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en un método de
reduccion de IL-17 o la reduccién de la diferenciacion de células Th17 en el tratamiento o prevenciéon de una
enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o la via Th17. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en este
documento son para uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad inflamatoria o autoinmune, en donde dicho
tratamiento o prevencion se logra al reducir o prevenir la elevacién de la respuesta inflamatoria Th17. En ciertas
realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el tratamiento de un paciente
con una enfermedad inflamatoria o autoinmune, en donde el paciente tiene niveles elevados de IL-17 o células Th17
elevadas o exhibe una respuesta inflamatoria Th17. En ciertas realizaciones, el paciente puede haber sido
diagnosticado con una enfermedad o afeccion inflamatoria o autoinmune crénica, o la composicion descrita en el
presente documento puede usarse para prevenir una enfermedad o afeccion inflamatoria o autoinmune que se
convierta en una enfermedad o afeccién inflamatoria o autoinmune crénica. En ciertas realizaciones, la enfermedad o
afeccion puede no responder al tratamiento con inhibidores de TNF-a. Estos usos de la composicion divulgada en el
presente documento pueden aplicarse a cualquiera de las enfermedades o afecciones especificas enumeradas en el
parrafo anterior.

[0051] La ruta de IL-17 y Th17 a menudo se asocia con enfermedades inflamatorias y autoinmunes crénicas, por lo
que las composiciones descritas en el presente documento pueden ser particularmente utiles para tratar o prevenir
enfermedades o afecciones crénicas como se enumeran anteriormente. En ciertas realizaciones, las composiciones
son para uso en pacientes con enfermedad crénica. En ciertas realizaciones, las composiciones son para uso en la
prevencion del desarrollo de enfermedades crénicas.

[0052] Las composiciones descritas en el presente documento pueden ser Utiles para tratar enfermedades y
condiciones mediadas por IL-17 o la via Th17 y para hacer frente a la respuesta inflamatoria Th17, por lo que las
composiciones descritas en este documento pueden ser particularmente Utiles para tratar o prevenir la enfermedad
cronica, tratamiento o prevenir la enfermedad en pacientes que no han respondido a otras terapias (como el
tratamiento con inhibidores de TNF-a) y/o tratar o prevenir el dafio tisular y los sintomas asociados con las células IL-
17 y Th17. Por ejemplo, se sabe que IL-17 activa la destruccién de la matriz en el cartilago y el tejido éseo e IL-17
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tiene un efecto inhibidor sobre la produccién de matriz en condrocitos y osteoblastos, por lo que las composiciones
descritas en el presente documento pueden ser Utiles para tratar o prevenir la erosion ésea o el dafio del cartilago.

[0053] En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invencién proporciona una reduccion o
previene una elevacion en los niveles de IL-17, en particular, los niveles de IL-17A. En ciertas realizaciones, el
tratamiento con composiciones de la invencién proporciona una reduccion o evita una elevacion en los niveles de IFN-
7, IL-1B8, RANTES, MIP-1q, IL-8 o IL-6. Dicha reduccién o prevencion de niveles elevados de estas citocinas puede ser
util para tratar o prevenir enfermedades y afecciones inflamatorias y autoinmunes, en particular las mediadas por IL-
17 o lavia Th17.

[0054] En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencion proporciona un bloque de la
union a o la invasién de células humanas, por ejemplo células epiteliales humanas por células patégenas, p. €j., E.
coliylo S. enteritidis.

[0055] En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencion reduce o impide la unién de
células patégenas, por ejemplo E. coli y/o S. enteritidis, a las células epiteliales humanas, por ejemplo células
epiteliales intestinales humanas.

[0056] En ciertas realizaciones, la produccion y liberacién de exopolisacaridos por las cepas bacterianas de las
composiciones de la invencion pueden tener efectos protectores contra especies patdgenas, por ejemplo E. coliy/o S.
enteritidis. En ciertas realizaciones, la produccion y liberacion de exopolisacaridos por las cepas bacterianas de las
composiciones de la invencion puede mediar el efecto de las bacterias en la via IL-17 o Th17 y puede influir en la
respuesta inmune del huésped. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon son para uso en la
produccion de exopolisacaridos en el tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunes, y en particular
enfermedades o afecciones mediadas por IL-17.

[0057] En ciertas realizaciones, la baja adherencia a las células epiteliales intestinales humanas, en particular las
células Caco-2, de las cepas bacterianas de las composiciones de la invencion pueden aumentar el efecto beneficioso
de las composiciones de la invencion en la IL-17 o la via Th17 y en enfermedades mediadas por IL-17 o la via Th17.

[0058] En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invencion proporciona una mayor fermentacion
de rafinosa en el intestino. Los ejemplos demuestran que las cepas bacterianas de las composiciones de la invencion
fermentan el polisacarido rafinosa, y la fermentacion de la rafinosa puede conferir efectos sobre el huésped tales como
un aumento de butirato cecal y una mayor proliferaciéon gastrointestinal. En ciertas realizaciones, las composiciones
de la invencién se usan para aumentar la fermentacion de rafinosa en el intestino en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, y en particular enfermedades o afecciones mediadas por IL-17.

Asma

[0059] Las composiciones de la invencién son para uso en el tratamiento o la prevencion del asma neutrofilica. Los
ejemplos demuestran que las composiciones de la invencion logran una reduccién en el reclutamiento de neutréfilos
y/o eosindfilos en las vias respiratorias después de la sensibilizacion y el desafio con el extracto de acaros del polvo
domeéstico, por lo que pueden ser Utiles en el tratamiento o prevencién del asma. El asma es una enfermedad crénica
caracterizada por inflamacién y restriccion de las vias respiratorias. La inflamacién en el asma puede estar mediada
por células IL-17 y/o Th17, por lo que las composiciones descritas en el presente documento pueden ser
particularmente eficaces para prevenir o tratar el asma. La inflamacién en el asma puede estar mediada por eosindfilos
y/o neutrdfilos.

[0060] En ciertas realizaciones de la divulgacion, el asma es eosinofilica o asma alérgica. El asma eosinofilica y
alérgica se caracteriza por un mayor numero de eosindfilos en la sangre periférica y en las secreciones de las vias
respiratorias y se asocia patoldgicamente con el engrosamiento de la zona de la membrana basal y
farmacoldgicamente por la capacidad de respuesta a los corticosteroides [25]. Las composiciones que reducen o
inhiben el reclutamiento o activacion de eosindfilos pueden ser Utiles para tratar o prevenir el asma eosindfilo y alérgico.

[0061] Las composiciones de la invencidn son para su uso en el tratamiento o la prevencion del asma neutrofilica (o
asma no eosinofilica). Los altos niumeros de neutrofilos se asocian con asma grave que puede ser insensible al
tratamiento con corticosteroides. Las composiciones que reducen o inhiben el reclutamiento o activacion de neutréfilos
pueden ser utiles para tratar o prevenir el asma neutrofila.

[0062] El asma eosinofilica y neutrofilica no son condiciones y tratamientos mutuamente excluyentes que ayudan a
abordar las respuestas de eosindfilos y neutréfilos pueden ser utiles para tratar el asma en general.

[0063] Los niveles aumentados de IL-17 y la activacion de la ruta Th17 estan asociados con asma grave, por lo que

las composiciones descritas en el presente documento pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de asma grave o
para tratar el asma grave.
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[0064] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en los métodos
de reduccién de una eosinofilica respuesta inflamatoria en el tratamiento o prevencion de asma, o para su uso en
métodos para reducir una respuesta inflamatoria neutrofilica en el tratamiento o prevencion del asma. Como se sefialé
anteriormente, los altos niveles de eosindfilos en el asma se asocian patolégicamente con el engrosamiento de la zona
de la membrana basal, por lo que la reduccidn de la respuesta inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o la prevencion
del asma puede abordar especificamente esta caracteristica de la enfermedad. Ademas, los neutréfilos elevados, ya
sea en combinacién con eosindfilos elevados o en su ausencia, se asocia con asma grave y estrechamiento crénico
de las vias respiratorias. Por lo tanto, reducir la respuesta inflamatoria neutrofilica puede ser particularmente Util para
tratar el asma grave.

[0065] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento reducen la infiltracion
peribronquial en el asma alérgica, o son para uso en la reduccion de la infiltracion peribronquial en el tratamiento de
asma alérgica. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién reducen la infiltracién peribronquiolar y/o
perivascular en el asma neutrofilica, o se usan para reducir la infiltracion peribronquiolar y/o perivascular en el
tratamiento del asma neutrofilica alérgica.

[0066] En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invencion proporciona una reduccion o
previene una elevacion en niveles de IL-1B, IFNy, RANTES, MIP-1a o IL-8.

[0067] En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en un método para tratar el asma
neutrofilica que resulta en una reduccidon de la respuesta inflamatoria eosinoilica y/o neutrofilica. En ciertas
realizaciones, el paciente a tratar tiene, o se ha identificado previamente que tiene, niveles elevados de neutrdfilos o
eosindfilos, p. j., segun se identifica mediante muestreo de sangre o analisis de esputo.

[0068] Las composiciones descritas en el presente documento pueden ser utiles para prevenir el desarrollo de asma
en un recién nacido cuando se administra a un recién nacido o a una mujer embarazada. Las composiciones pueden
ser utiles para prevenir el desarrollo de asma en nifios. Las composiciones de la invencion pueden ser utiles para tratar
o prevenir el asma neutrofilica de inicio en adultos. Las composiciones de la invencion pueden ser utiles para controlar
o aliviar el asma neutrofilica. Las composiciones descritas en el presente documento pueden ser particularmente Utiles
para reducir los sintomas asociados con el asma que se agrava por los alérgenos, tales como los acaros del polvo
domeéstico.

[0069] EI tratamiento o la prevencidn del asma pueden referirse, p. €j., a un alivio de la gravedad de los sintomas o
una reduccion en la frecuencia de exacerbaciones o el rango de desencadenantes que son un problema para el
paciente.

[0070] En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invencion proporciona una reduccion de las
concentraciones de fenilalanina y/o histidina, p. €j., en los intestinos o en el plasma. Los ejemplos demuestran que las
cepas bacterianas de las composiciones de la invencién dieron positivo para la fermentacion de aminoacidos, que
incluyen fenilalanina e histidina, y se ha informado que el aumento de las concentraciones plasmaticas de fenilalanina
e histidina se asocia con efectos adversos en el asma. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién se
usan para reducir las concentraciones plasmaticas de fenilalanina y/o histidina en el tratamiento del asma neutrofilica,
y en particular en el tratamiento de la produccion de histamina o la hiperreactividad de las vias respiratorias asociadas
con el asma neutrofilica.

[0071] En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invencién proporciona una reduccion en las
concentraciones de galactosa y/o fructosa, por ejemplo en los intestinos. Los ejemplos demuestran que las cepas
bacterianas de las composiciones de la invencién fermentan sustratos de carbohidratos que incluyen galactosa y
fructosa, y la galactosa a-1,3-galactosa derivada de fuentes de carne es un alérgeno conocido y agente causante de
anafilaxia, y niveles de ingesta de fructosa en la dieta. estan correlacionados con una mayor gravedad del asma. En
ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion son para uso en la reduccion de concentraciones de galactosa
y/o fructosa en el tratamiento del asma, y en particular en el tratamiento del asma neutrofilica severa.

Artritis

[0072] En realizaciones preferidas, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el
tratamiento o prevencion de artritis reumatoide (RA). Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en el
presente documento logran una reduccién en los signos clinicos de RA en un modelo de ratén, reducen el dafio de
cartilago y hueso, y reducen la respuesta inflamatoria de IL-17, por lo que pueden ser utiles en el tratamiento o
prevencion de RA. La RA es un trastorno inflamatorio sistémico que afecta principalmente a las articulaciones. La RA
esta asociada con una respuesta inflamatoria que produce hinchazon de las articulaciones, hiperplasia sinovial y
destruccion del cartilago y el hueso. Las células IL-17 y Th17 pueden tener un papel clave en la RA, p. €j., porque IL-
17 inhibe la produccion de matriz en condrocitos y osteoblastos y activa la producciéon y funciéon de las
metaloproteinasas de la matriz y porque la actividad de la enfermedad de RA esta correlacionada con los niveles de
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IL-17 y Th -17 numeros de células [26, 27], por lo que las composiciones descritas en el presente documento pueden
ser particularmente eficaces para prevenir o tratar la RA.

[0073] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en la reduccion
de niveles de IL-17 o la prevencioén de la elevacion de los niveles de IL-17 en el tratamiento o la prevenciéon de RA. En
ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones descritas en el presente documento proporciona una
reduccion o evita una elevacion en los niveles de IL-17, en particular los niveles de IL-17A. En ciertas realizaciones,
el tratamiento con las composiciones descritas en el presente documento proporciona una reduccién o evita una
elevacion en los niveles de IFN-y o IL-6.

[0074] En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones descritas en el presente documento da como
resultado una reduccion en la hinchazén de articulaciones. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el
presente documento son para uso en pacientes con articulaciones inflamadas o pacientes identificados como en riesgo
de tener articulaciones inflamadas. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento
son para usar en un método para reducir la hinchazoén articular en la RA.

[0075] En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones descritas en el presente documento da como
resultado una reduccién en el cartilago dafio o dafio 6seo. En ciertas realizaciones, las composiciones de lo descrito
aqui son para uso en la reduccion o prevencion del cartilago o dafio 6seo en el tratamiento de la RA. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para uso en el tratamiento de pacientes con RA severa que estan en riesgo de
cartilago o dafio 6seo.

[0076] El aumento de niveles de IL-17 y el nimero de células Th17 estan asociadas con el cartilago y la destruccion
Osea en la RA[26,27]. Se sabe que IL-17 activa la destruccion de la matriz en el cartilago y el tejido 6seo e IL-17 tiene
un efecto inhibidor sobre la produccién de matriz en condrocitos y osteoblastos. Por lo tanto, en ciertas realizaciones,
las composiciones descritas en el presente documento se usan para prevenir la erosién 6sea o el dafio del cartilago
en el tratamiento de la RA. En ciertas realizaciones, las composiciones son para uso en el tratamiento de pacientes
que exhiben erosion ésea o dafio del cartilago o pacientes identificados como en riesgo de erosion ésea o dafio del
cartilago.

[0077] El TNF-a también esta asociado con la RA, pero el TNF-a no esta involucrado en la patogénesis de las etapas
posteriores de la enfermedad. Por el contrario, IL-17 tiene un papel en todas las etapas de la enfermedad cronica [28].
Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el
tratamiento de la RA cronica o la RA en etapa tardia, tal como una enfermedad que incluye la destruccion articular y
la pérdida de cartilago. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para tratar
pacientes que han recibido previamente terapia anti-TNF-a. En ciertas realizaciones, los pacientes a tratar no
responden o ya no responden a la terapia anti-TNF-a.

[0078] Las composiciones descritas en este documento pueden ser Utiles para modular el sistema inmune de un
paciente, por lo que en ciertas realizaciones, las composiciones segun la invencion son para uso en la prevencion de
RA en un paciente que ha sido identificado como en riesgo de RA, o que ha sido diagnosticado con RA en etapa
temprana. Las composiciones descritas en el presente documento pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de RA.

[0079] Las composiciones segun la invencién puede ser util para la gestién o el alivio de la RA. Las composiciones
descritas en el presente documento pueden ser particularmente utiles para reducir los sintomas asociados con el
hinchazoén articular o la destruccion ésea. El tratamiento o la prevencion de la RA pueden referirse, p. €j., a un alivio
de la gravedad de los sintomas o una reduccion en la frecuencia de exacerbaciones o el rango de desencadenantes
que son un problema para el paciente.

Esclerosis multiple

[0080] En realizaciones preferidas, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el
tratamiento o la prevencion de multiples esclerosis. Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en la
presente memoria logran una reduccién en la incidencia y gravedad de la enfermedad en un modelo de esclerosis
multiple en ratones (el modelo EAE), y por lo tanto pueden ser utiles en el tratamiento o prevencion de la esclerosis
multiple. La esclerosis multiple es un trastorno inflamatorio asociado con el dafio a las vainas de mielina de las
neuronas, particularmente en el cerebro y la columna vertebral. La esclerosis multiple es una enfermedad cronica, que
incapacita progresivamente y evoluciona en episodios. Las células IL-17 y Th17 pueden tener un papel clave en la
esclerosis multiple, p. ej., debido a que los niveles de IL-17 pueden correlacionarse con lesiones de esclerosis multiple,
IL-17 puede alterar las uniones estrechas de las células endoteliales de la barrera hematoencefalica y las células Th17
pueden migrar hacia el centro sistema nervioso y causar pérdida neuronal [29,30]. Por lo tanto, las composiciones
descritas en el presente documento pueden ser particularmente eficaces para prevenir o tratar la esclerosis multiple.

[0081] En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones descritas en el presente documento da como

resultado una reduccién en la enfermedad incidencia o gravedad de la enfermedad. En ciertas realizaciones, las
composiciones descritas en el presente documento son para uso en la reduccion de la incidencia de enfermedad o

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2766 867 T3

gravedad de la enfermedad. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones descritas en el presente
documento evita una disminucién de la funcién motora o da como resultado una funcién motora mejorada. En ciertas
realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para usar en la prevencién de una
disminucion de la funcion motora o para mejorar la funcién motora. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones descritas en el presente documento evita el desarrollo de paralisis. En ciertas realizaciones, las
composiciones descritas aqui son para uso en la prevencién de la pardlisis en el tratamiento de la esclerosis multiple.

[0082] Las composiciones descritas en este documento pueden ser Utiles para modular el sistema inmune de un
paciente, por lo que en ciertas realizaciones, las composiciones segun la invencién son para uso en la prevencion de
la esclerosis multiple en un paciente que ha sido identificado como en riesgo de esclerosis multiple, o que ha sido
diagnosticado con esclerosis multiple en etapa temprana o esclerosis multiple "recurrente-remitente". Las
composiciones descritas en el presente documento pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de esclerosis. De
hecho, los ejemplos muestran que la administracion de las composiciones descritas en el presente documento evité
el desarrollo de la enfermedad en muchos ratones.

[0083] Las composiciones descritas en el presente documento pueden ser Utiles para la gestion o el alivio de la
esclerosis multiple. Las composiciones descritas en el presente documento pueden ser particularmente utiles para
reducir los sintomas asociados con la esclerosis multiple. El tratamiento o la prevencion de la esclerosis multiple
pueden referirse, p. €j., a un alivio de la gravedad de los sintomas o una reduccion en la frecuencia de exacerbaciones
o el rango de desencadenantes que son un problema para el paciente.

Tratamiento del cancer

[0084] En realizaciones preferidas, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el
tratamiento o la prevencién del cancer. Los ejemplos demuestran que la administracion de las composiciones descritas
en el presente documento pueden conducir a una reduccion en el crecimiento tumoral en varios modelos tumorales.

[0085] En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones descritas en el presente documento da como
resultado una reduccién en el tamafo del tumor o una reduccion en el crecimiento del tumor. En ciertas realizaciones,
las composiciones descritas en el presente documento son para uso en la reduccion del tamafio del tumor o en la
reduccion del crecimiento del tumor. Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en el presente
documento pueden ser eficaces para reducir el tamafio o el crecimiento del tumor. En ciertas realizaciones, las
composiciones descritas aqui son para uso en pacientes con tumores sélidos. En ciertas realizaciones, las
composiciones descritas en el presente documento son para uso en la reduccién o prevencién de la angiogénesis en
el tratamiento del cancer. Las células IL-17 y Th17 tienen funciones centrales en la angiogénesis. En ciertas
realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en la prevencion de metastasis.

[0086] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el tratamiento
o la prevencion del cancer de mama. Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en el presente
documento pueden ser eficaces para tratar el cancer de mama. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas
en el presente documento son para uso en la reduccion del tamafio del tumor, el crecimiento del tumor o la
angiogénesis en el tratamiento del cancer de mama. En realizaciones preferidas, el cancer es carcinoma mamario. En
realizaciones preferidas, el cancer es cancer de mama en estadio IV.

[0087] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el tratamiento
o la prevencion del cancer de pulmon. Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en este documento
pueden ser eficaces para tratar el cancer de pulmoén. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el
presente documento son para uso en la reduccion del tamafio del tumor, el crecimiento del tumor o la angiogénesis
en el tratamiento del cancer de pulmén. En realizaciones preferidas, el cancer es carcinoma de pulmon.

[0088] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el tratamiento
o la prevencion de cancer de higado. Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en el presente
documento pueden ser eficaces para tratar el cancer de higado. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas
en el presente documento se usan para reducir el tamafo del tumor, reducir el crecimiento del tumor o reducir la
angiogénesis en el tratamiento del cancer de higado. En realizaciones preferidas, el cancer es hepatoma (carcinoma
hepatocelular).

[0089] En ciertas realizaciones, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en el tratamiento
o la prevencion de carcinoma. Los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en el presente documento
pueden ser eficaces para tratar numerosos tipos de carcinoma. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas
en el presente documento son para uso en el tratamiento o prevencién del cancer no inmunogénico. Los ejemplos
demuestran que las composiciones descritas en el presente documento pueden ser eficaces para tratar canceres no
inmunogénicos.

[0090] La IL-17 y la via Th17 tienen funciones centrales en el desarrollo y progresion del cancer y, aunque las funciones
de las células IL-17 y Th17 en el cancer no se comprenden completamente, numerosos efectos pro-tumorales de las
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células IL-17 y Th17 son conocidos. Por ejemplo, las células Th17 y la IL-17 pueden promover la angiogénesis,
aumentar la proliferacion y la supervivencia de las células tumorales y activar los factores de transcripcion que
promueven el tumor [39-41]. Por lo tanto, las composiciones descritas en el presente documento pueden ser utiles
para tratar o prevenir el cancer. Ademas, los ejemplos demuestran que las composiciones descritas en el presente
documento son eficaces para reducir el volumen tumoral en el cdncer de mama, pulmén e higado, y las células IL-17
y Th17 tienen papeles importantes en estos tipos especificos de cancer [42-44].

[0091] Los efectos terapéuticos de las composiciones descritas en el presente documento sobre el cancer pueden ser
mediados por un mecanismo pro-inflamatorio. La inflamacién puede tener un efecto supresor del cancer [45] y las
citocinas proinflamatorias como el TNFa se estan investigando como terapias contra el cancer [46]. Las composiciones
descritas en el presente documento pueden ser Utiles para tratar el cancer mediante un mecanismo similar. Por
ejemplo, las composiciones descritas en el presente documento pueden provocar una respuesta de tipo IFNy. IFNy es
un potente factor de activacion de macréfagos que puede estimular la actividad tumirocida [47], y CXCL9 y CXCL10,
p. ej., también tienen efectos anticancerigenos [48-50]. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las composiciones
descritas en el presente documento se usan para promover la inflamacion en el tratamiento del cancer. En
realizaciones preferidas, las composiciones descritas en el presente documento son para uso en la promocion de la
inflamacién Th1 en el tratamiento del cancer. Las células Th1 producen IFNy y tienen potentes efectos
anticancerigenos [45]. En ciertas realizaciones, las composiciones descritas aqui son para uso en el tratamiento de
un cancer en etapa temprana, tal como un cancer que no ha hecho metastasis, o un cancer en el Paso 0 o Paso 1.
Promover la inflamacién puede ser mas efectivo contra los canceres en etapa temprana [45]. En ciertas realizaciones,
las composiciones descritas en el presente documento se usan para promover la inflamacién para potenciar el efecto
de un segundo agente anticancerigeno.

[0092] En realizaciones adicionales, las composiciones descritas en este documento son para uso en el tratamiento o
prevencion de leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda, carcinoma adrenocortical, carcinoma de
células basales, cancer hepatico, cancer de vejiga, tumor 6seo, osteosarcoma/histiocitoma fibroso maligno, glioma del
tronco cerebral, tumor cerebral, cerebelo astrocitoma, astrocitoma cerebral/maligno glioma, ependimoma,
meduloblastoma, tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, cancer de mama, adenomas/carcinoides
bronquiales, linfoma de Burkitt, tumor carcinoide, cancer cervical, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena
cronica, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer de colon, linfoma cutaneo de células T, cancer endometrial,
ependimoma, cancer esofagico, sarcoma de Ewing, melanoma intraocular, retinoblastoma, cancer de vesicula biliar,
cancer gastrico, tumor carcinoide gastrointestinal, tumor del estroma gastrointestinal (GIST), tumor de células
germinales, glioma, via visual infantil e hipotalamo, linfoma de Hodgkin, melanoma, carcinoma de células de los islotes,
sarcoma de Kaposi, cancer de células renales, cancer de laringe, leucemias, linfomas, mesotelioma, neuroblastoma,
linfoma no Hodgkin, cancer de orofaringe, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
paratiroides, faringe, adenoma pituitario, neoplasia de células plasmaticas, cancer de préstata, carcinoma de células
renales, retinoblastoma, sarcoma, cancer testicular, cancer de tiroides o cancer uterino.

[0093] Las composiciones segun la invencién pueden ser particularmente eficaces cuando se utilizan en combinacion
con otros agentes terapéuticos. Los efectos inmunomoduladores de las composiciones descritas en el presente
documento pueden ser eficaces cuando se combinan con agentes anticancerigenos mas directos. Por lo tanto, en
ciertas realizaciones, la divulgacion proporciona una composicion que comprende la bacteria depositada con el numero
de acceso NCIMB 42380 o un biotipo de la misma y un agente anticancerigeno. En realizaciones preferidas, el agente
anticancerigeno es un inhibidor del punto de control inmunitario, una inmunoterapia con anticuerpos dirigidos, una
terapia con células CAR-T, un virus oncolitico o un farmaco citostatico. En realizaciones preferidas, la composicién
comprende un agente anticancerigeno seleccionado del grupo que consiste en: Yervoy (ipilimumab, BMS); Keytruda
(pembrolizumab, Merck); Opdivo (nivolumab, BMS); MEDI4736 (AZ/Medimmune); MPDL3280A (Roche/Genentech);
Tremelimumab (AZ/Medimmune); CT-011 (pidilizumab, CureTech); BMS-986015 (lirlumab, BMS); MEDI0680
(AZ/Medlmmune); MSB-0010718C (Merck); PF-05082566 (Pfizer); MEDI6469 (AZ/Medimmune); BMS-986016 (BMS);
BMS-663513 (urelumab, BMS); IMP321 (Prima Biomed); LAG525 (Novartis); ARGX-110 (arGEN-X); PF-05082466
(Pfizer); CDX-1127 (varlilumab; CellDex Therapeutics); TRX-518 (GITR Inc.); MK-4166 (Merck); JTX-2011 (Jounce
Therapeutics); ARGX-115 (arGEN-X); NLG-9189 (indoximod, NewLink Genetics); INCB024360 (Incyte); IPH2201
(Inmoterapéutica innata/AZ); NLG-919 (NewLink Genetics); anti-VISTA (JnJ); Epacadostat (INCB24360, Incyte);
F001287 (Flexus/BMS); CP 870893 (Universidad de Pensilvania); MGA271 (Macrogenix); Emactuzumab
(Roche/Genentech); Galunisertib (Eli Lilly); Ulocuplumab (BMS); BKT140/BL8040 (Biokine Therapeutics); Bavituximab
(productos farmacéuticos peregrinos); CC90002 (Celgene); 852A (Pfizer); VTX-2337 (VentiRx Pharmaceuticals); IMO-
2055 (Hybridon, Idera Pharmaceuticals); LY2157299 (Eli Lilly); EW-7197 (Ewha Women's University, Corea);
Vemurafenib (Plexxikon); Dabrafenib (Genentech/GSK); BMS-777607 (BMS); BLZ945 (Centro de Cancer Memorial
Sloan-Kettering); Unituxin (dinutuximab, United Therapeutics Corporation); Blincyto (blinatumomab, Amgen); Cyramza
(ramucirumab, Eli Lilly); Gazyva (obinutuzumab, Roche/Biogen); Kadcyla (ado-trastuzumab emtansine,
Roche/Genentech); Perjeta (pertuzumab, Roche/Genentech); Adcetris (brentuximab vedotin, Takeda/Millennium);
Arzerra (ofatumumab, GSK); Vectibix (panitumumab, Amgen); Avastin (bevacizumab, Roche/Genentech); Erbitux
(cetuximab, BMS/Merck); Bexxar (tositumomab-1131, GSK); Zevalin (ibritumomab tiuxetano, Biogen); Campath
(alemtuzumab, Bayer); Mylotarg (gemtuzumab ozogamicina, Pfizer); Herceptin (trastuzumab, Roche/Genentech);
Rituxan (rituximab, Genentech/Biogen); volociximab (Abbvie); Enavatuzumab (Abbvie); ABT-414 (Abbvie); Elotuzumab
(Abbvie/BMS); ALX-0141 (Ablynx); Ozaralizumab (Ablynx); Actimab-C (actinio); Actimab-P (actinio); Milatuzumabdox
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(Actinium); Emab-SN-38 (actinio); Naptumonmab estafenatox (biotecnologia activa); AFM13 (afirmado); AFM11
(Afimed); AGS-16C3F (Agensys); AGS-16M8F (Agensys); AGS-22ME (Agensys); AGS-15ME (Agensys); GS-67E
(Agensys); ALXN6000 (samalizumab, Alexion); ALT-836 (Altor Bioscience); ALT-801 (Altor Bioscience); ALT-803 (Altor
Bioscience); AMG780 (Amgen); AMG 228 (Amgen); AMG820 (Amgen); AMG172 (Amgen); AMG595 (Amgen);
AMG110 (Amgen); AMG232 (adecatumumab, Amgen); AMG211 (Amgen/Medimmune); BAY20-10112
(Amgen/Bayer); Rilotumumab (Amgen); Denosumab (Amgen); AMP-514 (Amgen); MEDI575 (AZ/Medimmune);
MEDI3617 (AZ/Medlmmune); MEDI6383 (AZ/Medimmune); MEDI551 (AZ/Medlmmune); Moxetumomab pasudotox
(AZ/Medimmune); MEDI565 (AZ/Medlmmune); MEDI0639 (AZ/Medimmune); MEDIO680 (AZ/Medlmmune); MEDI562
(AZ/Medimmune); AV-380 (AVEO); AV203 (AVEO); AV299 (AVEO); BAY79-4620 (Bayer); Anetumab ravtansina
(Bayer); vantictumab (Bayer); BAY94-9343 (Bayer); Sibrotuzumab (Boehringer Ingleheim); BI-836845 (Boehringer
Ingleheim); B-701 (BioClin); BIIB015 (Biogen); Obinutuzumab (Biogen/Genentech); BI-505 (Bioinvent); Bl-1206
(Bioinvent); TB-403 (Bioinvent); BT062 (Biotest) BIL-010t (Biosceptre); MDX-1203 (BMS); MDX-1204 (BMS);
Necitumumab (BMS); CAN-4 (Cantargia AB); CDX-011 (Celldex); CDX1401 (Celldex); CDX301 (Celldex); U3-1565
(Daiichi Sankyo); patritumab (Daiichi Sankyo); tigatuzumab (Daiichi Sankyo); nimotuzumab (Daiichi Sankyo); DS-8895
(Daiichi Sankyo); DS-8873 (Daiichi Sankyo); DS-5573 (Daiichi Sankyo); MORab-004 (Eisai); MORab-009 (Eisai);
MORab-003 (Eisai); MORab-066 (Eisai); LY3012207 (Eli Lilly); LY2875358 (Eli Lilly); LY2812176 (Eli Lilly); LY3012217
(Eli Lilly); LY2495655 (Eli Lilly); LY3012212 (Eli Lilly); LY3012211 (Eli Lilly); LY3009806 (Eli Lilly); cixutumumab (Eli
Lilly); Flanvotumab (Eli Lilly); IMC-TR1 (Eli Lilly); Ramucirumab (Eli Lilly); Tabalumab (Eli Lilly); Zanolimumab
(biosolucion emergente); FG-3019 (FibroGen); FPAO08 (Five Prime Therapeutics); FP-1039 (Five Prime
Therapeutics); FPA144 (Five Prime Therapeutics); catumaxomab (Fresenius Biotech); IMAB362 (Ganymed); IMAB027
(Ganymed); HuMax-CD74 (Genmab); HuMax-TFADC (Genmab); GS-5745 (Galaad); GS-6624 (Galaad); OMP-21M18
(demcizumab, GSK); mapatumumab (GSK); IMGN289 (ImmunoGen); IMGN901 (ImmunoGen); IMGN853
(ImmunoGen); IMGN529 (ImmunoGen); IMMU-130 (Immunomedics); milatuzumabdox (Immunomedics); IMMU-115
(Immunomedics); IMMU-132 (Immunomedics); IMMU-106 (Immunomedics); IMMU-102 (Immunomedics);
Epratuzumab (Immunomedics); Clivatuzumab (Immunomedics); IPH41 (Innate Immunotherapeutics); Daratumumab
(Janssen/Genmab); CNTO-95 (Intetumumab, Janssen); CNTO-328 (siltuximab, Janssen); KB004 (KaloBios);
mogamulizumab (Kyowa Hakko Kirrin); KW-2871 (ecromeximab, Life Science); Sonepcizumab (Lpath); Margetuximab
(Macrogenics); Enoblituzumab (Macrogenics); MGD006 (Macrogenics); MGF007 (Macrogenics); MK-0646
(dalotuzumab, Merck); MK-3475 (Merck); Sym004 (Symphogen/Merck Serono); DI17E6 (Merck Serono); MOR208
(Morphosys); MOR202 (Morphosys); Xmab5574 (Morphosys); BPC-1C (ensituximab, Precision Biologics); TAS266
(Novartis); LFA102 (Novartis); BHQ880 (Novartis/Morphosys); QGE031 (Novartis); HCD122 (lucatumumab, Novartis);
LJM716 (Novartis); AT355 (Novartis); OMP-21M18 (Demcizumab, OncoMed); OMP52M51 (Oncomed/GSK); OMP-
59R5 (Oncomed/GSK); vantictumab (Oncomed/Bayer); CMC-544 (inotuzumab ozogamicina, Pfizer); PF-03446962
(Pfizer); PF-04856884 (Pfizer); PSMA-ADC (Progenics); REGN1400 (Regeneron); REGN910 (nesvacumab,
Regeneron/Sanofi); REGN421 (enoticumab, Regeneron/Sanofi); RG7, RG7156, RG7156, RG7116, RG7116, RG7116,
RG7456, RG7988, RG7599, RG7599, RG7600, RG7636, RG7450, RG7596, RGS9610, RGS96 RG7597
(Roche/Genentech); SAR307746 (Sanofi); SAR566658 (Sanofi); SAR650984 (Sanofi); SAR153192 (Sanofi); SAR3419
(Sanofi); SAR256212 (Sanofi), SGN-LIV1A (lintuzumab, Seattle Genetics); SGN-CD33A (Seattle Genetics); SGN-75
(vorsetuzumab mafodotina, Seattle Genetics); SGN-19A (Seattle Genetics) SGN-CD70A (Seattle Genetics); SEA-
CD40 (Seattle Genetics); ibritumomab tiuxetan (Spectrum); MLN0264 (Takeda); ganitumab (Takeda/Amgen); CEP-
37250 (Teva); TB-403 (Thrombogenics); VB4-845 (Viventia); Xmab2512 (Xencor); Xmab5574 (Xencor); nimotuzumab
(YM Biosciences); Carlumab (Janssen); NY-ESO TCR (Adaptimmune); MAGE-A-10 TCR (Adaptimmune); CTL019
(Novartis); JCAR015 (Juno Therapeutics); KTE-C19CAR (Kite Pharma); UCART19 (Cellectis); BPX-401 (Bellicum
Pharmaceuticals); BPX-601 (Bellicum Pharmaceuticals); ATTCK20 (Unum Therapeutics); CAR-NKG2D (Celyad);
Onyx-015 (Onyx Pharmaceuticals); H101 (Shanghai Sunwaybio); DNX-2401 (DNAtrix); VCN-01 (VCN Biosciences);
Colo-Adl (PsiOxus Therapeutics); ProstAtak (Advantagene); Oncos-102 (Oncos Therapeutics); CG0070 (Cold
Genesys); Pexa-vac (JX-594, Jennerex Biotherapeutics); GL-ONC1 (Genelux); T-VEC (Amgen); G207 (Medigene);
HF10 (Takara Bio); SEPREHVIR (HSV1716, Virttu Biologics); OrienX010 (OrienGene Biotechnology); Reolysin
(Oncolytics Biotech); SVV-001 (Neotropix); Cacatak (CVA21, Viralytics); Alimta (Eli Lilly), cisplatino, oxaliplatino,
irinotecan, acido folinico, metotrexato, ciclofosfamida, 5-fluorouracilo, Zykadia (Novartis), Tafinlar (GSK), Xalkori
(Pfizer), Iressa (AZ), Gilotrif (Boehrceva Ingel) (Astellas Pharma), Halaven (Eisai Pharma), Veliparib (Abbvie),
AZD9291 (AZ), Alectinib (Chugai), LDK378 (Novartis), Genetespib (Synta Pharma), Tergenpumatucel-L (NewLink
Genetics), GV1001 (Kael-GemVax)), Tivantinib (ArQule); Citoxan (BMS); Oncovin (Eli Lilly); Adriamicina (Pfizer);
Gemzar (Eli Lilly); Xeloda (Roche); Ixempra (BMS); Abraxane (Celgene); Trelstar (Debiopharm); taxétero (Sanofi);
Nexavar (Bayer); IMMU-132 (Immunomedics); E7449 (Eisai); Thermodox (Celsion); Cometriq (Exellxis); Lonsurf (Taiho
Pharmaceuticals); Camptosar (Pfizer); UFT (Taiho Pharmaceuticals); y TS-1 (Taiho Pharmaceuticals).

Modos de administracion

[0094] Preferiblemente, las composiciones de la invencion son para ser administradas al tracto gastrointestinal con el
fin de permitir la entrega y colonizacién/o parcial o total del intestino con la cepa bacteriana de la invencion.
Generalmente, las composiciones de la invencidn se administran por via oral, pero pueden administrarse por via rectal,
intranasal o por via bucal o sublingual.

[0095] En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién se pueden administrar en forma de espuma, como
una pulverizacion o un gel.
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[0096] En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion pueden administrarse como un supositorio, tal como
un supositorio rectal, por ejemplo en forma de un aceite de teobroma (manteca de cacao), grasa dura sintética (por
ejemplo Suppocire, Witepsol), glicero-gelatina, polietilenglicol o composicidn de glicerina de jabén.

[0097] En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion se administra en el tracto gastrointestinal a través de
un tubo, tal como un tubo nasogastrico, sonda orogastrica, tubo gastrico, tubo de yeyunostomia (tubo J), gastrostomia
endoscopica percutanea (PEG), o un puerto, como un puerto de pared toracica que proporciona acceso al estémago,
el yeyuno y otros puertos de acceso adecuados.

[0098] Las composiciones de la invencién pueden administrarse una vez, o se pueden administrar de forma secuencial
como parte de un régimen de tratamiento. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién deben
administrarse diariamente.

[0099] En ciertas realizaciones de la invencion, el tratamiento segun la invencion esta acompafiada por la evaluacion
de la microbiota intestinal del paciente. El tratamiento puede repetirse si no se logra el suministro y/o la colonizacién
parcial o total con la cepa de la invencidon de manera que no se observe la eficacia, o el tratamiento puede cesar si el
suministro y/o la colonizacion parcial o total es exitosa y se observa la eficacia.

[0100] En ciertas realizaciones, la composicion de la invencidon puede administrarse a un animal prefiado, p. €j., un
mamifero tal como un ser humano para evitar que se desarrolle una enfermedad inflamatoria o autoinmune en su hijo
en el utero y/o después de que nazca.

[0101] Las composiciones de la invencion pueden administrarse a un paciente que ha sido diagnosticado con una
enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o la via Th17, o que se ha identificado como en riesgo de una enfermedad
o afeccién mediada por IL-17 o la via Th17. Las composiciones también pueden administrarse como una medida
profilactica para prevenir el desarrollo de enfermedades o afecciones mediadas por IL-17 o la via Th17 en un paciente
sano.

[0102] Las composiciones de la invencion se pueden administrar a un paciente que ha sido identificado por tener una
microbiota intestinal anormal. Por ejemplo, el paciente puede haber reducido o ausentado colonizacion por la bacteria
depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 42380.

[0103] Las composiciones de la invencion se pueden administrar como un producto alimenticio, como un suplemento
nutricional.

[0104] En general, las composiciones de la invencion son para el tratamiento de humanos, aunque pueden usarse
para tratar animales que incluyen mamiferos monogastricos tales como aves de corral, cerdos, gatos, perros, caballos
0 conejos. Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para mejorar el crecimiento y el rendimiento de los
animales. Si se administran a animales, se puede usar sonda oral.

Composiciones

[0105] Generalmente, la composicion de la invencion comprende bacterias. En realizaciones preferidas de la
invencion, la composicion se formula en forma liofilizada. Por ejemplo, la composicion de la invencién puede
comprender granulos o capsulas de gelatina, por ejemplo capsulas de gelatina dura, que comprenden una cepa
bacteriana de la invencion.

[0106] Preferiblemente, la composicion de la invencion comprende bacterias liofilizadas. La liofilizacién de bacterias
es un procedimiento bien establecido y se dispone de orientacion relevante en, p. ej., referencias [51-53].

[0107] Alternativamente, la composicion de la invencion puede comprender un cultivo bacteriano vivo y activo.

[0108] En realizaciones preferidas, la composicion de la invencién se encapsula para permitir el suministro de la cepa
bacteriana al intestino. La encapsulacion protege la composicion de la degradacién hasta la entrega en la ubicacion
diana a través, p. €j., de la ruptura con estimulos quimicos o fisicos como la presion, la actividad enzimatica o la
desintegracion fisica, que pueden desencadenarse por cambios en el pH. Se puede usar cualquier método de
encapsulacion apropiado. Las técnicas de encapsulacion ejemplares incluyen atrapamiento dentro de una matriz
porosa, unién o adsorcién en superficies de soporte sdlidas, autoagregulacion por floculacion o con agentes de
reticulacién y contencidon mecanica detras de una membrana microporosa o una microcapsula. La orientacion sobre
la encapsulacidon que puede ser Util para preparar composiciones de la invencion esta disponible, p. ej., en las
referencias [54] y [55].

[0109] La composicidn se puede administrar por via oral y puede estar en la forma de un comprimido, capsula o polvo.

Se prefieren los productos encapsulados porque la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380 puede
ser un anaerobio. Se pueden incluir otros ingredientes (como la vitamina C, por ejemplo), como captadores de oxigeno
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y sustratos prebidticos para mejorar el suministro y/o la colonizacién parcial o total y la supervivencia in vivo.
Alternativamente, la composicion probidtica de la invencion puede administrarse por via oral como un alimento o
producto nutricional, tal como leche o lacteos fermentados a base de suero producto, o como producto farmacéutico.

[0110] La composicidn puede formularse como un probidtico.

[0111] Una composicion de la invencion incluye una cantidad terapéuticamente efectiva de una cepa bacteriana de la
invencion. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una cepa bacteriana es suficiente para ejercer un efecto
beneficioso sobre un paciente. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una cepa bacteriana puede ser suficiente
para dar lugar a la administracién y/o colonizacién parcial o total del intestino del paciente.

[0112] Una dosis diaria adecuada de la bacteria, por ejemplo para un humano adulto, puede ser de aproximadamente
1 x 103 a aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de colonias (CFU); p. €j., de aproximadamente 1 x 107 a
aproximadamente 1 x 10 CFU; en otro ejemplo de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10 CFU.

[0113] En ciertas realizaciones, la composicion contiene la cepa bacteriana en una cantidad de aproximadamente 1 x
108 a aproximadamente 1 x 10"" CFU/g, con respecto al peso de la composicion; p. ej., de aproximadamente 1 x 108
a aproximadamente 1 x 10'° CFU/g. La dosis puede ser, p.ej., 19,39,5gy 10 g.

[0114] Tipicamente, un probidtico, tal como la composicion de la invencion, se combina opcionalmente con al menos
un compuesto prebidtico. Un compuesto prebiotico suele ser un carbohidrato no digerible, como un oligo o polisacarido,
0 un alcohol de azucar, que no se degrada ni se absorbe en el tracto digestivo superior. Los prebidticos conocidos
incluyen productos comerciales tales como inulina y transgalacto-oligosacaridos.

[0115] En ciertas realizaciones, la composicion probiética de la presente invencion incluye un compuesto prebidtico
en una cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 30% en peso, con respecto a la composicion de peso
total (p. ej., de 5 a 20% en peso). Los carbohidratos se pueden seleccionar del grupo que consiste en: fructo-
oligosacaridos (o FOS), fructo-oligosacaridos de cadena corta, inulina, isomalt-oligosacaridos, pectinas, xilo-
oligosacaridos (o0 XOS), quitosano-oligosacaridos (o COS), beta-glucanos, goma de almendra modificada y almidones
resistentes, polidextrosa, D-tagatosa, fibras de acacia, algarroba, avena y fibras citricas. En un aspecto, los prebioéticos
son los fructo-oligosacaridos de cadena corta (por simplicidad mostrada a continuaciéon como FOSs-c.c); dichos FOSs-
c.c no son carbohidratos digeribles, generalmente obtenidos por la conversion del azucar de remolacha e incluyen una
molécula de sacarosa a la que se unen tres moléculas de glucosa.

[0116] Las composiciones de la invenciéon pueden comprender excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.
Ejemplos de tales excipientes adecuados se pueden encontrar en la referencia [56]. Los vehiculos o diluyentes
aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y se describen, p. €j., en la referencia
[57]. Los ejemplos de vehiculos adecuados incluyen lactosa, almidon, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio,
manitol, sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol, glicerol y agua. La eleccion del
vehiculo farmacéutico, excipiente o diluyente se puede seleccionar con respecto a la ruta de administracion prevista y
la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como, o ademas del
vehiculo, excipiente o diluyente, cualquier aglutinante(s) adecuado, lubricante(s), agente(s) de suspension, agente(s)
de recubrimiento, agente(s) solubilizante(s). Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidon, gelatina,
azucares naturales como glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre, beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas
naturales y sintéticas, como acacia, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol. Los ejemplos
de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio,
acetato de sodio, cloruro de sodio y similares. Se pueden proporcionar conservantes, estabilizadores, colorantes e
incluso agentes aromatizantes en la composicion farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato de
sodio, acido soérbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico. También se pueden usar antioxidantes y agentes de
suspension.

[0117] Las composiciones de la invencion pueden formularse como un producto alimenticio. Por ejemplo, un producto
alimenticio puede proporcionar un beneficio nutricional ademas del efecto terapéutico de la invenciéon, como en un
suplemento nutricional. De manera similar, un producto alimenticio puede formularse para mejorar el sabor de la
composicion de la invencidn o para hacer que la composicidon sea mas atractiva para el consumo al ser mas similar a
un producto alimenticio comun, que a una composicion farmacéutica. En ciertas realizaciones, la composicion de la
invencion se formula como un producto a base de leche. El término "producto a base de leche" significa cualquier
producto a base de leche o suero liquido o semisoélido que tiene un contenido variable de grasa. El producto a base
de leche puede ser, p. €j., leche de vaca, leche de cabra, leche de oveja, leche desnatada, leche entera, leche
recombinada a partir de leche en polvo y suero sin ninguin procesamiento, o un producto procesado, como yogur, leche
cuajada, cuajada, leche agria, leche entera agria, leche de mantequilla y otros productos de leche agria. Otro grupo
importante incluye las bebidas lacteas, como las bebidas de suero, las leches fermentadas, las leches condensadas,
las leches infantiles o para bebés; leches aromatizadas, helados; alimentos que contienen leche, como dulces.

[0118] En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion contienen una sola cepa o especie bacteriana y no
contienen ninguna otra cepa o especie bacteriana. Dichas composiciones pueden comprender solo cantidades
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minimas o biolégicamente irrelevantes de otras cepas o especies bacterianas. Dichas composiciones pueden ser un
cultivo que esté sustancialmente libre de otras especies de organismos.

[0119] Las composiciones para uso de acuerdo con la invencidon pueden o pueden no requerir la aprobacion de
comercializacion.

[0120] En algunos casos, la cepa bacteriana liofilizada se reconstituye antes de la administracion. En algunos casos,
la reconstitucién es mediante el uso de un diluyente descrito aqui.

[0121] Las composiciones de la invencion pueden comprender excipientes, diluyentes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

[0122] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende: una cepa
bacteriana de la invencion; y un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa
bacteriana esta en una cantidad suficiente para tratar un trastorno cuando se administra a un sujeto que lo necesita;
y en donde el trastorno se selecciona del grupo que consiste en asma, asma alérgica, asma neutrofilica, osteoartritis,
artritis psoriasica, artritis idiopatica juvenil, neuromielitis éptica (enfermedad de Devic), espondilitis anquilosante,
espondiloartritis, lupus eritematoso sistémico, enfermedad celiaca, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
cancer, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmoén, cancer de ovario, uveitis, escleritis, vasculitis,
enfermedad de Behcet, aterosclerosis, dermatitis atopica, enfisema, periodontitis, rinitis alérgica y rechazo de
aloinjerto.

[0123] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende: una cepa
bacteriana de la invencién; y un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa
bacteriana esta en una cantidad suficiente para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o la
via Th17. En realizaciones preferidas, dicha enfermedad o afeccion se selecciona del grupo que consiste en artritis
reumatoide, esclerosis multiple, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
enfermedad celiaca, asma, asma alérgica, asma neutrofilica, osteoartritis, artritis psoriasica, juvenil artritis idiopatica,
neuromielitis éptica (enfermedad de Devic), espondilitis anquilosante, espondiloartritis, lupus eritematoso sistémico,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), cancer, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén,
cancer de ovario, uveitis, escleritis, vasculitis, enfermedad de Behcet, aterosclerosis, dermatitis atopica, enfisema,
periodontitis, rinitis alérgica y rechazo de aloinjertos.

[0124] En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior, en donde la cantidad
de la cepa bacteriana es de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 1011 unidades formadoras de colonias
por gramo con respecto al peso de la composicion.

[0125] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, en donde la
composicion se administra a una dosisde 19,3 g,5g010g.

[0126] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, en donde la
composicion se administra mediante un método seleccionado del grupo que consiste en oral, rectal, subcuténeo, nasal,
bucal y sublingual.

[0127] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composiciéon farmacéutica anterior, que comprende un
vehiculo seleccionado del grupo que consiste en lactosa, almidon, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio,
manitol y sorbitol.

[0128] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, que comprende un
diluyente seleccionado del grupo que consiste en etanol, glicerol y agua.

[0129] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, que comprende un
excipiente seleccionado del grupo que consiste en almidon, gelatina, glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre,
beta-lactosa, edulcorante de maiz, acacia, tragacanto, sodio alginato, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, oleato de
sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio y cloruro de sodio.

[0130] En ciertas realizaciones, la invenciéon proporciona la composicion farmacéutica anterior, que comprende
ademas al menos uno de un conservante, un antioxidante y un estabilizador.

[0131] En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, que comprende un
conservante seleccionado del grupo que consiste en benzoato de sodio, acido soérbico y ésteres de &acido p-
hidroxibenzoico.

[0132] En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicion farmacéutica anterior, en donde dicha cepa
bacteriana se liofiliza.
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[0133] En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior, en donde cuando la
composicion se almacena en un recipiente sellado a aproximadamente 4°C o aproximadamente 25°C y el recipiente
se coloca en una atmosfera que tiene una humedad relativa del 50%, a al menos el 80% de la cepa bacteriana, medida
en unidades formadoras de colonias, permanece después de un periodo de al menos aproximadamente: 1 mes, 3
meses, 6 meses, 1 afio, 1,5 afios, 2 afos, 2,5 afios o 3 afios.

Métodos de cultivo

[0134] Las cepas bacterianas para uso en la presente invencién pueden cultivarse usando técnicas de microbiologia
estandar como se detalla, p. €j., en las referencias [58-60].

[0135] El medio sdlido o liquido utilizado para el cultivo puede ser agar YCFA o medio YCFA. El medio YCFA puede
incluir (por 100 ml, valores aproximados): casitona (1,0 g), extracto de levadura (0,25 g), NaHCO3 (0,4 g), cisteina (0,1
g), K2HPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 g), NaCl (0,09 g), (NH4)2S0O4 (0,09 g), MgS04-7H20 (0,009 g), CaClz (0,009 g),
resazurina (0,1 mg), hemina (1 mg), biotina (1 pg), cobalamina (1 ug), acido p-aminobenzoico (3 ug), acido félico (5
ug) y piridoxamina (15 ug).

Cepas bacterianas para uso en composiciones de vacunas

[0136] Los inventores han identificado que las cepas bacterianas descritas en este documento son utiles para tratar o
prevenir enfermedades o afecciones mediadas por IL-17 o la via Th17. Es probable que esto sea el resultado del
efecto que las cepas bacterianas de la invencion tienen sobre el sistema inmunitario del huésped. Por lo tanto, las
composiciones descritas en el presente documento también pueden ser Utiles para prevenir enfermedades o
afecciones mediadas por IL-17 o la via Th17, cuando se administran como composiciones de vacuna. En ciertas de
tales realizaciones, las cepas bacterianas de la invencion se pueden matar, inactivar o atenuar. En ciertas de tales
realizaciones, las composiciones pueden comprender un adyuvante de vacuna. En ciertas realizaciones, las
composiciones son para administracion por inyeccion, tal como por inyeccion subcutanea.

General

[0137] La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales
de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la habilidad de la técnica. Dichas
técnicas se explican completamente en la literatura. Véanse, p. ej., las referencias [61] y [62-68], efc.

[0138] El término "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste", por ejemplo. una composicién "que
comprende" X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, p. gj., X+ Y.

[0139] EI término "aproximadamente" en relacion con un valor numérico x es opcional y significa, p. €j., x + 10%.

[0140] La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por ejemplo, una composicién que esta
"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra
"sustancialmente" puede omitirse de la definicion de la invencién.

[0141] Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de nucledtidos significa que,
cuando estan alineadas, ese porcentaje de nucledtidos es el mismo al comparar las dos secuencias. Esta alineacion
y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia se pueden determinar utilizando programas de software
conocidos en la técnica, p. €j., los descritos en la seccién 7,7,18 de la ref. [69] El algoritmo de busqueda de homologia
Smith-Waterman determina una alineacion preferida usando una busqueda de espacio afin con una penalizacion de
espacio abierto de 12 y una penalizacion de extensién de espacio de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de
busqueda de homologia SmithWaterman se describe en la ref. [70]

[0142] A menos que se indique especificamente, un proceso o método que comprende numerosos pasos puede
comprender pasos adicionales al principio o al final del método, o puede comprender pasos de intervencion
adicionales. Ademas, los pasos se pueden combinar, omitir o realizar en un orden alternativo, si corresponde.

[0143] En este documento se describen diversas realizaciones de la invencion. Se apreciara que las caracteristicas
especificadas en cada realizacidon pueden combinarse con otras caracteristicas especificadas, para proporcionar
realizaciones adicionales. En particular, las realizaciones resaltadas aqui como adecuadas, tipicas o preferidas pueden
combinarse entre si (excepto cuando son mutuamente excluyentes).

EJEMPLOS Ejemplo 1 - Eficacia de los in6culos de bacterias en un modelo de ratén de asma inducida por
dcaros del polvo doméstico

Resumen
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[0144] Los ratones fueron administrados con composiciones que comprenden cepas bacterianas de acuerdo con la
invencion y fueron posteriormente desafiados con extracto de acaros del polvo doméstico (HDM) para producir una
respuesta inflamatoria alérgica. La respuesta inflamatoria a HDM incluye componentes eosinofilicos y neutrofilicos,
esta mediada por IL-17 y la via Th17, y es un modelo para el asma. La magnitud y las caracteristicas de la respuesta
inflamatoria exhibida por los ratones tratados con las composiciones de la invencion se compararon con los grupos de
control. Se encontrd que las composiciones de la invencion alivian la respuesta inflamatoria y reducen el reclutamiento
de eosindfilos y neutrofilos, lo que indica que pueden ser Utiles para tratar afecciones mediadas por IL-17 tales como
eosinofilia, neutrofilia y asma.

Cepa

[0145] 751: bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380.

Diserio del estudio:

Grupos:
[0146]
1. Grupo de control negativo. Tratamiento con control del vehiculo (por via oral).
4. Tratamiento con cepa 751 de inéculo bacteriano terapéutico (por via oral).
7. Grupo de control positivo. Tratamiento con dexametasona (i.p.).
8. Grupo de control no tratado.
Numero de ratones por grupo = 5.
[0147] Dia -14 a dia 13: Administracion diaria de control del vehiculo por via oral (Grupo 1).
[0148] Dia -14 a dia 13: Administracion diaria de indculo terapéutico de bacterias por via oral (Grupo 2-6).
[0149] Dia 0, 2, 4,7, 9, 11 Administracion de 15ug HDM (extracto de acaros del polvo doméstico - Numero de catalogo:
XPB70D3A25, Numero de lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, EE.UU.) En un volumen de 30ul PBS por
nasal (Grupo 1-8).

[0150] Dia 0, 2, 4, 7, 9, 11 Administracion de dexametasona (ip, 3 mg/kg, Sigma-Aldrich, nimero de catalogo D1159)
(Grupo 7).

[0151] Dia 14 Sacrificio de todos los animales para analisis.
[0152] Numero total de ratones = 40.

Criterios de valoracién y analisis

[0153] El dia 14 se sacrificaron los animales mediante inyeccion intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli Pharma
AG, Uznach, Cat: 1170139A) inmediatamente seguido de un lavado broncoalveolar (BAL).

[0154] Las células fueron aisladas de los recuentos de células de fluido y diferenciales BAL (lavado broncoalveolar)
realizados (200 células cuentas/muestras).

Material y Métodos

[0155] Ratones. Se compraron ratones BALB/c hembra de 7 semanas de edad de Charles River Laboratories y se
asignaron aleatoriamente a jaulas con un total de 5 ratones por jaula (jaulas ventiladas obtenidas de Indulab AG,
Gams, Suiza Tipo de jaula: "The SealsafeTM - IVC cage. Numero de producto 1248L). Las jaulas se etiquetaron con
el nimero de estudio, el nUmero de grupo y la fecha de inicio experimental. Los ratones se monitorearon semanalmente
y se aclimataron a la instalacion durante 7 dias antes del inicio del estudio (Dia de estudio -14). Los animales tenian
8 semanas de edad el dia de estudio -14. Agua potable y alimentos disponibles a voluntad. Enriquecimiento de la
jaula. El cuidado diario de los animales se realizé segun el numero de licencia de autorizacion local 2283,1 (emitido y
aprobado por: Servicio de Consumo y Asuntos Veterinarios del Cantén de Vaud). Agua potable y alimentos estaban
disponibles ad libitum y se actualizaban una vez al dia. El enriquecimiento de la jaula estaba presente. Las
regulaciones de bienestar animal fueron observadas segun lo dispuesto por las autoridades oficiales de Suiza bajo la
ordenanza 455,163 de la FVO (Oficina Veterinaria Federal) sobre cria de animales de laboratorio, produccion de
animales genéticamente modificados y métodos de experimentaciéon animal.

[0156] Cultivo de inéculo bacteriano. Dentro de una estacion de trabajo estéril, se descongelé un criovial de
bacterias calentandolo con una mano enguantada y se inyectaron ~ 0,7 ml de contenido en un tubo Hungate (Numero
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de Cat., 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Alemania), que contenia 8 ml de anaerdbico YCFA Por
lo general, se prepararon dos tubos por cepa. Los tubos de Hungate se incubaron luego (estatica) a 37°C durante 16
H(cepa 751).

[0157] Cultivo del control del vehiculo. Se incubé un tubo Hungate que contenia 8 ml de YCFA anaerdbico (estatico)
a 37°C durante 16 h.

[0158] Administracién de inéculo bacteriano o control de vehiculo. Se administraron 400 ul de inéculo de bacterias
cultivadas o control de vehiculo por dia por sonda oral.

[0159] Sensibilizacion intranasal. Los ratones se anestesiaron mediante inyeccion i.p. con 9,75 mg de xilasol y 48,75
mg de ketasol por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) y se administraron con 15 ug de HDM (numero de catalogo:
XPB70D3A25, numero de lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, EE.UU.) En un volumen de 30ul PBS por
nasal.

[0160] Preparacion y administraciéon del compuesto de control positivo Dexametasona. La dexametasona 21-
fosfato sal de disodio (Sigma-Aldrich, niumero de catalogo D1159, Lote N° SLBD,1030V) se resolvié en H20 y se
administra a los animales en una dosis de 3 mg/kg en un volumen de 200 ul por oral en dias indicado en el protocolo
de estudio anterior.

[0161] Procedimiento terminal. El dia 14 se sacrificaron los animales mediante inyeccion i.p. letal con pentabarbitol
(Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A), seguido inmediatamente por lavado broncoalveolar (BAL) en 500 ul de
solucion salina.

[0162] Medicion de infiltrados celulares en BAL. Las células se aislaron del fluido BAL y se realizaron recuentos
diferenciales de células en base a criterios morfolégicos y citoquimicos estandar.

[0163] Graficos y analisis estadistico. Todos los graficos se generaron con Graphpad Prism Version 6 y se aplico
un ANOVA unidireccional. Los resultados del analisis estadistico se proporcionaron con las tablas de datos
individuales. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

Resultados y analisis

[0164] Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 1-9.

[0165] No se observo morbilidad ni mortalidad en los ratones tratados con la bacteria o el vehiculo. Los dos controles,
el tratamiento del vehiculo (control negativo) y el tratamiento con dexametasona (control positivo) se comportaron
como se esperaba, con eosinofilia y neutrofilia alteradas observadas después del tratamiento con dexametasona.

[0166] Los resultados mas importantes de este experimento se muestran en las Figuras 6 y 7, que informan sobre el
namero total y el porcentaje de neutréfilos detectados en el lavado bronquiolar después del desafio con HDM. La cepa
751 redujo los neutrdéfilos totales y la proporcion de neutréfilos en BAL en relacién con el control de solo vehiculo.

Ejemplo 2 - Eficacia de los in6culos de bacterias en un modelo de raton de asma grave neutrofilica
Resumen

[0167] Los ratones se administraron con composiciones que comprenden cepas bacterianas de acuerdo con la
invencion y posteriormente se sensibilizaron con las administraciones subcutédneas de extracto de acaros del polvo
doméstico (HDM) y se desafiaron con una administracion intranasal de HDM para modelar la respuesta inflamatoria
del asma neutrofilica severa. La magnitud y las caracteristicas de la respuesta inflamatoria exhibida por los ratones
tratados con las composiciones de la invencién se compararon con los grupos de control. Se encontré que las
composiciones de la invencién para aliviar la respuesta inflamatoria, y en particular para reducir el reclutamiento de
neutrofilos, de una manera comparable con el control positivo que comprende administraciones de anticuerpos anti-
IL-17. Por lo tanto, los datos indican que las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para tratar afecciones
mediadas por IL-17 y Th17 tales como neutrofilia y asma.

Cepa

[0168] 751: bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380
Diserio del estudio:

Grupos:

[0169]
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1. Grupo de control negativo. Tratamiento con control del vehiculo (por via oral).

4. Tratamiento con in6culo bacteriano terapéutico cepa 751 (por via oral).

7. Grupo de control positivo. Tratamiento anti-IL-17 (i.p.).

8. Grupo de control no tratado.

9: Ratones sanos (linea de base).
Numero de ratones por grupo (Grupo 1-8) =5
[0170] Dia -14 al dia 17: Administracion diaria de control del vehiculo por via oral (Grupo 1).
[0171] Dia -14 a dia 17: Administracion diaria de indculo terapéutico de bacterias por via oral (Grupo 2-6).
[0172] Dia 0: Sensibilizacion con HDM en CFA (s.c.) (Grupo 1-8).
[0173] Dia 7: Sensibilizacion con HDM en CFA (s.c.) (Grupo 1-8).
[0174] Dia 13, 15, 17: Administracion de anticuerpo neutralizante anti-IL-17 por i.p. (Grupo 7).
[0175] Dia 14, 15, 16, 17: Desafio con HDM en 30ul PBS por nasal (Grupo 1-8).

[0176] Dia 18: Sacrificio de todos los animales para analisis.

Criterios de valoracién y analisis:

[0177] En el dia 14 los animales fueron sacrificados mediante inyeccion intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli
PharmaAG, Uznach, Cat: 1170139A) seguido inmediatamente por un lavado broncoalveolar (BAL). Las células se
aislaron del fluido BAL y se realizaron recuentos de células diferenciales (200 recuentos de células/muestras).

Material y métodos.

[0178] Ratones. Se compraron ratones C57BL/6 hembra de 7 semanas de edad de Charles River Laboratories y se
asignaron aleatoriamente a jaulas con un total de 5 ratones por jaula (jaulas ventiladas de Indulab AG, Gams, Suiza
Tipo de jaula: "The SealsafeTM - IVC cage. Numero de producto 1248L). Las jaulas se etiquetaron con el nimero de
estudio, el nimero de grupo y la fecha de inicio experimental. Los ratones se monitorearon semanalmente y se
aclimataron a la instalacion durante 7 dias antes del inicio del estudio (Dia de estudio -14). Los animales tenian 8
semanas de edad el Dia de estudio -14. Agua potable y alimentos disponibles a voluntad. Enriquecimiento de la jaula.
El cuidado diario de los animales se realizdé segun el nimero de licencia de autorizacion local 2283,1 (emitido y
aprobado por: Servicio de Consumo y Asuntos Veterinarios del Cantén de Vaud). Agua potable y alimentos estaban
disponibles ad libitum y se actualizaban una vez al dia. El enriquecimiento de la jaula estaba presente. Las
regulaciones de bienestar animal se observaron segun lo dispuesto por las autoridades oficiales de Suiza en virtud de
la ordenanza 455,163 del FVO (Oficina Veterinaria Federal) sobre cria de animales de laboratorio, produccion de
animales genéticamente modificados y métodos de experimentacién animal.

[0179] Cultivo de inéculo bacteriano. Dentro de una estacion de trabajo estéril, se descongeld un criovial de
bacterias calentandolo con una mano enguantada y se inyectaron ~ 0,7 ml de contenido en un tubo Hungate (Nimero
de Cat., 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Alemania), que contenia 8 ml de YCFA anaerdbico. Por
lo general, se prepararon dos tubos por cepa. Los tubos de Hungate se incubaron luego (estaticos) a 37°C durante 16
H (cepa 751).

[0180] Cultivo de control de vehiculos. Se incubd un tubo Hungate que contenia 8 ml de YCFA anaerdbico (estatico)
a 37°C durante 16 h.

[0181] Administracion de inoculo bacteriano o control de vehiculo. Se administraron 400 ul de in6culo de bacterias
cultivadas o control de vehiculo por dia por sonda oral.

[0182] Sensibilizacién HDM. 50 ug de HDM (Numero de catalogo: XPB70D3A25, Numero de lote: 231897, Greer
Laboratories, Lenoir, NC, EE.UU.) En PBS se emulsion6 en un volumen igual de adyuvante completo de Freund (CFA
Chondrex Inc. Washington, EE.UU.) y se administré por via subcutdnea en un volumen de 200 pl, dos veces durante
dos semanas en flancos opuestos. Una semana después de la segunda inmunizacion, los ratones se anestesiaron
mediante inyeccion i.p. con 9,75 mg de xilasol y 48,75 mg de ketasol por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) y luego
recibieron desafios intranasales de 15 ug de HDM en un volumen de 30ul PBS en 4 dias consecutivos. El analisis se
realizé un dia después del desafio final.

[0183] Preparaciéon y administracion del compuesto de control positivo anti-anticuerpo IL-17 de ratén. El
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anticuerpo neutralizante anti-IL-17 se obtuvo de Bio X Cell y se almacené a 4°C (Clon 17F3, Cat. Numero BE0173,
Bio X Cell) y se administrd por i.p. a una dosis de 12,5 mg/kg en los dias indicados en el protocolo de estudio anterior.

[0184] Procedimiento terminal. El dia 18 se sacrificaron los animales mediante inyeccién i.p. letal con pentabarbitol
(Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) inmediatamente seguido de lavado broncoalveolar (BAL) en 500 ul de
solucién salina.

[0185] Medicion de infiltrados celulares en BAL. Las células se aislaron del fluido BAL y se realizaron recuentos
diferenciales de células en base a criterios morfolégicos y citoquimicos estandar.

[0186] Graficos y analisis estadistico. Todos los graficos se generaron con Graphpad Prism Version 6 y se aplico
un ANOVA unidireccional. Los resultados del analisis estadistico se proporcionan con las tablas de datos individuales.
Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

Resultados y analisis

[0187] Los resultados del experimento se muestran en las Figuras 10-18.

[0188] No se observé morbilidad ni mortalidad en los ratones tratados con la bacteria o el vehiculo. Como se muestra
en las Figuras 15 y 16, la cepa 751 fue altamente eficaz para aliviar la magnitud de la respuesta inflamatoria
neutrofilica. De hecho, el tratamiento con la cepa 751 mostré resultados comparables al tratamiento con anticuerpos
anti-IL-17. Ademas, la cepa 751 redujo el numero de eosindfilos en relacién con los controles, como se muestra en las
Figuras 11y 12.

Ejemplo 3 - Eficacia de los inéculos bacterianos para tratar la artritis en un modelo de raton con artritis
inducida por colageno tipo I

Materiales y métodos

Cepas
[0189] 751: bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380
Cultivos bacterianos

[0190] Se cultivaron cultivos bacterianos para administracion en una estacion de trabajo anaerdbica (Don Whitley
Scientific).

[0191] La cepa bacteriana n° 751 fue cultivada utilizando reservas de glicerol. Las reservas de glicerol se almacenaron
a -80°C. Tres veces por semana, las reservas de glicerol se descongelaron a temperatura ambiente y se tifieron en
placas YCFA. Se us6 una nueva alicuota de glicerol en cada ocasién. Se permitié que las bacterias crecieran en una
placa dada durante hasta 72 horas.

[0192] Las soluciones a administrar a los animales se prepararon dos veces al dia con un intervalo de ocho horas para
tratamientos de mafana (AM) y tarde (PM). Se recogi6 una colonia bacteriana de la placa rayada y se transfirié a un
tubo que contenia medio YCFA. La cepa bacteriana n° 751 se dejo crecer durante 16 horas antes de las
administraciones de AM. Las bacterias se subcultivaron al 1% en medios YCFA para administraciones de PM. Los
valores de OD se registraron para cada cepa después de las preparaciones de tratamiento de manana y tarde.

Modelo de ratén de artritis inducida por colageno tipo Il

[0193] Se asignaron aleatoriamente ratones machos adultos DBA/1 a grupos experimentales y se les permitio
aclimatarse durante dos semanas. El dia 0, los animales se administraron mediante inyeccién subcutanea con 100
microlitros de una emulsién que contenia 100 microgramos de colageno tipo Il (Cll) en adyuvante incompleto de Freund
suplementado con 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37Ra. El dia 21, los animales se administraron mediante
inyeccion subcutanea con una emulsion de refuerzo que contenia 100 ug de colageno tipo Il en adyuvante de Freund
incompleto.

[0194] Los tratamientos se administraron de acuerdo con el programa de administracion a continuacion. Desde el dia
14 hasta el final del experimento en el dia 45, los animales se pesaron tres veces por semana. Desde el dia 21 hasta
el final del experimento, se calificé a los animales tres veces por semana para que los signos clinicos de artritis
incluyeran hinchazén de las patas traseras y delanteras, las articulaciones radiocarpianas (mufieca) y las
articulaciones tibio-tarsales (tobillo).

[0195] El dia 45 se sacrificaron ratones y se tomaron muestras de sangre terminal para andlisis de citocinas.
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[0196] En el dia -14, dia 0 y dia 45, se recogieron muestras fecales para analisis microbioldgico, se congelaron
inmediatamente y se almacenaron a -80°C.

[0197] EI modelo de raton de artritis inducida por colageno (CIA) es un modelo de raton bien establecido para la artritis
reumatoide [71]. La inmunizacién con CIll causa una patogénesis que incluye varias caracteristicas patolégicas
importantes de la artritis reumatoide, incluida la hiperplasia sinovial, la infiltracién de células mononucleares y la
degradacion del cartilago. Significativamente, el desarrollo de CIA estd mediado por células Th17 a través de la
secrecion de IL-17A [72]. La respuesta inmune subyacente en el modelo de artritis se ve reforzada por el uso del
adyuvante de Freund complementado con Mycobacterium tuberculosis.

[0198] En el dia 21, se recogieron bazos de tres animales satélites en cada grupo. Las células se cultivaron durante
72 horas en presencia o ausencia de colageno tipo Il. Las citocinas, que incluyen TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-
17, se cuantificaron en los sobrenadantes de cultivo y en suero terminal por Luminex. La proliferacion celular se
cuantificd usando un método de incorporacion de timidina tritiada.

Grupos de tratamiento y dosis

[0199] Todos los grupos fueron n = 15 (n= 12 para el grupo principal de estudio y n = 3 para grupos satélite).

[0200] EI vehiculo utilizado para la bioterapéutica fue medio de extracto de levadura-acidos grasos de casitona
(YCFA).

Dosis Administracion Induccion de enfermedad
Grupo P
Ruta |Régimen
1 | Vehiculo 5milkg | PO BID: Dia -14-Fin Dia 0: Colageno/CFA, una vez, SC
2 | Bioterapéutico n® 751 | 5 ml/kg | PO BID: Dia -14-Fin Dia 21: Colageno/IFA, una vez, SC

PO: sonda oral, SC: inyeccién subcutanea, BID: dos veces al dia, CFA: adyuvante completo de Freund.

Pesos corporales

[0201] Desde el dia 14 hasta el final del experimento, los animales se pesaron tres veces por semana. Los datos
fueron graficados (+ SEM media).

Observaciones clinicas no especificas

[0202] Desde el dia 14 hasta el final del experimento, los animales se verificaron diariamente para detectar signos
clinicos no especificos que incluyan una postura anormal (encorvada), una condiciéon anormal del pelaje (piloereccion)
y niveles anormales de actividad (reducida o aumento de la actividad).

Observaciones clinicas

[0203] Desde el dia 21 hasta el final del experimento en el dia 45, los animales se puntuaron tres veces por semana
para detectar signos clinicos de artritis que incluyan hinchazén de las patas traseras y frontales, las articulaciones
radiocarpianas (mufeca) y articulaciones tibio-tarsales (tobillo). Cada miembro se puntud utilizando la siguiente escala:
(0) normal, (1) hinchazén leve, (2) hinchazén suave, (3) hinchazén moderada y (4) hinchazén severa. Se calculd una
puntuacion clinica sumando cada puntuacion de extremidad. La puntuacién clinica maxima posible para un animal fue
(16). Los animales con un puntaje igual a (12) en dos ocasiones consecutivas y los animales con un puntaje mayor a
(12) en cualquier ocasion fueron sacrificados. Los datos fueron graficados (media + SEM).

Analisis de proliferacion celular

[0204] En el dia 21, se sacrificaron tres animales satélite por grupo y se diseccionaron los bazos. Las células de bazo
se cultivaron durante 72 horas en presencia o ausencia de colageno tipo Il. Después de 72 horas, las células se
pulsaron durante la noche en presencia de timidina tritiada. La proliferacion celular se cuantificé midiendo la
incorporacion de timidina. Los datos fueron graficados (media + SEM). Se tomaron los sobrenadantes y se evalud la
presencia de citocinas clave.

Analisis de citoquinas

[0205] Sobrenadantes terminales de los cultivos de células de bazo se pusieron a prueba con el fin de cuantificar el
TNF-a, IL-6, IFN-y, IL- 4, IL-10 e IL-17 por Luminex. Los datos fueron graficados (media + SEM).

Analisis microbiolégico
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[0206] En el dia 14, dia 0 y dia 45, se recogieron muestras fecales de cada animal, se congelaron inmediatamente y
se almacenaron a -80°C. Caeca (incluido el contenido) se congeld inmediatamente y se almacend a -80°C. Una prueba
de identificacién bacteriana se realiz6 diariamente mediante el recubrimiento de la bacteria.

Histopatologia

[0207] Al final del experimento, las patas traseras se almacenaron en fijador de tejido. Las muestras se transfirieron a
una solucion de descalcificacion. Las muestras de tejido se procesaron, se seccionaron y se tifieron con hematoxilina
y eosina. Las secciones fueron calificadas por un histopatélogo calificado, ciego al disefio experimental, para que los
signos de artritis incluyan inflamacion, dafio del cartilago articular y dafio al hueso metafisario subyacente. Se utilizd
un sistema de puntuacion detallado (ver mas abajo). Los datos fueron graficados (media + SEM). Se proporcionaron
datos brutos y analizados, asi como imagenes representativas.

Tabla 1: Sistema de puntuacién de histopatologia

Grado Descripcion

Inflamacion

0 Articulacion normal

1 Hiperplasia sinovial leve con inflamacion dominada por neutréfilos. Bajos nimeros de
neutrofilos y macréfagos en el espacio articular.

2 Hiperplasia sinovial con inflamacién moderada a marcada que involucra neutréfilos y

macréfagos. Neutrofilos y macréfagos en el espacio articular; pueden ser algunos
restos de tejido necratico.

3 Hiperplasia sinovial con marcada inflamacion que involucra neutréfilos y macréfagos.
Pérdida de revestimiento de sinoviocitos. La inflamacion puede extenderse desde la
sinovial al tejido circundante, incluido el musculo. Numerosos neutréfilos y macréfagos
en el espacio articular, junto con importantes restos de tejido necrotico.

Daiio del cartilago articular

0 Articulaciéon normal

1 El cartilago articular muestra solo un cambio degenerativo leve. La formacion temprana
de pannus puede estar presente periféricamente.

2 El cartilago articular muestra un cambio degenerativo moderado y pérdida focal. La
formacion de Pannus esta presente focalmente.

3 Interrupcion significativa y pérdida de cartilago articular con formacion extensa de
pannus.

Daiio al hueso metafisario subyacente

Articulacion normal

Sin cambios en el hueso metafisario subyacente.

Puede ser necrosis focal o fibrosis del hueso metafisario.

Interrupcién o colapso del hueso metafisario. Inflamacién extensiva, necrosis o fibrosis
que se extiende al espacio medular de la metafisis

WN 0O

Resultados y analisis

Supervivencia y observaciones clinicas no especificas

[0208] Algunos animales fueron sacrificados antes del final programado del estudio debido a la gravedad de los signos
clinicos de artritis o debido a la gravedad de las observaciones clinicas no especificas.

[0209] Tres animales fueron sacrificados o encontrados muertos o sacrificados durante el periodo de pretratamiento
(Dia -14 al Dia 0): un animal en el Grupo 1 (tratado con vehiculo, el animal llegd del proveedor con una pierna rota y
fue sacrificado) y dos animales en el Grupo 2 (tratamiento Bioterapéutico n° 751, posible dosificacion pulmonar en el
primer dia de pretratamiento y signos clinicos posteriores a la dosis en el segundo dia de pretratamiento).

[0210] Ocho animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los signos clinicos de artritis: cinco animales en el
Grupo 1 (tratados con vehiculo) y tres animales en el Grupo 2 (tratados con Bioterapéutico n°® 751).

[0211] Cuatro animales fueron sacrificados debido a la severidad de los signos clinicos no especificos, incluyendo
postura anormal (encorvada), condicion anormal del pelaje (piloereccion), niveles anormales de actividad (actividad
reducida): tres animales en el Grupo 1 (tratados con vehiculo) y un animal en el Grupo 2 (Bioterapéutico n° 751 tratado).

Pesos corporales
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[0212] Datos del peso corporal registrados desde el dia -14 hasta el dia 0 y expresados como un porcentaje de los
pesos corporales iniciales (dia -14) se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de
Dunnett para comparaciones multiples con el Dia -14 y luego para la comparacion multiple con el grupo tratado con
vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 19. Los datos de animales sacrificados antes del final programado del
experimento se excluyeron de los analisis.

[0213] En comparacién con el dia 14, las administraciones dos veces al dia por sonda oral indujeron una pérdida de
peso corporal significativa en el grupo tratado con vehiculo el dia9y el dia 7.

[0214] Los pesos corporales medidos entre el dia 14 y el dia -1 en los grupos tratados con bioterapia no diferian de
los pesos corporales medidos en el grupo tratado con vehiculo en un dia determinado.

[0215] Los datos de peso corporal registrados desde el dia 0 hasta el dia 28 y expresados como un porcentaje de los
pesos corporales iniciales (dia 0) se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de
Dunnett para comparaciones multiples con el dia 0 en el grupo de vehiculos y luego para comparacién multiple con el
grupo tratado con vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 20. Los datos de animales sacrificados antes del final
programado del experimento y de los animales satélite se excluyeron de los analisis. Los datos del dia 28, dia 35y
dia 42 se analizaron adicionalmente mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba posterior de Dunnett para
realizar comparaciones multiples con el grupo tratado con vehiculo.

[0216] La aparicidn de signos clinicos de artritis se asocié con una pérdida de peso corporal significativa el dia 26 y el
dia 28 (p <0,0001) en comparacion con el dia 0 en el grupo tratado con vehiculo.

[0217] No hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales en el dia 35 o el dia 42.
Observaciones clinicas

[0218] Los datos de la puntuacion clinica se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior
de Dunnett para comparaciones mdltiples entre dias en el grupo tratado con vehiculo que para comparaciones
multiples entre grupos experimentales y el grupo tratado con vehiculo cada dia. Los datos se presentan en la Figura
21. Los datos registrados de animales sacrificados antes del final del experimento se excluyeron del analisis. Cuando
los animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los signos clinicos de artritis, se informo la ultima puntuacién
registrada para los dias siguientes y se utilizé en los andlisis estadisticos.

[0219] Se observé un aumento significativo de las puntuaciones clinicas en el grupo tratado con vehiculo desde el dia
28 hasta el dia 45 (p <0,0001) en comparacion con el dia 21.

[0220] Bioterapéutico n° 751 indujo una reduccién de las puntuaciones clinicas en comparacion al grupo tratado con
vehiculo desde el dia 31 hasta el dia 45, aunque la diferencia no fue significativa.

Analisis de proliferacion celular

[0221] Para validar el ensayo, se cultivaron esplenocitos en presencia de anti-CD3 y anti-CD28 solubles
(antiCD3/CD28) como estimulos de control positivo para confirmar el potencial proliferativo de las células.

[0222] Se observaron fuertes respuestas proliferativas a anti-CD3/CD28 en todos los grupos experimentales,
mostrando que las células eran sanas, viables y capaces de responder a las sefiales de activacion.

[0223] Para probar la respuesta proliferativa en presencia de colageno Il (Cll), se cultivaron esplenocitos en presencia
de CIl a 50 pg/ml. La respuesta proliferativa de esplenocitos a Cll se analiz6 mediante ANOVA de dos vias seguido
de la prueba posterior de Sydak para comparaciones multiples entre esplenocitos no estimulados y estimulados por
Cll'y ANOVA de una via seguido de la prueba posterior de Dunnett para comparar la respuesta estimulada por Cll en
diferentes grupos experimentales con grupo tratado con vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 22.

[0224] CIl induce un aumento muy significativo de 3H-timidina (cpm) en comparacion con los esplenocitos no
estimulados en el grupo tratado con vehiculo (p <0,0001).

[0225] Los grupos tratados con bioterapéutico n°® 751 demostraron niveles significativamente mas bajos de
proliferacién de esplenocitos inducida por Cll que el grupo tratado con vehiculo.

Niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivo de tejidos

[0226] Los niveles de cada citocina se midieron en sobrenadantes de cultivo de tejidos derivados de cultivos
estimulados con anti-CD3/CD28 mediante analisis luminex. Estos mostraron respuestas robustas para todas las
citocinas medidas (los niveles medios en el grupo de vehiculos fueron los siguientes: IL-4 = 6406 pg/ml; IL-6 = 306
pg/ml; IL-10 = 10.987 pg/ml; IL-17A = 11.447 pg/ml; IFN-y = 15.581 pg/ml; TNF-a = 76 pg/ml).
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[0227] Las siguientes secciones resumen los datos obtenidos de los cultivos estimulados con Colageno Il. En su caso,
los analisis estadisticos de las diferencias entre los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de esplenocitos no
estimulados y estimulados por Cll se realizaron utilizando ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de Sidak
para comparaciones multiples, mientras que se utilizo6 ANOVA de una via seguido de la prueba posterior de Dunnett.
para la comparacion de la respuesta estimulada por Cll en grupos tratados con bioterapia con el grupo tratado con
vehiculo. No hubo diferencias significativas en los niveles de citoquinas entre los grupos en ambos casos. Esto
probablemente se deba al pequefio tamafio de muestra utilizado (n= 3).

[0228] Con el fin de presentar con mayor precision la distribucion de los datos para las citocinas con una distribucion
sustancial de los datos del documento, estos se presentan como graficos de dispersion.

[0229] Las medias grupales de IL-4 en los sobrenadantes de cultivo de tejidos después de la estimulacién con ClI
fueron <5pg/ml. Estos no se consideran biolégicamente significativos y no se incluyen aqui. Las medias grupales de
TNF-a en los sobrenadantes de cultivo de tejidos después de la estimulaciéon con colageno estaban por debajo del
limite de cuantificacion.

Niveles de sobrenadante de IFN-y (FIG. 23)

[0230] Junto con IL-17, IFN-y es la principal enfermedad que conduce a las citocinas en el modelo de la CIA. El
diagrama de dispersion en la Figura 23 demuestra los niveles de IFN-y después de la estimulacion con ClI, siendo la
mediana del grupo mas alta para el grupo tratado con vehiculo en comparacién con el bioterapéutico. El resultado
atipico del mismo sujeto del grupo 2 es responsable de la mediana mas alta en este grupo para IFN-y e IL-10.

Niveles de sobrenadante de IL-17A (FIG. 24)

[0231] Los niveles de IL-17A fueron 50 pg/ml en cultivos estimulados con Cll para el grupo tratado con vehiculo. Los
niveles de esta citocina parecian ser mas bajos en el grupo bioterapéutico en comparacion con el tratado con el
vehiculo.

Niveles de sobrenadante de IL-10 (FIG. 25)

[0232] Los niveles de IL-10 en el grupo tratado con vehiculo fueron 13 pg/mly 2,1 pg/ml para cultivos estimulados con
Cll y de control de medios, respectivamente. Pueden esperarse niveles mas altos de IL-10 (que es una citocina
antiinflamatoria) para el grupo tratado con vehiculo porque la inflamacién y la induccién de citocinas proinflamatorias
podrian estar acompafadas por un mecanismo de retroalimentacion antiinflamatoria.

Niveles de sobrenadante de IL-6 (FIG. 26)

[0233] Las citocinas inflamatorias tales como IL-6 y TNF-a no se producen tipicamente a niveles altos en cultivos anti-
CIl. Sin embargo, sus niveles pueden verse alterados como resultado de la modulacién inmune. Los niveles de IL-6
en cultivos estimulados con ClIl fueron modestos, alcanzando 10pg/ml. Aunque mayor que en los cultivos de control
de medios, estas diferencias fueron demasiado pequefas para proporcionar una justificacion para realizar analisis
estadisticos.

Analisis microbiolégico

[0234] EI crecimiento bacteriano se confirmé midiendo la densidad 6ptica a 600 nm usando un espectrofotdmetro. La
identidad bacteriana se confirmé comparando imagenes de placas rayadas con imagenes de referencia.

[0235] Siguiendo el método mejorado de preparacion bacteriana, se administraron consistentemente altas dosis de
cepa bacteriana desde el dia -2 y el dia -3 como se indica por los altos valores de OD medidos.

[0236] Se recogieron muestras fecales y se congelaron instantaneamente el Dia -14, Dia 0 y al finalizar.
Histopatologia

[0237] Los resultados de histopatologia se muestran en las Figuras 66-70. Como se esperaba para este modelo, se
observo variabilidad intraindividual e interindividual en términos de la presencia/ausencia de artritis o la gravedad del
cambio presente.

[0238] La naturaleza de la patologia fue como se esperaba para este modelo, con una extensa inflamacion croénica
activa mixta de la sinovial y la bolsa que se extiende para involucrar los tejidos blandos periarticulares (musculo, tejido
adiposo, colageno dérmico). En las articulaciones mas severamente afectadas, hubo degeneracién y pérdida de
cartilago articular con restos intraarticulares e inflamacion, y alteracién de la estructura articular y 6sea por fibrosis e
inflamacion.
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[0239] La incidencia de cambios histopatologicos fue: vehiculo - 80% (16/20); Bioterapéutico n°® 751 - 45% (9/20). El
tratamiento con Bioterapéutico n°® 751 redujo la incidencia de puntajes histopatolégicos en las extremidades posteriores
del ratén en comparacién con el grupo tratado con vehiculo (ver Figuras 66-69). Los puntajes de histopatologia se
analizaron mediante ANOVA unidireccional para datos no paramétricos (prueba de Kruskal-Wallis) seguido de la
prueba posterior de Dunn para comparaciones multiples con el grupo tratado con vehiculo. Bioterapéutico n® 751
indujo una reduccion significativa de los puntajes de inflamacién articular observados en histopatologia en
comparacioén con el grupo tratado con vehiculo (p <0,01). Bioterapéutico n° 751 indujo una reduccion significativa de
los puntajes de dafio de cartilago observados en histopatologia en comparacién con el grupo tratado con vehiculo (p
<0,001). Bioterapéutico n° 751 indujo una reduccion significativa de los puntajes de dafio éseo observados en
histopatologia en comparacion con el grupo tratado con vehiculo (p <0,001). Bioterapéutico n°® 751 indujo una
reduccion significativa de los puntajes de histopatologia total en comparacién con el grupo tratado con vehiculo (p
<0,01).

Resumen

[0240] Se observaron puntuaciones clinicas aumentadas desde el dia 28 después de la primera administracién de
colageno tipo Il, como se esperaba en este modelo de artritis en ratones DBA/1. El Bioterapéutico n® 751 demostré
ser efectivo en el tratamiento de la artritis en este modelo y el Bioterapéutico n°® 751 fue efectivo para reducir la
severidad de los puntajes clinicos. Bioterapéutico n° 751 también fue eficaz para reducir la enfermedad patolégica en
las articulaciones, como se demostrd en el andlisis histopatoldgico.

[0241] Se observaron respuestas de recuerdo proliferativo al Colageno Il en cultivos de esplenocitos de todos los
grupos experimentales. La respuesta especifica de colageno se redujo significativamente después del tratamiento con
Bioterapéutico n® 751 (Grupo 2).

[0242] La mayoria de las citocinas de células T probadas mostraron aumentos detectables entre los controles
estimulados con Colageno Il y los medios en el grupo tratado con Vehiculo. Estos aumentos no fueron tan obvios en
el grupo tratado con bioterapia. Esto apoya ampliamente las respuestas de recuerdo proliferativo al Colageno Il
descritas anteriormente.

[0243] Hubo evidencia de supresién del eje Th1/Th17, que es la respuesta patogénica en este modelo y en la RA
humana. La correlacién de niveles reducidos de citocinas con proliferacion reducida sugiere una modulacién inmune.
No hubo evidencia de que esta modulacion fuera resultado de niveles mejorados de IL-4 asociada a THz o con
aumentos en la citocina inmunomoduladora, IL-10.

Ejemplo 4 - Anélisis adicional del efecto de los inoculos bacterianos en el modelo de raton de asma inducida
por dcaros del polvo doméstico

[0244] Los ratones probados en el Ejemplo 1 se sometieron a analisis adicionales para caracterizar ain mas el efecto
de las composiciones de la invencién sobre la respuesta inflamatoria alérgica al asma.

Materiales y métodos

[0245] Extraccion de sangre y preparacion de suero en el dia 14. Se recogieron muestras de sangre de animales
mediante puncion cardiaca. El suero se aislé de la muestra de sangre mediante centrifugacion durante 5 minutos a
14000 g y se almaceno a -20°C.

[0246] Extraccion de 6rganos el dia 14. Recoleccion del I6bulo izquierdo del pulmén en formalina para el analisis
histolégico de seguimiento. Recoleccién de los I6bulos pulmonares derechos (todos los l6bulos restantes) y extraccion
del suero para congelacion rapida y analisis de seguimiento. El fluido BAL restante se congel6 rapidamente para el
analisis de seguimiento.

Medicion de los niveles de anticuerpos en suero y fluido BAL

[0247] La produccion total de anticuerpos IgG1 especificos para IgE y acaros del polvo doméstico (HDM) se midié en
BAL y suero mediante ensayo ELISA.

Aislamiento del pulmén y andlisis histologico

[0248] Los Iobulos del pulmon izquierdo se fijaron en formalina seguido de incrustacion en parafina, seccionamiento y
tincion con hematoxilina y eosina y PAS. La puntuacion histoldgica posterior se realizé cegada de la siguiente manera:
se puntuaron cinco campos de visidn aleatorios por muestra para inflamacion (infiltracion peribronquial e infiltracion
perivascular) y produccién de moco. La infiltracién inflamatoria se calificd con el siguiente sistema de clasificacion:

0 — normal
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1 - infiltrados inflamatorios leves

2 - infiltrados inflamatorios moderados
3 - infiltrados inflamatorios marcados

4 - infiltrados inflamatorios severos

5- infiltrados inflamatorios muy severos

[0249] En cada campo de vision, las vias aéreas fueron medidas en tamario y se cuantificaron los nimeros de células
mucosas/um.

Medicion de mediadores inflamatorios en tejido pulmonar

[0250] Los lobulos pulmonares derechos (todos los I6bulos restantes) aislados para la cuantificacién de mediadores
inflamatorios se congelaron instantdaneamente para la medicion posterior de CCL11, IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta,
IL-4, IL-5, IL-9, IL-17A, CXCL1, CCL3, CXCL2 y CCL5 por ensayo multiplex disponible comercialmente (Merck-
Millipore). El andlisis se realiz6é de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados y analisis

[0251] Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 28-46.

[0252] En apoyo de los hallazgos descritos en El Ejemplo 1, el analisis de los infiltrados celulares en el tejido pulmonar
de ratones tratados con la cepa 751 mostré una reduccion notable y estadisticamente significativa en la puntuacion
media de inflamacion (ver Figuras 32 y 34).

[0253] Se analizaron los niveles de anticuerpos en el fluido BAL y suero (véanse las Figuras 28-31). No se observo
un efecto claro del tratamiento bacteriano sobre los niveles de anticuerpos en suero. Esto puede reflejar una falla en
el experimento, porque la difusion de datos y las barras de error para cada tratamiento son grandes, y los controles
positivos y negativos no parecen haberse comportado como se esperaria. Ademas, los niveles basales de anticuerpos
en suero podrian haber enmascarado cualquier cambio.

[0254] De manera similar, no se observo ningun efecto claro del tratamiento bacteriano sobre los niveles de citocinas
en el tejido pulmonar (véanse las Figuras 36-46). Nuevamente, esto puede reflejar una falla en el experimento, porque
la difusion de datos y las barras de error para cada tratamiento son grandes, y los controles positivos y negativos no
parecen haberse comportado como se esperaria. También es posible que el mecanismo de accién involucrado influya
en las respuestas de citoquinas anteriores que ya no eran detectables en el dia 4 después del desafio final de la via
aérea HDM. Se debe tener cuidado al interpretar los datos de citoquinas en el estudio actual, debido a la variabilidad
en los niveles detectados. Esta variabilidad podria explicarse en parte por el hecho de que el tejido pulmonar se separd
para los diferentes andlisis y, por lo tanto, un Iébulo pulmonar podria no haber sido totalmente representativo o
comparable al mismo Iébulo en otros ratones debido a la distribucion irregular de la inflamacion.

Ejemplo 5 - Anélisis adicional del efecto de los inéculos bacterianos en el modelo de raton de asma neutrofilica
severa

[0255] Los ratones probados en el Ejemplo 2 se sometieron a andlisis adicionales para caracterizar ain mas el efecto
de las composiciones de la invencidn sobre la respuesta neutrofilica asociada con asma severa.

Materiales y métodos

[0256] Extraccion de organos el dia 18. Recoleccion del I6bulo pulmonar izquierdo en formalina para el analisis
histolégico de seguimiento. Recoleccion de los I6bulos pulmonares derechos (todos los I6bulos restantes) y extraccion
del suero para congelacion rapida y analisis de seguimiento. El fluido BAL restante se congeld rapidamente para el
analisis de seguimiento.

[0257] Medicién de mediadores inflamatorios en tejido pulmonar (analisis de seguimiento). Los I6bulos
pulmonares derechos (todos los I6bulos restantes) aislados para la cuantificacion de mediadores inflamatorios se
congelaron rapidamente para la medicion posterior de IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta, CXCL1, CCL3, CXCL2, CCL5,
IL-17A, TNF-alfa, IL-17F, IL-23 e IL-33 por ensayo multiplex disponible comercialmente (Merck-Millipore). El analisis
se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

[0258] Medicion de los niveles de anticuerpos en suero y fluido BAL (analisis de seguimiento). La produccion
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de anticuerpos 1gG1 e IgG2a especificos para acaros del polvo doméstico (HDM) se midi6é en el BAL y el suero
mediante ensayo ELISA.

[0259] Aislamiento de pulmén y analisis histologico (analisis de seguimiento). Los I6bulos pulmonares izquierdos
se fijaron en formalina seguido de incrustacion en parafina, seccionamiento y tincién con hematoxilina y eosina y PAS.
La puntuacion histolégica posterior se realizé cegado de la siguiente manera: se puntuaron cinco campos de vision
aleatorios por muestra para inflamacioén (infiltracion peribronquial e infiltracion perivascular) y produccién de moco. La
infiltracion inflamatoria se calificd con el siguiente sistema de clasificacion:

0 — normal

1 - infiltrados inflamatorios leves

2 - infiltrados inflamatorios moderados

3 - infiltrados inflamatorios marcados

4 - infiltrados inflamatorios severos

5- infiltrados inflamatorios muy graves

Resultados y analisis

[0260] Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 47-64.

[0261] Un analisis adicional de los niveles de anticuerpos reveld que la eficacia de la cepa bacteriana 751 también se
reflejé en niveles reducidos de IgG1 especifica de HDM en el fluido y suero BAL (véanse las Figuras 47 y 49). No se
pueden extraer conclusiones firmes con respecto a un efecto sobre los niveles de IgG2a. En general, los datos del
analisis de anticuerpos sugieren una reduccion relacionada con una respuesta inflamatoria global reducida, en
oposicion a un efecto selectivo sobre el cambio de isotipo de anticuerpo.

[0262] El analisis histoldgico apoyd los recuentos diferenciales de células del fluido BAL, mostrando un infiltrado celular
reducido en ratones tratados con Cepa 751 (ver Figuras 51-53).

[0263] En relacion con los niveles de citoquinas, como para el Ejemplo 4, la propagacién de datos y las barras de error
para cada tratamiento son grandes, y los controles positivos y negativos no parecen haberse comportado como se
esperaria necesariamente. También es posible que el mecanismo de accién implique influir en las respuestas de
citocinas anteriores que ya no eran detectables en el dia 4 después del desafio final de la via aérea HDM. Se debe
tener cuidado al interpretar los datos de citoquinas en el estudio actual, debido a la variabilidad en los niveles
detectados. Esta variabilidad podria explicarse en parte por el hecho de que el tejido pulmonar se separ6 para los
diferentes analisis y, por lo tanto, un Iébulo pulmonar podria no haber sido totalmente representativo o comparable al
mismo Iébulo en otros ratones debido a la distribucién irregular de la inflamacién. A pesar de esta variabilidad, se
demostré un claro efecto antiinflamatorio sobre los niveles de citocinas para la cepa 751, y el control positivo anti-IL-
17 Ab se comporté generalmente como se esperaba.

[0264] Con las advertencias anteriores, los datos en las Figuras 56, 58, 59, 61 y 63 sugieren que el tratamiento con
las cepas bacterianas de la invencion, y en particular la cepa 751 puede lograr una reduccion en los niveles de IL-1b,
IFNg, RANTES, MIP-1a y KC (el ortdlogo de ratdn de la IL-8 humana), que pueden ser indicativos de un mecanismo
de accion relacionado con las influencias en la liberacién de quimiocinas (y, por lo tanto, el reclutamiento de células)
por las células inmunes estromales o innatas. Estas citocinas son parte de la via Th17. Tomando este conjunto de
datos juntos, se puede llegar a una conclusion clara de que Cepa 751 fue altamente eficaz para proteger a los ratones
contra la inflamacién en este modelo de asma neutrofilica severa.

Ejemplo 6 - Eficacia de la inoculacién bacteriana en un modelo de raton de esclerosis multiple

Resumen

[0265] Los ratones se administraron con composiciones que comprenden cepas bacterianas segun la invencién y los
ratones se inmunizaron posteriormente con glucoproteina de oligodendrocitos de mielina para inducir encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE). EAE es el modelo experimental mas utilizado para la esclerosis multiple humana. Se

encontré que las composiciones de la invencidn tienen un efecto sorprendente sobre la incidencia y la gravedad de la
enfermedad.

Cepa
[0266] 751: bacteria depositada con el nUmero de acceso NCIMB 42380
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Disefio del estudio

Grupos:

[0267]

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con control del vehiculo (por via oral).
4. Tratamiento con inéculo bacteriano terapéutico cepa 751 (por via oral).

9. Grupo de control positivo. Tratamiento con dexametasona (i.p.).

10. Grupo de control no tratado.

Numero de ratones por grupo = 10

[0268] Dias -14 a dia 27: Administracion diaria de control del vehiculo por via oral (Grupo 1).

[0269] Dias -14 a dia 27: administracion diaria de indculo terapéutico de bacterias por via oral (Grupo 4).

[0270] Dias 0-28: administracion de dexametasona (i.p.) tres veces a la semana (Grupo 9)

[0271] Dia 0: MOG35-55 (mielina de oligodendrocitos glicoproteina - 2 mg/ml) y CFA (2 mg/ml de MTB) se mezclaron
1:1 dando como resultado soluciones de 1 mg/ml. Se inyectaron 100 ul de la mezcla péptido-CFA por via subcutanea
en cada pata trasera. Administracion de toxina pertussis por via intraperitoneal (300 ng).

[0272] Dia 1: La administracién de toxina pertussis por via intraperitoneal (300 ng).

[0273] Dias 7 en adelante: Medicién de la incidencia y el peso de la enfermedad tres veces por semana.

Criterios de valoracion y analisis

[0274] Los ratones se analizaron para determinar la incidencia y la gravedad de la enfermedad tres veces por semana.
La puntuacion se realizé a ciegas. La gravedad de la enfermedad se evalud utilizando una puntuacion clinica que
oscila entre 0 y 5, donde 5 indica un ratén muerto (ver el sistema de puntuacion clinica a continuacion).

Monitorizacion

[0275] En los dias indicados, se pesaron los ratones y se observé su puntuacion de actividad de la enfermedad y la
incidencia de la enfermedad.

[0276] Observaciones de puntuacion de actividad de la enfermedad:

0 - No hay cambios obvios en la funcién motora en comparacion con los ratones no inmunizados.
0,5 - La punta de la cola esta floja.

1,0 - Cola floja.

1,5 - Inhibicion de la cola y la pata trasera.

2,0 - La cola floja y la debilidad de las patas traseras.
O - Hay signos obvios de inclinacion de la cabeza cuando se observa la caminata. El equilibrio es pobre.

2,5 - La cola floja y arrastre de las patas traseras.

- O - Hay una fuerte inclinacion de la cabeza que ocasiona que el ratén se caiga ocasionalmente.

3,0 - La cola floja y total paralisis de las patas traseras.

3,5 - La cola floja y total paralisis de las patas traseras.

Ademas de: el ratdon se mueve alrededor de la jaula, pero cuando se coloca de lado, no puede enderezarse.
Las patas traseras estan juntas en un lado del cuerpo.

4,0 - La cola floja, pata trasera completa y paralisis parcial de la pata delantera.

- El ratéon se mueve minimamente alrededor de la jaula pero parece alerto y se alimenta
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4,5 - Pardlisis completa de la pata delantera y parcial, sin movimiento alrededor de la jaula.
El raton se sacrifica inmediatamente y se retira de la jaula.

5,0 El raton se sacrifica debido a una paralisis severa.

[0277] Cuando un animal tiene una puntuacion de actividad de la enfermedad igual o mayor de 1, se considera que
tiene una puntuacion de incidencia de enfermedad positiva.

Resultados
[0278] Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 71y 72.

[0279] La induccion de la enfermedad en los grupos de control negativo fue exitosa con puntuaciones altas mostradas
por el control del vehiculo y el control no tratado. El efecto del tratamiento con la cepa 751 fue sorprendente y los
ratones tratados con la cepa 751 exhibieron una incidencia y gravedad de la enfermedad notablemente reducidas. De
hecho, la reduccién en la incidencia y la gravedad de la enfermedad fue comparable al grupo de control positivo. Estos
datos indican que la cepa 751 puede ser util para tratar o prevenir la esclerosis multiple.

Ejemplo 7 - Eficacia de inéculos bacterianos en modelos de cdncer en ratones
Resumen

[0280] Este estudio probé la eficacia de composiciones que comprenden cepas bacterianas segun la invencién en
cuatro tumores modelos.

Materiales
[0281] Sustancia de prueba - Cepa bacteriana n® MRX004 (cepa 751).

[0282] Sustancia de referencia - Anticuerpo anti-CTLA-4 (clon: 9H10, catalogo: BEO131, isotipo: hamster sirio IgG1,
Bioxcell).

[0283] Vehiculos de sustancias de prueba y referencia: Medio de cultivo bacteriano (extracto de levadura, casitona,
medio de acido graso (YCFA)). Cada dia de inyeccion a ratones, el anticuerpo se diluyé con PBS (ref: BE14-516F,
Lonza, Francia).

[0284] Dosis de tratamiento - Bacterias: 2x108 en 200 uL. El a-CTLA-4 se inyectd a 10 mg/kg/inj. Anti-CTLA-4 se
administré a un volumen de dosis de 10 ml/kg/adm (es decir, para un ratdén que pesa 20 g, se administraran 200 pL
de sustancia de prueba) de acuerdo con el peso corporal mas reciente de los ratones.

[0285] Vias de administracién: El indculo bacteriano se administré por sonda oral (per os, PO) a través de una
canula. Las canulas se descontaminaron todos los dias. Se inyect6 anti-CTLA-4 en la cavidad peritoneal de ratones
(intraperitonealmente, IP).

[0286] Las condiciones de cultivo de la cepa bacteriana - Las condiciones de cultivo para la cepa bacteriana fueron
las siguientes:

* Pipeta de 10 ml de YCFA (de la prepararon 10 ml de botellas de laboratorio E&O) en tubos Hungate

* Sellar los tubos y al ras con CO2 utilizando una entrada de jeringa y sistema de escape

* Autoclave los tubos Hungate

» Cuando se enfrie, inocular los tubos Hungate con 1 ml de las reservas de glicerol

* Colocar los tubos en una incubadora estatica a 37°C durante aproximadamente 16 horas

+ El dia siguiente, tomar 1 ml de este subcultivo e inocular 10 ml de YCFA (tubos de Hungate enrojecidos pre-
calentados de nuevo, todo por duplicado)

+ Colocarlos en una incubadora estatica 37° durante 5 a 6h

Linea celular de cancer y condiciones de cultivo -

[0287] Las lineas celulares que se usaron se detallan en la tabla a continuacion:

Linea celular Tipo Tension del raton Origen

EMT-6 Carcinoma de mama BALB/c ATCC

LL/2 (LLC1) Carcinoma de pulmén C57BL/6 ATCC CRL1642
Hepa1-6 Carcinoma hepatocelular | C57BL/6 IPSEN INNOVATION
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[0288] La linea celular EMT-6 se establecié a partir de un carcinoma mamario murino trasplantable que surgié en un
raton BALB/cCRGL después de la implantacion de un nédulo alveolar mamario hiperplasico [73].

[0289] La linea celular LL/2 (LLC1) se establecié a partir del pulmén de un ratdon c57BL con un tumor resultante de
una implantacion de carcinoma primario de pulmén de Lewis [74].

[0290] La linea celular Hepa 1-6 es un derivado del hepatoma de ratén BW7756 que surgié en un raton c57/L [75].
[0291] Condiciones de cultivo celular - Todas las lineas celulares se cultivaron como monocapa a 37°C en una

atmosfera humidificada (5% de COz2, 95% de aire). El medio de cultivo y el suplemento se indican en la tabla a
continuacion:

Linea Medio cultivol Suplemento
celular
RPMI 1640 que contiene L-glutamina o . s

EMT6 2 mM (ref: BE12-702F, Lonza) 10% de suero fetal bovino (ref: n°® 3302, Lonza)

LL/2 RPMI 1640 que contiene L-glutamina o . -

(LLC1) 2 mM (ref: BE12-702F, Lonza) 10% de suero fetal bovino (ref: n® 3302, Lonza)
Suero bovino fetal al 10% (ref: n® 3302, Lonza)2

Hepa1-6 DMEM (ref: 11960-044, Gibco) mM  L-Glutamina penicilina-estreptomicina
(Sigma G- 6784)

[0292] Para uso experimental, las células tumorales adherentes se separaron del matraz de cultivo mediante un
tratamiento de 5 minutos con tripsina-verseno (ref: BE17-161E, Lonza), en medio de Hanks sin calcio ni magnesio (ref:
BE10-543F, Lonza) y neutralizado mediante la adiciéon de medio de cultivo completo. Las células se contaron en un
hemocitdometro y su viabilidad se evaluara mediante un ensayo de exclusion de azul de tripano al 0,25%.

Uso de animales -

[0293] Se obtuvieron ratones Balb/C (BALB/cByJ) hembras sanos, de peso y edad similares, de CHARLES RIVER
(L'Arbresles) para los experimentos con el modelo EMT6.

[0294] Se obtuvieron ratones hembra sanos®7BL/6 (C57BL16J), de peso y edad similares, de CHARLES RIVER
(L'Arbresles) para los experimentos modelo LL/2 (LLC1) y Hepal-6.

[0295] Los animales se mantuvieron en estado de salud SPF de acuerdo con las pautas de FELASA, y se siguieron
los procedimientos experimentales y de alojamiento de animales de acuerdo con las regulaciones francesas y
europeas y la Guia NRC para el cuidado y uso de animales de laboratorio [76,77]. Los animales se mantuvieron en
habitaciones de alojamiento en condiciones ambientales controladas: temperatura: 22 + 2°C, humedad 55 + 10%,
fotoperiodo (12 h de luz/12 h de oscuridad), aire filtrado HEPA, 15 intercambios de aire por hora sin recirculacién. Los
recintos de animales se proporcionaron con un espacio estéril y adecuado con material de cama, alimentos y agua,
enriquecimiento ambiental y social (alojamiento grupal) como se describe: jaulas de 900 cm? (ref: verde, Tecniplast)
en bastidores ventilados, ropa de cama Epicea (SAFE), 10 Dieta irradiada kGy (A04-10, SAFE), alimento completo
para roedores inmunocompetentes - Extruido R/MH, agua de botellas de agua.

Disefio experimental y tratamientos

Actividad antitumoral, modelo EMT6

[0296] Programa de tratamiento - El inicio de la primera dosis se consider6 como DO. En DO, los ratones no injertados
se aleatorizaron segun su peso corporal individual en grupos de 9/8 utilizando el software Vivo manager®
(Biosystemes, Couternon, Francia). En DO, los ratones recibieron vehiculo (medio de cultivo) o cepa bacteriana. En
D14, todos los ratones fueron injertados con células tumorales EMT-6 como se describe a continuacién. En D24, los
ratones del grupo de control positivo recibieron tratamientos con anticuerpos anti-CTLA-4.

[0297] El programa de tratamiento se resume en la tabla a continuacion:

Grupo | N° animales Tratamiento Dosis Ruta | Programa de tratamiento
1 8 Sin tratamiento - - -
2 8 Vehiculo (medios) | - PO Q1Dx42
Cepa bacteriana | 2x108
3 9 n° 1 (MRX004) bacterias | 7O | @1Dx42
4 8 Anti-CTLA4 10 mg/kg | IP TWx2
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[0298] El seguimiento de los animales se realiz6 como se describe a continuacion.

[0299] La induccién de tumores EMT6 en animales - En D14, los tumores fueron inducidos por inyeccion subcutanea
de 1x108 EMT-6 células en 200 uL RPMI 1640 en el flanco derecho de los ratones.

[0300] Eutanasia: Cada raton se sacrificé cuando alcanzé un punto final humano como se describe a continuacion, o
después de un maximo de 6 semanas después del inicio de la dosificacion.

Actividad antitumoral, modelo LL/2 (LLC1)

[0301] Programa de tratamiento - El inicio de la primera dosis se consider6 como DO. En DO, los ratones no injertados
se aleatorizaron de acuerdo con su peso corporal individual en 7 grupos de 9/8 utilizando el software Vivo manager®
(Biosystemes, Couternon, Francia). En DO, los ratones recibiran vehiculo (medio de cultivo) o cepa bacteriana. En
D14, todos los ratones fueron injertados con células tumorales LL/2 como se describe a continuacion. En D27, los
ratones del grupo de control positivo recibieron tratamientos con anticuerpos anti-CTLA-4.

[0302] El programa de tratamiento se resume en la siguiente tabla:

Grupo | N°animales | Tratamiento Dosis Ruta Programa de tratamiento
1 8 Sin tratamiento - - -
2 9 Vehiculo (medios) | - PO Q1Dx42
Cepa Dbacteriana | 2x108
3 9 n° 1 (MRX004) bacterias | O Q1Dx42
4 8 Anti-CTLA4 10 mg/kg | IP TWx2

[0303] El seguimiento de los animales se realizé como se describe a continuacion.

[0304] La induccion de tumores LL/2 (LLC1) en animales - En D14, los tumores fueron inducidos por inyeccion
subcutanea de 1x108 células LL/2 (LLC1) en 200 uL RPMI 1640 en el flanco derecho de los ratones.

[0305] Eutanasia: Cada raton se sacrificé cuando alcanzé un punto final humano como se describe a continuacion, o
después de un maximo de 6 semanas después del inicio de la dosificacion.

Actividad antitumoral, modelo Hepa1-6

[0306] Programa de tratamiento - El inicio de la primera dosis se consider6 como DO. En DO, los ratones no injertados
se aleatorizaron de acuerdo con su peso corporal individual en 7 grupos de 9 utilizando el software Vivo manager®
(Biosystemes, Couternon, Francia). En DO, los ratones recibieron vehiculo (medio de cultivo) o cepa bacteriana. En
D14, todos los ratones fueron injertados con células tumorales Hepa 1-6 como se describe a continuaciéon. En D16,
los ratones del grupo de control positivo recibieron tratamientos con anticuerpos anti-CTLA-4.

[0307] El programa de tratamiento se resume en la siguiente tabla:

Grupo No. Tratamiento Dosis Ruta Progra_ma de
animales tratamiento
1 9 Sin tratamiento - - -
2 9 Vehiculo (medios) - PO Q1Dx42
Cepa bacteriana n° 2 | 2x108
4 9 (ngoo4) bacterias PO | Q1Dx42
7 9 Anti-CTLA4 10 mg/kg IP TWx2

[0308] El seguimiento de los animales se realiz6 como se describe a continuacion.

[0309] La induccién ortotdpica de las células tumorales Hepa 1-6 en animales mediante la inyeccién intraesplénica -
En D14, un millon (1x10°) células Hepa 1-6 tumorales en 50 uL RPMI 1640 se trasplantaron a través de inyeccion
intraesplénica en los ratones. Brevemente, se realizé6 una pequefa incision en el costado subcostal izquierdo y se
exteriorizd el bazo. El bazo se expuso en una gasa estéril, y se inyecté bajo control visual con la suspension celular
con una aguja de calibre 27. Después de la inoculacion celular, se extirp6 el bazo.

[0310] Eutanasia: cada ratdn se sacrificé cuando alcanzé un punto final humano como se describe en la seccién a
continuacioén, o después de un maximo de 6 semanas después del inicio de la dosificacion.
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[0311] Evaluacion de la carga tumoral en la eutanasia: en el momento de la terminacién, se recolectaron y pesaron
los higados.

Monitoreo en animales

[0312] Monitoreo clinico: la longitud y el ancho del tumor se midieron dos veces por semana con calibradores y el
volumen del tumor se estimé mediante esta formula [78]:

ancho? x longitud
2

[0313] Puntos finales humanos [79]: Signos de dolor, sufrimiento o angustia: postura de dolor, mascarilla para el dolor,
comportamiento; tumor superior al 10% del peso corporal normal, pero no superior a 2000 mm?3; tumores que interfieren
con la deambulacion o la nutricion; tumor ulcerado o erosion tisular; 20% de pérdida de peso corporal restante durante
3 dias consecutivos; malcondicién corporal, emaciacién, caquexia, deshidratacién; ausencia prolongada de respuestas
voluntarias a estimulos externos; respiracion trabajosa rapida, anemia, sangrado significativo; signos neurolégicos:
circulos, convulsiones, paralisis; disminucion sostenida de la temperatura corporal; distension abdominal.

Volumen de tumor =

[0314] Anestesia: se us6 anestesia con gas isoflurano para todos los procedimientos: cirugia o inoculacién de tumores,
inyecciones intravenosas, extraccion de sangre. La anestesia con ketamina y xilazina se utilizaron para el
procedimiento quirtrgico de estereotaxia.

[0315] Analgesia: el protocolo de analgesia carprofeno o carprofeno/buprenorfina multimodal se adapté a la gravedad
del procedimiento quirdrgico. Se brindd atencién no farmacoldégica para todos los procedimientos dolorosos. Ademas,
se prestd atencion farmacoldgica que no interfiere con los estudios (tratamiento tematico) por recomendacion del
veterinario a cargo.

[0316] Eutanasia: la eutanasia de animales se realizé mediante sobredosis de gas anestésico (isoflurano) seguido de
luxacion o desangrado cervical.

Resultados
Actividad antitumoral, modelo EMT6

[0317] Los resultados se muestran en la Figura 73. El tratamiento con la cepa bacteriana de la invencién condujo a
una clara reduccion en el volumen del tumor con respecto a ambos controles negativos. El control positivo también
condujo a una reduccién en el volumen del tumor, como era de esperar.

Actividad antitumoral, modelo LL/2 (LLC1)

[0318] Los resultados se muestran en la Figura 74. Los controles negativos y positivos no aparecen como se esperaria,
porque el volumen del tumor fue mayor en los ratones tratados con el control positivo que en el grupo de control
negativo. Sin embargo, el volumen tumoral en los ratones tratados con la cepa bacteriana de la invencion fue
comparable al grupo de control positivo, lo que es consistente con un efecto terapéutico util.

Actividad antitumoral, modelo Hepa1-6

[0319] Los resultados se muestran en la Figura 75. El control negativo no tratado no aparece como se esperaria,
porque el peso del higado fue menor en este grupo que en los otros grupos. Sin embargo, el control negativo del
vehiculo y los grupos de control positivo aparecen como era de esperar, porque los ratones tratados con vehiculo solo
tenian higados méas grandes que los ratones tratados con anticuerpos anti-CTLA4, lo que refleja una mayor carga
tumoral en el grupo de control negativo del vehiculo. El tratamiento con la cepa bacteriana de la invencion condujo a
una clara reduccién en el peso del higado (y, por lo tanto, la carga tumoral) en relacién con los ratones en el grupo de
control negativo del vehiculo.

[0320] Estos datos indican que la cepa 751/MRX004 puede ser Util para tratar o prevenir el cancer, y en particular para
reducir el volumen tumoral en los canceres de mama, pulmén e higado.

Ejemplo 8 - Unién a células humanas en medio YCFA
Resumen
[0321] El nivel de unidén de la cepa 751 y varias cepas breves de Bifidobacterium a células humanas se determiné en

3 puntos de tiempo distintos en medio YCFA. Las bacterias unidas a las células humanas se resuspendieron en medio
y luego se analizé la densidad 6ptica del medio: cuanto mayor es la densidad 6ptica, mayor es el nimero de células
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bacterianas y, por lo tanto, mayor es el nivel de unidn de las células bacterianas a células humanas. Se descubrié que
la cepa 751 mostraba una uniéon reducida a las células humanas en comparaciéon con las cepas de referencia de
Bifidobacterium breve.

Resultados y analisis

[0322] Los resultados del experimento se muestran en la Figura 76.

[0323] Como se muestra en la Figura 76, las cepas de Bifidobacterium breve muestran un alto nivel de union a las
células humanas en todos los puntos de tiempo. Por otro lado, la cepa 751 tiene un nivel de unién drasticamente
reducido a las células humanas. Por lo tanto, la baja adherencia a las células humanas de la cepa 751 puede aumentar
el efecto beneficioso de las composiciones de la invencion en la ruta IL-17 o Th17 y en enfermedades mediadas por
la ruta IL-17 0 Th17.

Ejemplo 9 - Ensayo que detecta la produccion de exopolisacaridos
Resumen

[0324] El nivel de produccion de exopolisacarido (EPS) por la cepa bacteriana de la invencion (751) y varias cepas de
Bifidobacterium breve se analizaron a 37°C durante 48 horas y a 30°C durante 72 horas. Los EPS son polisacaridos
producidos por ciertas bacterias que se unen a la superficie exterior de la célula bacteriana. El nivel de EPS en la
superficie de las bacterias se puede determinar usando un ensayo de Congo Red que se une a los polisacaridos. Una
mayor intensidad de la absorbancia del Congo Red indica una mayor concentracion de EPS en la superficie de la
bacteria. Se descubrié que la cepa bacteriana de la invencion produce y se une a mas EPS que las cepas breves de
Bifidobacterium.

Resultados y analisis

[0325] Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 77.

[0326] Como se muestra en la Figura 77, la cepa bacteriana de la invencién mostré una mayor absorbancia del Congo
Red que las cepas de Bifidobacterium breve a temperaturas y puntos temporales.. Por lo tanto, la tensién de la
invencion muestra una mayor produccion de EPS y un mayor nivel de EPS extracelulares unidos. Como los EPS
permiten que las bacterias se unan al moco y las células epiteliales, la cepa bacteriana de la invencion puede ser util
para competir con las células patdgenas por los sitios de unidn en las células epiteliales y dentro de las membranas
mucosas. Por lo tanto, la cepa bacteriana de la invencion puede ser util para modular el microbioma y tratar una serie
de enfermedades asociadas con el microbioma.

Ejemplo 10 - Prueba de estabilidad

[0327] Una composiciéon descrita en este documento que contiene al menos una cepa bacteriana descrita en este
documento se almacena en un recipiente sellado a 25°C o 4°C vy el recipiente se coloca en una atmédsfera que tiene
30%, 40%, 50 %, 60%, 70%, 75%, 80%, 90% o 95% de humedad relativa. Después de 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6
meses, 1 afio, 1,5 afos, 2 afos, 2,5 afios o 3 afos, al menos 50%, 60%, 70%, 80% o 90% de la cepa bacteriana
permanecera medido en unidades formadoras de colonias determinadas por protocolos estandar.

Ejemplo 11 - Ensayo de produccién de exopolisacdrido unido y liberado de MRX004

[0328] Para la extraccion con EPS, MRX004 se cultivd en 10 ml de YCFA hasta que alcanzd la fase exponencial tardia,
cuando las células bacterianas y los sobrenadantes se separaron por centrifugacion. Las células se lavaron una vez
con PBS para eliminar cualquier medio de cultivo restante. El EPS secretado o liberado (EPS-R) se precipitd de los
sobrenadantes del cultivo mediante tratamiento con hielo helado al 100% de etanol (durante la noche a 4°C con
agitacion suave). Para extraer EPS capsular o unido (EPS-B), las células se incubaron con EDTA 0,05 M (durante la
noche a 4°C con agitacion suave), y los sobrenadantes de este tratamiento se recogieron y posteriormente se trataron
con etanol 100% helado (durante la noche a 4°C con agitacion suave) para precipitar EPS-B. Los precipitados EPS-B
y EPS-R se sedimentaron por centrifugacion y se dejaron secar brevemente en una campana laminar antes de
resuspenderlos en suficiente agua ultrapura estéril para lograr una solucién uniforme. Para purificar aun mas las
muestras, se dializaron contra agua ultrapura estéril en una proporcion de 1:100 durante 48 horas con 3 cambios de
tampon. EPS-B y EPS-R se cuantificaron usando el método del &cido fenol-sulfurico usando glucosa como estandar.
Usando este ensayo, se encontr6 que MRX004 produce una mayor cantidad de EPS-R (115 pg) que EPS-B (17 ug)
(FIG. 78).

Ejemplo 12 - Ensayo de unién de MRX004 a células Caco-2

[0329] Se analizé la unidon de MRX004 a células huésped usando un ensayo de cocultivo in vitro con células epiteliales
intestinales Caco-2. Se sembraron células Caco-2 a una densidad de 1 x 10. Se cultivaron bacterias en 10 ml de YCFA
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hasta que alcanzaron una fase exponencial tardia, cuando se granularon, se lavaron dos veces con PBS y se
resuspendieron en medio de cultivo celular libre de antibidticos. La densidad bacteriana se ajusté para obtener una
multiplicidad de infeccién (MOI) aproximada de 10:1 (que se confirmd mediante un recubrimiento en agar YCFA
usando el protocolo estandar WASP), y MRX004 se incubd conjuntamente con células Caco-2 en condiciones
anaerdbicas a 37°C durante 2 h. Posteriormente se eliminé el medio y se eliminaron las bacterias no unidas lavando
las células Caco-2 tres veces con PBS. Las células Caco-2 unidas a las bacterias se lisaron y se retiraron del recipiente
usando tratamiento con Triton X-100 al 0,1%, y se sembraron en placas de 50 pl de lisado diluido en agar YCFA
usando el WASP. La unién se calcul6 contando el nimero de bacterias recuperadas del lisado y expresandolo como
un porcentaje del total de bacterias. Se encontré que MRX004 mostraba una adherencia de bajo nivel (0,3% del cultivo
total) a las células Caco-2 (FIG. 79).

Ejemplo 13 - Caracterizacion de la actividad enzimatica

[0330] El sistema de prueba del indice de Perfil Analitico (API®) consiste en tiras que contienen pruebas bioquimicas
miniaturizadas que analizan la actividad enzimatica en especies bacterianas. MRX004 (cepa 751, la bacteria
depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380) se caracterizd mediante dos sistemas de prueba API: ID rapida
32A: este sistema esta disefiado especificamente para especies anaerdbicas y abarca pruebas de metabolismo de
carbohidratos, aminoacidos y nitratos, asi como actividad de fosfatasa alcalina; y API® 50 CH: este sistema prueba la
fermentacion de 49 fuentes de carbohidratos y se puede utilizar junto con el medio API® CHL para el analisis de
especies anaerodbicas.

[0331] La prueba rapida ID 32A se llevé a cabo en colonias bacterianas segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las bacterias se cultivaron en agar YCFA durante 24 horas a 37°C en una estacion de trabajo anaerdbica.
Las colonias se retiraron de las placas usando un asa de inoculacion estéril de 5 pl y se resuspendieron en una ampolla
de 2 ml de medio de suspension API® hasta que se logré una densidad aproximadamente equivalente a la del estandar
McFarland N° 4. Se afiadieron cincuenta y cinco microlitros de suspensién bacteriana a cada capsula en una tira Rapid
ID 32A, y la prueba de ureasa se superpuso con dos gotas de aceite mineral. Las tiras se cubrieron con una tapa de
plastico y se incubaron aerdbicamente a 37°C durante 4 h, después de lo cual se desarroll6 la fila inferior de cupulas
utilizando los siguientes reactivos: NIT: 1 gota de NIT1 y NIT2; IND: 1 gota de reactivo James; todas las capsulas
restantes: 1 gota de reactivo FastBlue. Las tiras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, después de
lo cual se registro el color de cada capsula y se le asigné un valor negativo, positivo intermedio o positivo.

[0332] Los resultados del analisis Rapid ID 32A se muestran en la Figura 80. MRX004 dio positivo para la fermentacion
de varias fuentes de carbohidratos, a saber, a-galactosidasa y B-galactosidasa, a-glucosidasa y B-glucosidasa, a-
arabinosa, manosa y rafinosa, asi como los aminoacidos arginina, prolina, fenilalanina, leucina, tirosina, glicina e
histidina. Curiosamente, se han reportado roles para algunos de estos aminoacidos en el asma. Por ejemplo, se ha
informado que el aumento de las concentraciones plasmaticas de fenilalanina e histidina se asocia con efectos
adversos en el asma, incluido un aumento de la inflamacion, la produccion de histamina y la hiperreactividad de las
vias respiratorias. Ademas, el metabolismo de la arginina esta implicado en la patogénesis del asma, ya que se han
reportado niveles aumentados del metabolito de arginina L-ornitina en pacientes pediatricos, y la administracién de
arginina atenua la inflamacion en un modelo de asma in vivo. Segun estos informes, es posible que el metabolismo
de los aminoacidos por MRX004 esté involucrado en los efectos antiasmaticos de esta cepa.

[0333] Analisis comparativo Rapid ID 32A se llevé a cabo entre MRX004 y cuatro cepas de tipo B. breve, que estan
anotadas en la Figura 80B como Bif Ref 1 (DSM 20091), Bif Ref 2 (DSM 20213), Bif Ref 6 (JCM 7017) y Bif Ref 7
(UCC2003). Este analisis demostré que MRX004 fue la Unica cepa probada para fermentar el polisacarido rafinosa, lo
que puede ser significativo, porque la rafinosa esta involucrada en la produccion de componentes bacterianos como
los exopolisacaridos, y la fermentacién de la rafinosa también puede conferir efectos en el huésped, como el aumento
de ciego butirato, aumento de la proliferaciéon gastrointestinal y pérdida de peso.

[0334] La prueba API® 50 CH se llevd a cabo para examinar mas a fondo el metabolismo de carbohidratos en
MRX004. Segun las instrucciones del fabricante, las bacterias se cultivaron en 10 ml de caldo YCFA durante 16-18
horas a 37°C en una estacién de trabajo anaerobica. Este cultivo se diluyé en 10 ml de medio API® CHL para lograr
una densidad aproximadamente equivalente al estandar McFarland N° 2, y se usaron 110 ul de esta mezcla para
inocular cada capsula en un conjunto de tiras reactivas API® 50 CH. Las tiras reactivas se incubaron en una caja de
incubacién humidificada a 37°C en una estacién de trabajo anaerébica durante 48 horas, después de lo cual se registré
el color de cada capsula y se le asignoé un valor negativo, intermedio positivo, positivo o dudoso.

[0335] Utilizando API® 50, MRX004 dio positivo por la utilizaciéon de las siguientes fuentes de carbohidratos: amidon
(almiddn), amigdalina, arbutina, celobiosa, esculina, galactosa, gentiobiosa, glucosa, glucégeno, fructosa, fucosa,
lactosa, maltosa, manosa, manitol, melibiosa, melezitosa, metilo a-D-glucopiranésido, N-acetilglucosamina, ribosa,
sacarosa, salicina, sorbitol, trehalosa, turanosa y xilitol. Estos resultados se correlacionaron con los obtenidos para la
prueba Rapid ID 32A en que MRX004 demostré la fermentacion de galactosa, glucosa, manosa y rafinosa en ambos
sistemas de prueba. Curiosamente, algunos sustratos de carbohidratos MRX004, a saber, galactosa y fructosa,
pueden estar implicados en el mecanismo de accién de esta cepa, en funcion de sus efectos reportados en la literatura.
La galactosa a-1,3-galactosa se deriva de fuentes de carne es un alergeno conocido y un agente causante de la
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anafilaxia, y los niveles de ingesta de fructosa en la dieta estan correlacionados con una mayor gravedad del asma.
En conjunto, ambos conjuntos de datos API® para MRX004 sugieren que el metabolismo de esta cepa puede
desempefiar un papel en sus efectos antiasmaticos.

Ejemplo 14 - Analisis del genoma

[0336] Se realiz6 una comparacién del contenido del genoma de la cepa MRX004 y las cepas de referencia de B.
breve, 1, 2, 6 y 7 usando blastn como parte del conjunto de programas BLAST + 2,3,0. Se emple6 una puntuacion
maxima de corte del valor E de 10E-5 durante todo el analisis.

[0337] Se identificaron 333 genes (Tabla 1) que estan presentes en el genoma de la cepa MRX004 pero estan
ausentes de las cepas de referencia 1 de B. breve (DSM 20091), 2 (DSM 20213), 6 (JCM 7017) y 7 (UCC2003).
Muchos de los genes enumerados en la Tabla 1 se observan con frecuencia como hipervariables entre las cepas de
B. breve [80]. Como era de esperar, las regiones de variabilidad incluyen genes que codifican proteinas involucradas
en el metabolismo y transporte de carbohidratos, genes asociados a fagos, elementos moviles, asi como 173 genes
predichos para codificar proteinas o genes de funcion desconocida.

[0338] Los genes que estan presentes en MRX004 pero ausentes de cepas B. breves de referencia 1,2, 6 y 7 se
enumeran en la Tabla 1. Los genes que no estan resaltados estédn ausentes en mas de una de las cuatro cepas de
referencia. El gran numero de genes que estan presentes en MRX004 pero que no estan presentes en numerosas
cepas de referencia de B. breve sugiere que MRX004 es distinto y/o distinguible de estas cepas de B. breve conocidas.
Los genes resaltados con subrayado simple estan presentes en MRX004 pero ausentes en cepa B. breve de referencia
1. Los genes resaltados con doble subrayado y en negrita estan presentes en MRX004 pero ausentes en cepa B.
breve de referencia 2. Los genes resaltados con cursiva estan presentes en MRX004 pero ausente en B. breve cepa
de referencia 6. Se empled una puntuaciéon de corte de valor E maximo de 10E-5 para el analisis de la explosion.

Tabla 1
4DBb_0021¢c Transportador ABC de azucar multiple, proteina de unién al sustrato
4DBb 0023 Probable regulador transcripcional de tipo Lacl
4DBb 0024 Sacarosa-6-fosfato hidrolasa (EC 3,2,1.B3)
4DBb _0026c | Maltodextrina glucosidasa (EC 3,2,1,20)
4DBb_0036¢ Proteina hipotética
4DBb_0038c Proteina reguladora del operon MSM (metabolismo multiple del azucar)
4DBb 0119c Proteina hipotética
4DBb _0120c Proteina hipotética
4DBb_0187 Proteina hipotética
4DBb 0188 Proteina hipotética
4DBb 0203c Proteina de division celular FtsL
4DBb _0204c Proteina hipotética
4DBb _0205c¢ Proteina hipotética
4DBb 0206¢c Regulador transcripcional, familia Hx1R
4DBb_0207 NADH-flavina reductasa ligada a RrF2
4DBb 0208 Proteina relacionada con RecG helicasa de ADN dependiente de ATP
4DBb _0209c Proteina hipotética
4DBb 0210 Transportador putativo
4DBb 0211 Subunidad de la sintasa de acidos grasos poliinsaturados omega-3, PfaA
4DBb 0212 Poliquétido sintasa tipo |
4DBb _0213c | Proteina hipotética
4DBb 0214c Proteina hipotética
4DBb 0215 Proteina hipotética
4DBb _0216¢ Proteina hipotética conservada
4DBb _0218c Proteina hipotética
4DBb 0219c ADN-citosina metiltransferasa
4DBb 0220c Proteina hipotética
4DBb _0221c Proteina hipotética
4DBb _0222c¢ Proteina hipotética
4DBb_0223c Integrasa
4DBb 0256 Proteina hipotética
4DBb _0257c¢ Regulador transcripcional tipo Lacl
4DBb 0258 Glucosilo hidrolasa putativa de funcion desconocida (DUF1680)
4DBb 0284 Regulador transcripcional, familia AraC
4DBb_0285 Sistema de transporte N-acetilo-D-glucosamina ABC, proteina de unién al azucar
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(Continuacion)

4DBb_0286 Transportador de azucar ABC permease

4DBb_0287 Sistema de transporte ABC de N-acetilo-D-glucosamina, proteina permeasa 2

4DBb 0288 Alfa-galactosidasa (EC 3,2,1,22)

4DBb 0329c Componente ATPasa BioM del mddulo energizante del transportador de biotina ECF

4DBb_0330 Superfamilia de facilitadores principales MFS 1

4DBb_0368 GMP sintasalhidrolizacién de glutamina] (EC 6,3,5,2)

4DBb _0369c Proteina de fago similar a Mu gp29

| 4DBb_0410 Galactosidasa putativa

4DBb 0419 Proteina hipotética

4DBb_0421 Glycosyltransferase SypP

4DBb 0422 Proteina de biosintesis de polisacarido capsular

4DBb 0423 Proteina hipotética

4DBb 0424 Glicosiltransferasa

4DBb 0425 I?rgteing de .me.mbrana implicada en la exportacion de antigeno O, acido teicoico,
— acidos lipoteicoicos

4DBb 0426 Glicosiltransferasa (EC 2,4,1.-)

4ADBb_0427 ,2&02id109) 2-succinil-5-enolpiruvil-6-hidroxi-3-ciclohexeno-1-acido  carboxilico (EC

4DBb_0428 Proteina hipotética

4DBb 0429 Proteina de elemento movil

4DBb 0430 Proteina hipotética

4DBb _0431c Proteina hipotética

4DBb_0432c Proteina de elemento movil

4DBb 0433c Proteina hipotética

4DBb 0434c Proteina hipotética

4DBb 0435 Proteina hipotética

4DBb 0436 Proteina hipotética

4DBb 0437c Proteina hipotética

4DBb 0438c Proteina de elemento movil

4DBb_0439c Proteina hipotética

4DBb_0440c Proteina de elemento movil

4DBb 0518c Proteina de dominio PIN

4DBb 0519c Proteina hipotética

4DBb_0555¢ Proteina hipotética

4DBb_0556¢ Proteina hipotética

4DBb_0557¢ Iz_l?]g proteina ribosémica L31p @ LSU proteina ribosémica L31p, independiente del

4DBb 0558¢ SSU prot_eina ribospmal S14p (S29e) @ SSU proteina ribosomal S14p (S29e),
— independiente del zinc

4DBb_0559c LSU ribosomal protein L33p @ LSU ribosomal protein L33p, zinc-independent

4DBb 0560c Proteina hipotética

4DBb 0561 Proteina hipotética

4DBb _0613c
4DBb 0614
4DBb 0615

Celulosa sintasa (formadora de UDP) (EC 2,4,1,12)

Quitinasa (EC 3,2,1,14)

Caja sensorial/proteina de la familia GGDEF

4DBb 0660 Proteina de elemento movil
4DBb_0662 Proteina de elemento movil
4DBb_0663c Neuraminidase NanP
4DBb 0664 Proteina hipotética

4DBb 0665 Proteina hipotética
4DBb_0666 Proteina de elemento movil
4DBb_0667 Proteina de elemento movil
4DBb 0668 Proteina de elemento movil
4DBb_0718 Proteina reguladora de biotina prevista BioR (familia GntR)
4DBb 0719 Proteina hipotética

4DBb 0720 Proteina hipotética

4DBb 0778 Proteina hipotética

4DBb 0789c Proteina de elemento movil
4DBb_0790c Proteina de elemento movil
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(Continuacion)

4DBb _0837c | Posible Proteina de membrana integral conservada.
4DBb 0840 Proteina de flujo de macrélidos

4DBb 0866 ATPasa transportadora de cationes, familiae1-E2
4DBb_0867 Proteina hipotética

4DBb 0872 Proteina hipotética

4DBb 0879c Regulador transcripcional, familia Cro/Cl

4DBb _0880c Proteina de membrana integral

4DBb_0946 Transportador general de sustrato MFS

4DBb _0947c Proteina de membrana putativa

4DBb 0948c Proteina de elemento movil

4DBb _0952c Proteina hipotética

4DBb 0953 Proteina hipotética

4DBb_0954c Proteina hipotética

4DBb 0955c Proteina hipotética

4DBb 0956¢ Permeases previstos

4DBb_0957 Proteina hipotética estrechamente conservada
4DBb_0958c Proteina hipotética conservada

4DBb_0986¢ Proteina hipotética

4DBb 0987¢ Compongnte ATPasa duplicado BL0693 del modulo de activacién del transportador de
—_ ECFprevisto

4DBb 0988¢ Compongnte transmembrana BL0694 del moddulo energizante del transportador
- ECFprevisto

4DBb 1009c Fago holin

4DBb 1010c | Precursor de transglucosilasa D de mureina litica unida a membrana (EC 3,2,1.-)
4DBb 1011c [ Proteina hipotética

4DBb_1012 Proteina hipotética

4DBb_1013c Proteina hipotética

4DBb 1014c Proteina hipotética

4DBb 1015c Proteina hipotética

4DBb_1016¢ Proteina hipotética

4DBb_1017¢c Proteina de la cola del fago

4DBb_1018c Proteina de cinta métrica de longitud de cola de fago
4DBb 1019c Proteina hipotética

4DBb_1020c Proteina hipotética

4DBb_1021c Proteina hipotética

4DBb 1022c Proteina hipotética

4DBb 1023c Proteina hipotética

4DBb_1024c Proteina hipotética

4DBb_1025¢ Proteina hipotética

4DBb 1026¢ Proteina hipotética

4DBb 1027c Proteina hipotética

4DBb_1028c Proteina hipotética

4DBb_1029¢ Proteina hipotética

4DBb_1030c Proteina de fago

4DBb 1031c Fase terminal, subunidad grande n° Pham?2
4DBb 1032c Fase terminal, subunidad grande

4DBb_1033c Proteina hipotética

4DBb 1034 Proteina hipotética

4DBb 1035 Proteina hipotética

4DBb _1036¢ F1G00424913: Proteina hipotética

4DBb_1037c Proteina hipotética

4DBb 1038c Proteina hipotética

4DBb 1039c Proteina hipotética

4DBb_1040c Proteina hipotética

4DBb_1041c Proteina hipotética

4DBb 1042c Proteina hipotética

4DBb 1043c Proteina hipotética

4DBb_1044c Proteina hipotética

4DBb_1045¢ Proteina hipotética
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4DBb 1046¢ Proteina hipotética

4DBb_1047c Proteina de reparto de cromosomas (plasmidos) ParB

4DBb_1048c Proteina hipotética

4DBb 1049c Proteina hipotética

4DBb 1050c Proteina de unién a ADN monocatenaria

4DBb_1051c Proteina hipotética

4DBb_1052¢ Proteina hipotética

4DBb _1053c Proteina hipotética

4DBb 1054c Proteina hipotética

4DBb_1055c Proteina hipotética

4DBb_1056 Proteina hipotética

4DBb_1057c Proteina hipotética

4DBb 1058c Proteina hipotética

4DBb_1059 Proteina hipotética

4DBb_1060 Proteina hipotética

4DBb 1061 Proteina hipotética

4DBb 1062c Proteina hipotética

4DBb_1063c Proteina hipotética

4DBb_1064 supuesta integrasa de fagos

4DBb 1113 Permeases de la superfamilia de facilitadores principales

4DBb 1142 Proteina hipotética

4DBb_1143c Proteina hipotética

4DBb_1172 Integrasa

4DBb 1173c Proteina hipotética

4DBb 1174c Proteina hipotética estrechamente conservada

4DBb_1175 Proteina hipotética

4DBb_1176¢c Proteina hipotética

4DBb 1177 Transportador ABC, Proteina de unién a ATP

4DBb 1178 Proteina hipotética

4DBb_1179 Proteina hipotética

4DBb_1180 Proteina hipotética

4DBb 1181 Proteina hipotética

4DBb 1182 sensor de sistema de dos componentes quinasa

4DBb 1183 Proteina hipotética

4DBb_1203c Proteina reguladora, Lacl

4DBb 1204c FIG01131316: Proteina hipotética

4DBb 1205c sistema de transporte permease

4DBb 1206¢ Sistema de transporte ABC de oligosacarido de ramnosa previsto, componente 2 de
— permeasa

4DBb_1207¢c Proteina de union a soluto extracelular, familia 1

4DBb_1212c

Proteina hipotética

4DBb 1213c | Proteina hipotética

4DBb 1214 | Proteina de elemento movil

4DBb _ 1215 | Proteina de elemento movil

4DBb 1219 Proteina hipotética

4DBb 1220c Proteina hipotética,

4DBb _1221c Proteina de funcion desconocida familia DUF262
4DBb _1222c¢ Proteina hipotética

4DBb 1223 Proteina hipotética

4DBb 1224 Proteina de elemento movil

4DBb _1234c Sistema de transporte de azucar tipo ABC, componente periplasmico
4DBb_1235 Proteina hipotética

4DBb_1328c Integrasa de fago putativo

4DBb 1329 Proteina hipotética

4DBb_1330 Proteina hipotética

4DBb _1331c Proteina hipotética

4DBb 1332 Proteina hipotética

4DBb 1333 Proteina hipotética

4DBb_1334 Proteina hipotética
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4DBb_1335c¢ Proteina hipotética

4DBb_1336¢ Regulador negativo de la expresion de beta-lactamasa
4DBb 1337c Proteina hipotética

4DBb 1338c Proteina hipotética

4DBb_1339c Proteina hipotética

4DBb_1340c Proteina hipotética

4DBb 1341c Proteina hipotética

4DBb 1342c Proteina hipotética

4DBb_1343c Proteina hipotética

4DBb 1344 Proteina hipotética

4DBb_1345c Proteina de fibra de cola de fago

4DBb 1346¢c Proteina hipotética

4DBb_1347c Fago de Proteina de cola menor
4DBb_1348c Proteina hipotética

4DBb 1349c Proteina hipotética

4DBb 1350c Proteina de fago

4DBb_1351c Proteina de fago

4DBb_1352¢ Proteina de fago

4DBb 1353c Proteina de fago

4DBb 1354c Proteina hipotética

4DBb_1355c¢ Proteina hipotética

4DBb_1356¢ Proteina de la capside del fago principal n® Fam0025 n° Pham164
4DBb 1357c Proteasa de proa del fago putativo
4DBb 1358c Proteina portal de fagos

4DBb_1359c gp2, terminaase

4DBb_1360c Proteina hipotética

4DBb 1361c Proteina hipotética

4DBb 1362c Proteina hipotética

4DBb_1363c Proteina hipotética

4DBb_1364c Proteina hipotética

4DBb 1365c Proteina hipotética

4DBb 1366¢c Proteina hipotética

4DBb_1367c Proteina hipotética

4DBb_1368c Proteina hipotética

4DBb 1369c Proteina hipotética

4DBb 1370c Proteina hipotética

4DBb 1371c Proteina hipotética

4DBb_1372c Proteina de union a ADN monocatenaria
4DBb_1373c Proteina hipotética

4DBb_1374c RecomTinacional de reparacion de ADN de la Proteina RecT (asociada a profagicos)
4DBb_1375c Proteina relacionada con fagos
4DBb_1376¢ Proteina hipotética

4DBb_1377¢c Proteina hipotética

4DBb 1378c Proteina hipotética

4DBb 1379c Proteina hipotética

4DBb _1380c Metiltransferasa (EC 2,1,1.-)
4DBb_1381c Proteina hipotética

4DBb 1382c Proteina hipotética

4DBb 1383c Proteina hipotética

4DBb 1384 Proteina hipotética

4DBb_1385 Proteina hipotética

4DBb 1386 Proteina hipotética

4DBb 1387 Proteina hipotética

4DBb 1388 Proteina hipotética

4DBb 1456 Sacarosa permease, superfamilia facilitadora principal
4DBb 1486¢c Esterasal/lipasa

4DBb 1487c Glucosa/manosa: H+ symporter GlcP
4DBb _1488c Regulador de respuesta de dos componentes siN
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4DBb_1533c

Proteina hipotética

4DBb_1534c Proteina hipotética
4DBb 1535c Sistema de restriccién-modificacion tipo |, subunidad de restriccion R(EC 3,1,21,3)
4DBb_1536¢ ADN helicasa dependiente de ATP recG (EC 3,6,1.-)
4DBb_1537c Sistema de restriccién-modificacion tipo |, subunidad de especificidad S(EC 3,1,21,3)
4DBb 1538 Sistema de restriccién-modificacion tipo |, subunidad M de ADN-metiltransferasa (EC
_1939C | 5 1.1,72)
4DBb 1539c Proteina hipotética
4DBb_1540 Sistema de restriccién-modificacion tipo |, subunidad de especificidad S(EC 3,1,21,3)
4DBb_1541 Integrasa
4DBb _1542c Sistema de restriccién-modificacion tipo |, subunidad de especificidad S(EC 3,1,21,3)
4DBb_1545c Sistema de transporte Ribosa ABC, permeasa de alta afinidad RbsD (TC 3.A,1,2,1)
4DBb 1546¢ Sistema de transporte de ribosa ABC, Proteina de union a ribosa periplasmica RbsB
— (TC3.A1,2,1)
4DBb 1547c | Sistema de transporte de ribosa ABC, Proteina permeasa RbsC (TC 3.A,1,2,1)
4DBb 1548c Sistema de transporte de ribosa ABC, Proteina de unién a ATP RbsA (TC 3.A,1,2,1)
4DBb _ 1550c | Proteina hipotética
4DBb 1551 Proteina hipotética
4DBb  1552c¢ | Regulador transcripcional tipo Lacl
4DBb 1553c Similar a la Proteina de resistencia a la tetraciclina
4DBb_1554c Riboquinasa (EC 2,7,1,15)
4DBb_1555¢ Butanol deshidrogenasa A dependiente de NADH (EC 1,1,1.-)
4DBb 1556¢ Fosfoglicolato fosfatasa (EC 3,1,3,18)
4DBb 1557c Inosina-uridina que prefiere la nucleoésido hidrolasa (EC 3,2,2,1)
4DBb 1558c Fructoquinasa (EC 2,7,1,4)
4DBb_1559c Fosforibosilantranilato isomerasa (EC 5,3,1,24)
4DBb 1560 Componente ATPasa STY3233 del moédulo energizante del transportador
_ c :
ECFregulado por queuosina
4DBb 1561c Componente ATPasa del médulo de energizacion general de transportadores ECF
4DBb 1562 Componente transmembrana STY3231 del mddulo energizante del transportador
c )
— ECFregulado por queuosina
4DBb_1563c Compopente STY3230 especifico del sustrato del transportador ECFregulado por
queuosina
4DBb_1564 E;Egética azulcar quinasa en racimo con indigoidina sintasa indA, familia de quinasas
4DBb_1569 Regulador transcripcional, familia TetR
4DBb_1570c Esterasallipasa
4DBb 1571c Proteina hipotética
4DBb 1572c Proteina hipotética
4DBb_1573 COG1309: regulador transcripcional
4DBb_1574c Proteina hipotética
4DBb 1578c Proteina portadora de melibiosa
4DBb 1579c Proteina hipotética
4DBb 1580c Regulador transcripcional, familia TetR
4DBb_1581 Proteina hipotética
4DBb 1582 Regulador de respuesta de dos componentes colocalizado con transportador HrtAB
4DBb 1583 Proteina hipotética
4DBb _1584c Proteina hipotética
4DBb_1585 Sensor histidina quinasa
4DBb_1586 Mg (2+) transporte ATPasa Proteina C
4DBb 1587 Regulador transcripcional, familia AbrB
4DBb_1588 Proteina hipotética
4DBb  1620c | 3%-a-5'cligoribonucleasa (orn)
4DBb 1769c Activador transcripcional MItR
4DBb 1770c Xilitol deshidrogenasa (EC 1,1,1,9)
4DBb 1771c Transportador de ribitol/xilitol/arabitol, superfamilia MFS
4DBb _1773c Proteina de la familia de la glioxalasa
4DBb 1774c Transportador de ribitol/xilitol/arabitol, superfamilia MFS
4DBb 1775c Sorbitol deshidrogenasa (EC 1,1,1,14)
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4DBb  1926¢ | Proteina de membrana, relacionada con la Proteina Actinobacillus (1944168)
4DBb_1928c Glicosiltransferasa, Proteina de la familia del grupo 2

4DBb_1929c Exportacién de acido teicoico ATH Proteina de union a TagH (EC 3,6,3,40)
4DBb_1930c Permeasa de translocacion de polisacarido que contiene ramnosa

4DBb 1934c Proteina hipotética

4DBb 1935 Posible glicosiltransferasa

4DBb_1936¢ Proteina de la familia de anclaje superficial de la pared celular

4DBb_1937c D-alanilo-D-alanina carboxipeptidasa (EC 3,4,16,4)

4DBb 1965 Proteina hipotética

4DBb 2010c Proteina de elemento movil

4DBb_2011 Regulador transcripcional, familia Lacl

4DBb 2012 Transportador ABC de xilosa, Proteina de union a xilosa periplasmica XylF
4DBb 2013 Sistema de transporte de ribosa ABC, Proteina de unién a ATP RbsA (TC 3.A,1,2,1)
4DBb 2014 Sistema de transporte de ribosa ABC, Proteina permeasa RbsC (TC 3.A,1,2,1)
4DBb_ 2015 Proteina hipotética

4DBb 2016 Proteina de elemento movil

4DBb _2028c Beta-glucosidasa (EC 3,2,1,21)

Secuencias

[0339]

SEQ ID NO: 1 (secuencia consenso 16S ARNr para la cepa 751)

GGGACAGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCCATCGGGCTTTGCCT
GGTGGTGAGAGTGGCGAARCGGGTGAGTAATGCGTGACCGACCTGCCCCATCCACCGGAATAGCTCCTGGARACSE
GGTGGTRATGCCGGATGCTCCATCACACCGCATGGTGTGTTGGGAARGCCTTTGCGGCATGGGATGGGGTCGCG
TCCTATCAGCTTGATGGCGGGGTAACGGCCCACCATGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGLC
ACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGGAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTGT TAGGGAGCAAGGCACTTT
GTGTTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGTAGGCGGTTCGTCGCGTCCGGTGTGARAGTCCATCGCTTAAC
GGTGGATCCGCGCCGGGETACGGGCGEECTTGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGGAAT
GTGTAGATATCGGGAAGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGTTACTGACGCTGAGGAGCGARAGCG
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGATGCTGGATGTGGGGCCCGTTCC
ACGGGTTCCGTGTCGGAGCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGA
AATTGACGGGGGCCCGCACRAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGARCCTTACCTGGGCT
TGACATGTTCCCGACGATCCCAGAGATGGGGTTTCCCTTCGGGGLCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCCGTGTTGCCAGCGGATTGTG
CCGGGAACTCACGGGGGACCGCCGGGETTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAGATCATCATGCCCCTTA
CGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAACGGGATGCGACAGCGCCGAGCTGGAGCGGATCCCTGA
AAACCGGTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGGCGGAGTCGCTAGTAATCGCGAATCAG
CARCGTCGCGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCARGTCATGAAAGTGGGCAGCACCCGAA
GCCGGTGGCCTAACCCCTGCGGGAGGGAGCCEC

SEQ ID NO: 2 (secuencia del genoma de la cepa 751)-ver la lista electrénica de secuencias del documento
WO 2016/203223.
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REALIZACIONES DE LA DESCRIPCION

[0341]

1. Una composiciéon que comprende la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380 o un
biotipo de la misma, para usar en un método de tratar o prevenir una enfermedad o afeccion mediada por IL-
17 o la via Th17.

2. La composicién de la realizacion 1, en donde la composiciéon es para usar en un método para tratar o
prevenir una enfermedad o afeccion seleccionada del grupo que consiste en asma, tal como asma alérgica o
asma neutrdfila; artritis, tal como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica o artritis idiopatica juvenil;
esclerosis multiple; neuromielitis optica (enfermedad de Devic); espondilitis anquilosante; espondiloartritis;
psoriasis; lupus eritematoso sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal, como enfermedad de Crohn o
colitis ulcerosa; enfermedad celiaca; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC); cancer, como cancer
de mama, cancer de colon, cancer de pulmén o cancer de ovario; uveitis; escleritis; vasculitis; enfermedad
de Behcet; aterosclerosis; dermatitis atdpica; enfisema; periodontitis; rinitis alérgica; y rechazo de aloinjerto.
3. La composicion de la realizacion 2, en donde la composicion es para usar en un método de tratamiento o
prevencion de asma, tal como asma neutrofila o asma alérgica.

4. La composicién de la realizacion 3, en donde la composicion es para usar en un método para reducir la
neutrofilia o la eosinofilia en el tratamiento del asma.

5. La composicion de la realizacion 2, en donde la composicién es para usar en un método de tratamiento o
prevencion de artritis reumatoide.

6. La composicion de la realizacién 5, en donde la composicion es para usar en un método para reducir la
inflamacion articular en la artritis reumatoide.

7. La composicién de la realizacién 2, en donde la composicion se usa en un método para tratar o prevenir la
esclerosis multiple.

8. La composicion de la realizaciéon 7, en donde la composicion es para usar en un método para reducir la
incidencia o la gravedad de la enfermedad.

9. La composicion de la realizacién 2, en donde la composicién es para usar en un método de tratamiento o
prevencién de cancer, tal como cancer de pulmén, cancer de mama o cancer de higado.

10. La composicion de la realizacion 9, en donde la composicion es para usar en un método para reducir el
tamafo del tumor, reducir el crecimiento del tumor, prevenir la metastasis o prevenir la angiogénesis.

11. La composicion de la realizacion 2, en donde la composicién es para usar en un método de tratamiento o
prevencion de la uveitis.

12. La composicién de la realizacion 11, en donde la composicion es para usar en un método para reducir o
prevenir el dafo retiniano en la uveitis.

13. La composicion de cualquier realizacion precedente, en donde la composicion es para usar en un método
para reducir la produccién de IL-17 o reducir la diferenciacién de células Th17 en el tratamiento o prevencién
de una enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o la ruta Th17.

14. La composicion de cualquier realizacion precedente, en donde la composicidn es para usar en un paciente
con niveles elevados de IL-17 o células Th17.

15. La composicion de cualquier realizacion precedente, en donde el biotipo tiene una secuencia de ARNr
16s que es al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% 0 99,9% idéntica a la secuencia de ARNr 16s de la
bacteria depositado con el nimero de acceso NCIMB 42380.

16. La composicion de cualquiera de las realizaciones 1-14, en donde el biotipo tiene una secuencia de ARNr
16s que es al menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o0 99,9% idéntica al SEQ ID NO: 1.

17. La composicién de cualquier realizacién precedente, en donde la composicién es para administracion
oral.

18. La composicién de cualquier realizaciéon precedente, en donde la composicion comprende uno o mas
excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

19. La composicién de cualquier realizacion precedente, en donde la cepa bacteriana se liofiliza.

20. Un producto alimenticio que comprende la composicion de cualquier realizacion anterior, para el uso de
cualquier realizacion anterior.

21. Una composicién de vacuna que comprende la composicidn de cualquier realizacion precedente, para el
uso de cualquier realizacion precedente.

22. Un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion mediada por IL-17 o la ruta Th17, que
comprende administrar una composicién que comprende la bacteria depositada con el nUmero de acceso
NCIMB 42380 o un biotipo de la misma.

23. Una célula de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380, o un derivado del mismo.
24. Una composicion que comprende la célula de la realizacion 23.

25. La composicidon de la realizacion 24, que comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

26. Un cultivo biolégicamente puro de la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380, o un
derivado del mismo.
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27. Una célula de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380, o un derivado de la misma,

para uso en terapia.

28. La célula de la realizacién 27, en donde la célula es para usar en un método definido en cualquiera de las

realizaciones 1-14.
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<110> 4D PHARMA RESEARCH LIMITED

<120> COMPOSICIONES QUE CONTIENEN CEPAS BACTERIANAS

<130> P066263WO

<150> GB 1510467.2
<151>2015-06-15

<150> GB 1520501.6
<151>2015-11-20

<160> 1

<170> SeqWin2010, versién 1,0

<210> 1
<211> 1439
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Cepa 751 consenso 16S secuencia de ARNr

<400> 1

gggacaggct
atcgggettt

ccatgcaccg
tggtgtgttg
ggggtaacgg
tgggactgag
ggcgcaagcc
ttttgttagg
tacgtgccag
aaagggctcg
cgcgccegggt
tggaatgtgt
gacgctgagg
gtaaacggtg
ttaagcatce
cccgcacaag
cttgacatgt
gtgcatggte
accctcgecce
actcggagga
catgctacaa
accggtceteca
atcgcgaatc
agtcatgaaa

caggatgaac
geetggtggt
gaatagctecec
ggaaagcctt
cccaccatgg
atacggccca
tgatgcageg
gagcaaggca
cagccgcggt
taggcggtte
acgggcggge
agatatecggg
agcgaaagcg
gatgctggat
cgectgggga
cggcggagca
tcececgacgat
gtecgtcaget
cgtgttgeca
aggtggggat
tggeceggtac
gtteggateg
agcaacgtcg
gtgggcagca

gcecggeggceg
gagagtggceg
tggaaacggyg
tgeggeatgyg
cttecgacggg
gactcctacg
acgecegegtyg
ctttgtgttg
aatacgtagg
gtcgecgtccg
ttgagtgegg
aagaacacca
tggggagcga
gtggggececg
gtacggccge
tgcggattaa
cccagagatg
cgtgtegtga
gcggattgtg
gacgtcagat
aacgggatgc
cagtctgecaa
cggtgaatgc
cccgaagecg

tgcttaacac
aacgggtgag
tggtaatgce
gatggggtcg
tagccggect
ggaggcagca
agggatggag
agtgtacctt
gtgcaagcgt
gtgtgaaagt
taggggagac
atggcgaagg
acaggattag
ttccacgggt
aaggctaaaa
ttcgatgcaa
gggtttcccet
gatgttgggt
ccgggaacte
catcatgccc
gacagcgcga
ctecgactgeg
gttcceggge
gtggcctaac

49

atgcaagtcg
taatgecgtga
ggatgctcca
cgtcctatca
gagagggcga
gtggggaata
gecttegggt
tcgaataagce
tatccggaat
ccatcgctta
tggaattcce

caggtctetg
ataccctggt

tcegtgtegg
ctcaaagaaa
cgcgaagaac
tcggggeggyg
taagtccecge
acgggggacc
cttacgtcca
gctggagegg
tgaaggcgga
cttgtacaca
ccctgeggga

aacgggatcce
ccgacctgece
tcacaccgea
gcttgatggce
ccggccacat
ttgcacaatg
tgtaaaccte
accggctaac
tattgggcgt
acggtggatc
ggtgtaacgg
ggcegttact
agteccacgece
agctaacgcg
ttgacggggg
cttacctggg
ttcacaggtg
aacgagcgca
gccggggtta
gggcttcacg
atccctgaaa
gtecgetagta
ccgceccgtea
gggagccke

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1439



10

15

20

25

30

35

40

ES 2766 867 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende la bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42380 o una bacteria
que tiene una secuencia de ARNr 16s que es al menos 98% idéntica a la SEQ ID NO: 1, para usar en un método de
tratamiento o prevencion del asma neutrofilica.

2. La composicion para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, para usar en un método de tratamiento o prevencion
del asma no eosinofilica.

3. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para usar en un método para tratar
o prevenir el asma neutrofilica de inicio en adultos.

4. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para usar en un método para reducir
la neutrofilia en el tratamiento o prevencién del asma neutrofilica.

5. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para usar en un método para reducir
una respuesta inflamatoria neutrofilica en el tratamiento o prevencién del asma neutrofilica.

6. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para usar en un método para reducir
la produccion de IL-17 o reducir la diferenciacion de células Th17 en el tratamiento o prevencion del asma neutrofilica.

7. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para usar en un paciente con niveles
elevados de neutrdfilos, tal como se identifica mediante muestreo de sangre o andlisis de esputo.

8. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, para usar en un paciente con niveles
elevados de IL-17 o células Thi7.

9. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde la bacteria tiene una
secuencia de ARNr de 16 segundos que es al menos 99%, 99,5% o0 99,9% idéntica a la SEQ ID NO: 1.

10. La composicion para usar de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en donde (i) la composicion es para
administracion oral, y/o en donde (ii) la composicion comprende uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables, y/o en donde (iii) la cepa bacteriana se liofiliza.

11. Un producto alimenticio o composicidon de vacuna que comprende la composicién de cualquier reivindicacion
precedente, para el uso de cualquier reivindicacion precedente.

12. Una célula de la bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42380, para usar en un método definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1-8.
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FIG. 26
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FiG. 27

Sistema de puntuacidn de histopatologia

Grado

Descripcion

Inflamacion

0
1

Articulacion normal

Hiperplasia sinovial suave con inflamacion dominada por neutréfilos. Bajos
numero de neutréfilos y macrofagos en espacio conjunto.

Hiperplasia sinovial con inflamacion moderada a marcada que implica tanto
neutrofilos como macréfagos. Neutréfilos y macrofagos en espacio conjunto;
puede haber ciertos residuos de tejido necrotico.

Hiperplasia sinovial con inflamacion marcada que implica tanto neutrofilos como
macréfagos. Pérdida de revestimiento sinoviocitico. La inflamacion puede
extender desde el sinovio a tejido circundante gue incluye musculo. Numerosos
neutrofilos y macréfagos en espacio conjunto, junto con residuos de tejido
necrotico significativo.

Dafio de cartilago articular

0
1

Articulacion normal

Cartilago articular muestra cambio solo ligeramente degenerativo. Formacion
temprana de pannus puede estar presente periféricamente

Cartilago articular muestra cambio moderadamente degenerativo y pérdida
focal. Formacion de pannus esta presente focalmente

Disrupcion significativa y pérdida de cartilago articular con formacién de pannus
extensivo

Daiio al hueso metafisario subyacente

0

1
2
3

Articulacion normal

Sin cambio a hueso metafisario subyacente

Puede ser necrosis focal o fibrosis de hueso metafisario

Disrupcién o calapso de hueso metafisario. Inflamacion extensiva, necrosis o
fibrosis que se extiende al espacio medular de metafisis
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FIG. 36
Nivel de IL-9 en tejido pulmonar
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FIG. 41

Nivel de IL-5 en tejido pulmonar
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FIG. 57
Nivel de IL-17F en tejido pulmonar
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FIG. 64
Nivel de IL-33 en tejido pulmonar
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FIG. 65(contd.)
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Puntuacion clinica
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FIG. 72
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FIG. 75
Pesos de higado en eutanasia (g)
10-
g4 o
.
[ | ] v
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2- o v
~ v
0

¢ G1 no tratado

® G2 vehiculo (medios) PO Q1Dx42

¥ G4 Cepa bacteriana n22 (MRX004) 2x10e8bacteria PO Q1Dx42
B G7 Anti-CTLA4 10 mg/kg IP TWx2
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FIG. 78 Produccion de exopolisacarido
enlazado y liberado por MRX004

EPS enlazada EPS liberada

FlG 79 Adhesion de MRX004 a células Caco-2
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