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RIASSUNTO

La presente invenzione riguarda una proteina appartenente
alla famiglia S100 per I'uso nel trattamento o nel miglioramento di
patologie quali la colite ulcerosa, il morbo di Crohn, I'IBD,
disordini neurologici, malattie cardiovascolari, malattie oncologi-
che, malattie renali, inflammatorie o legate ad alterazioni del
sistema immunitario, tramite I'armonizzazione e/o stabilizzazione
e/o modulazione e/o regolarizzazione in senso benefico del micro-
biota intestinale e/o orale e/o faringeo e/o polmonare e/o cutaneo
elo genitale, umano o animale; una composizione comprendente
una proteina appartenente alla famiglia S100 per l'uso nel
trattamento o nel miglioramento di patologie quali la colite ulcero-
sa, il morbo di Crohn, I'IBD, disordini neurologici, malattie
cardiovascolari, malattie oncologiche, malattie renali, inflamma-
torie o legate ad alterazioni del sistema immunitario, tramite
I'armonizzazione e/o stabilizzazione e/o modulazione e/o regola-
rizzazione in senso benefico del microbiota intestinale; un kit
diagnostico per la valutazione della presenza della proteina S100B
nel microbiota intestinale; un regime di dosaggio di una proteina
appartenente alla famiglia S100, in particolar modo la proteina
S100B; un metodo per identificare se una proteina della famiglia
S100 o un’altra proteina o peptide € utile come armonizzatore e/o
stabilizzatore e/o modulatore e/o regolarizzatore del microbiota

intestinale.
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Descrizione dell'Invenzione avente per titolo:

"Proteina o sue composizioni per l'uso nel trattamento del

microbiota"
a nome: GeneS S.r.l.
di nazionalita: italiana
domiciliata in: Via Venti Settembre 118 - 00187 Roma (RM)
e a nome: Vincenzo ROMANO SPICA
di nazionalita: italiana
residente in: Via Prisciano 1 - 00136 Roma (RM)
Inventori: Vincenzo ROMANO SPICA

Fabrizio MICHETTI

---000---

Settore dell'Invenzione

La presente invenzione riguarda una proteina appartenente
alla famiglia S100 per I'uso nel trattamento o nel miglioramento di
patologie quali la colite wulcerosa, il morbo di Crohn, I'IBD
(Inflammatory Bowel Disease), disordini neurologici, malattie car-
diovascolari, malattie oncologiche, malattie renali, infiammatorie o
legate ad alterazioni del sistema immunitario, come allergie,
artrite reumatoide o patologie autoimmuni, tramite I'armonizza-
zione e/o stabilizzazione e/o modulazione e/o regolarizzazione in
senso benefico del microbiota intestinale e/o orale e/o faringeo e/o
polmonare e/o cutaneo e/o genitale, umano o animale; una compo-
sizione comprendente una proteina appartenente alla famiglia

S100 per l'uso nel trattamento o nel miglioramento di patologie
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quali la colite ulcerosa, il morbo di Crohn, I'IBD, disordini neuro-
logici, malattie cardiovascolari, malattie oncologiche, malattie
renali, inflammatorie o legate ad alterazioni del sistema immuni-
tario, come allergie, artrite reumatoide o patologie autoimmuni,
tramite l'armonizzazione e/o stabilizzazione e/o modulazione e/o
regolarizzazione in senso benefico del microbiota intestinale; un kit
diagnostico per la valutazione della presenza della proteina S100B
nel microbiota intestinale; un regime di dosaggio di una proteina
appartenente alla famiglia S100, in particolar modo la proteina
S100B; un metodo per identificare se una proteina della famiglia
S100 o un’altra proteina o peptide € utile come armonizzatore e/o
stabilizzatore e/o modulatore e/o regolarizzatore del microbiota
intestinale.

Background dell'Invenzione

Il microbiota intestinale é la comunita microbica del tratto
enterico, composta prevalentemente da batteri, oltre a lieviti,
parassiti e virus. Quando queste comunita vivono in equilibrio si
instaura una condizione definita di eubiosi. Questa é molto impor-
tante perché permette alle diverse componenti del microbiota
intestinale di essere funzionalmente efficaci e soprattutto di essere
sincronizzate sia tra loro, sia con gli altri componenti dell’ecosiste-
ma intestinale.

Il microbiota, inoltre, ¢ l'insieme dei microrganismi che
caratterizzano un particolare fluido biologico, umano, ambientale o

animale. Le diverse centinaia di specie che lo popolano non sono
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spesso coltivabili ma sono studiabili con il DNA (mfDNA, meta-
genoma) e costituiscono un equilibrio dinamico. Negli ultimi anni
s1 é associata la variazione di queste specie/biodiversita a condizio-
ni di salute o malattia (dal diabete e sindrome metabolica al cancro
e disordini neurodegenerativi, al semplice benessere/ wellness).
Inoltre, € stato persino definito un asse intestino-cervello, associa-
to a patologie neurodegenerative, verosimilmente influenzato dal
microbiota. Altri assi sono stati descritti con altri sistemi o
apparati, tra cui intestino-cuore, -reni, -fegato, -tiroide, -sistema
immune. Tale biodiversita ¢ anche influenzata da stili di vita come
alimentazione, o attivita fisica.

Per queste ed altre ragioni si sono sviluppati nel tempo
prodotti in grado di modificare il microbiota, come probiotici e
prebiotici.

I probiotici e 1 prebiotici dell’arte nota si sono rivelati in
molti casi abbastanza efficaci nel modulare o nello stabilizzare il
microbiota, ma riescono in tali attivita solo dopo un uso prolungato
nel tempo, risultano piuttosto costosi e con effetti che sono molto
differenti da soggetto a soggetto al quale vengono somministrati.

Si e sentita quindi in modo particolare la necessita di fornire
nuovi prodotti o composizioni per 'armonizzazione e/o stabilizza-
zione e/o modulazione e/o regolarizzazione in senso benefico del
microbiota intestinale e/o orale e/o faringeo e/o polmonare e/o
cutaneo e/o genitale, umano o animale con lo scopo di uso nel

trattamento di patologie quali la colite ulcerosa, il morbo di Crohn,
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I'IBD, disordini neurologici, malattie cardiovascolari, malattie
oncologiche, malattie renali, inflammatorie o legate ad alterazioni
del sistema immunitario, come allergie, artrite reumatoide o
patologie autoimmuni.

Come noto, le proteine S100 sono una famiglia di proteine a
basso peso molecolare che sono presenti nei vertebrati e che sono
caratterizzate da due siti di legame per il calcio con struttura elica-
ansa-elica (EF-hand). Si é trovato che esistono almeno 21 tipi di
proteine S100.

Il nome S100 deriva dal fatto che tali proteine sono solubili
al 100% in solfato d'ammonio a pH neutro, in particolare la
proteina S100B.

La maggior parte delle proteine S100 presenta una
struttura omodimerica, si tratta cioé di due polipeptidi identici
legati tra loro da legami non covalenti. Anche se le proteine S100
sono strutturalmente simili alle calmoduline, si differenziano da
queste 1in quanto sono cellula-specifiche, espresse in particolari cel-
lule a diversi livelli a seconda di fattori ambientali. Le calmoduline
sono 1nvece recettori per il Ca2+ ubiquitari e universali, presenti in
molte cellule.

Le proteine S100 si differenziano anche dalle defensine che
sono una famiglia di proteine deputate alla difesa di un organismo
dall'attacco di potenziali agenti patogeni e sono una famiglia di
proteine con una struttura altamente conservata in mammiferi,

insetti e piante. Le defensine sono strutturalmente dei peptidi
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corti, lunghi circa 29-34 amminoacidi, di natura anfipatica che
riescono ad inserirsi nelle membrane cellulari.

S100B ¢ una proteina comunemente studiata nel sistema
nervoso centrale e puo essere rilasciata nei fluidi biologici, tra cui
latte, sangue, saliva o urine ed ¢ identificabile anche nelle feci.

Esistono numerosi studi in letteratura del ruolo della
proteina S100B a livello del sistema nervoso centrale, esistono
inoltre occorrenze brevettuali che descrivono integratori per
neonati contenenti la proteina S100B per lo sviluppo e la crescita
del cervello dei neonati.

Pur essendo la proteina S100B stata abbastanza studiata a
livello di sistema nervoso centrale e marginalmente a livello delle
feci, il ruolo della stessa proteina a livello intestinale é stato poco
studiato, se non per quanto riguarda le cellule enterogliali.

In particolar modo si riteneva che a livello intestinale fosse
un reperto indiretto e accidentale dovuto per esempio al rilascio di
cellule di origine nervosa o istiocitaria.

I presenti inventori hanno invece capito che la proteina
S100B potrebbe avere un ruolo non patologico ma fisiologico
benefico nel lumen intestinale, trovandosi presente nei soggetti
sani e meno nel malati [in questo caso del morbo di Crohn, e/o
dell'IBD (Inflammatory Bowel Disease)].

Tale ricerca & stata sviluppata attraverso un approccio di
bioinformatica e uno studio in corso che prevede conferme attra-

verso studi in vitro e in vivo su pazienti e animali.
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Lo studio di bioinformatica ha per la prima volta dato la
possibilita di un metodo per valutare la possibilita di dimostrare
"in silico" un’interazione tra una proteina presente nel lumen e
I'insieme di proteine batteriche generabili dal microbiota (pro-
teoma o meglio metaproteoma). Tale studio scientifico (Orsini et
al., 2020), svolto anche con la partecipazione dei presenti inven-
tori, ha dimostrato "in silico" un ruolo per la proteina S100B ed
una differente capacita di interazione dei proteomi di soggetti sani
rispetto a soggetti malati.

Numerosi ulteriori studi scientifici su pazienti affetti da
morbo di Crohn avevano incluso soggetti sani per il confronto, ed
in particolare un recente articolo ha suggerito ulteriormente sia
I'ipotesi di un ruolo del microbiota, sia la presenza ed un ruolo per
la proteina S100B nella mucosa intestinale, con dati sperimentali
gia pubblicati (Di Liddo R et al., 2020), avendo entrambi i presenti
Inventori come coautori.

I’ampia letteratura scientifica e questi due studi sostengono
fortemente un possibile ruolo per la proteina S100B e per il
microbiota intestinale nella patogenesi della patologia, ma soprat-
tutto lo studio di bioinformatica suggerisce prospettive per una
funzione fisiologica ed una interazione tra la S100B ed alcune
proteine del proteoma del microbiota intestinale.

Inoltre, gli inventori pensano che la proteina S100B sia nel
latte proprio per modulare lo sviluppo del microbiota nel neonato e

consentire uno sviluppo armonico della microflora intestinale.
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Inoltre, e stato notato che soggetti iperproduttori di S100B
(Down Sindrome), caratterizzati da un processo di invecchiamento
accelerato per diversi tessuti, mostrano sorprendentemente un
microbiota giovanile e sano.

In particolar modo e stato sorprendentemente trovato dagli
inventori che le proteine della famiglia S100 ed in particolare la
proteina S100B, hanno un ruolo di armonizzazione, stabilizzazio-
ne, modulazione, regolarizzazione in senso benefico del microbiota
intestinale e/o orale e/o faringeo e/o polmonare e/o cutaneo e/o
genitale, umano o animale, in particolare del microbiota intesti-
nale, umano o animale e che ci0 é molto utile per I'uso nel tratta-
mento di svariate patologie.

Compendio dell'Invenzione

\

E un primo oggetto della presente invenzione una proteina
appartenente alla famiglia S100 per I'uso nel trattamento o nel
miglioramento di patologie quali la colite ulcerosa, il morbo di
Crohn, TI'IBD, disordini neurologici, malattie cardiovascolari,
malattie oncologiche, malattie renali, inflammatorie o legate ad
alterazioni del sistema immunitario, come allergie, artrite reuma-
toide o patologie autoimmuni, tramite I'armonizzazione e/o stabi-
lizzazione e/o modulazione e/o regolarizzazione in senso benefico
del microbiota intestinale e/o orale e/o faringeo e/o polmonare e/o
cutaneo e/o genitale, umano o animale.

E un ulteriore oggetto della presente invenzione una com-

posizione comprendente una proteina appartenente alla famiglia
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S100 per I'uso nel trattamento o nel miglioramento di patologie
quali la colite wulcerosa, il morbo di Crohn, I'IBD, disordini
neurologici, malattie cardiovascolari, malattie oncologiche,
malattie renali, inflammatorie o legate ad alterazioni del sistema
immunitario, come allergie, artrite reumatoide o patologie
autoimmuni, tramite l'armonizzazione e/o stabilizzazione e/o
modulazione e/o regolarizzazione in senso benefico del microbiota
intestinale.

E un ulteriore oggetto della presente invenzione una com-
posizione comprendente una proteina appartenente alla famiglia
S100, in particolare la S100B, in cui la composizione ¢ di tipo
farmaceutico, un integratore alimentare, un dispositivo medico.

E inoltre un oggetto della presente invenzione un kit
diagnostico per la valutazione della presenza della proteina S100B
nel microbiota o nel lumen intestinale comprendente un sistema
ELISA che include anticorpo e sistema per la rilevazione.

E inoltre un oggetto della presente invenzione un regime di
dosaggio che comprende la somministrazione di una composizione
comprendente S100B in forma di compressa 1-2 volte al giorno a
distanza di almeno 5-8 ore, dopo i pasti, per un periodo di almeno
10-30 giorni.

E inoltre un oggetto della presente invenzione un metodo
per identificare se una proteina della famiglia S100 o un’altra
proteina o peptide € utile come armonizzatore e/o stabilizzatore e/o

modulatore e/o regolarizzatore del microbiota intestinale. Le
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composizioni e/o formulazioni dell'invenzione possono essere pre-
parati secondo metodi di arte nota.

Descrizione dettagliata dell'invenzione

\

E oggetto della presente invenzione una proteina
appartenente alla famiglia S100 per l'uso nel trattamento o nel
miglioramento di patologie quali la colite ulcerosa, il morbo di
Crohn, I'IBD, disordini neurologici, malattie cardiovascolari,
malattie oncologiche, malattie renali, inflammatorie o legate ad
alterazioni del sistema immunitario, come allergie, artrite reuma-
toide o patologie autoimmuni, tramite 'armonizzazione e/o stabi-
lizzazione e/o modulazione e/o regolarizzazione in senso benefico
del microbiota intestinale e/o orale e/o faringeo e/o polmonare e/o
cutaneo e/o genitale, umano o animale.

Con una proteina appartenente alla famiglia S100 si intende
tipicamente una proteina scelta preferibilmente nel gruppo com-
prendente la proteina S100A1, la proteina S100A2, la proteina
S100A3, la proteina S100A4, la proteina S100A5, la proteina
S100A6, la proteina S100A7, la proteina S100A8, la proteina
S100A9, la proteina S100A10, la proteina S100A11, la proteina
S100A12, la proteina S100A13, la proteina S100A14, la proteina
S100A15, la proteina S100A16, la proteina S100B, la proteina
S100G, la proteina S100P, la proteina S100Z, detto gruppo di
proteine e esemplificativo e non limitativo delle proteine

menzionate.



11 Dott. Fabio Cavattoni
Dott. Ing. Adriana Raimondi

Preferibilmente, la proteina é la proteina S100B e/o suo
epitopo e/o dominio funzionale e/o strutturale.

E ulteriore oggetto della presente invenzione la proteina
S100B per T'uso nel trattamento di alterazioni del microbiota
intestinale.

Preferibilmente, l'alterazione del microbiota intestinale é
associata al Morbo di Crohn o all'IBD.

La proteina S100B é commercialmente disponibile e pud
essere ricavata sia da fonti di origine animale e sorprendente-
mente anche da fonti di origine vegetale.

La proteina S100B puo essere sia la proteina pura sia la
proteina ottenuta da estratti o mediante metodologia ricombinante
preferibilmente su batteri, lieviti o altre cellule, o attraverso
tecniche di ingegneria genetica, preferibilmente tecniche di terapia
genica o vettori genici che ne consentano l'espressione in vivo, per
esempio a livello della mucosa intestinale, e/o attraverso l'intro-
duzione in vivo della sequenza genica DNA e/o RNA di S100B,
preferibilmente attraverso l'utilizzo di liposomi. In alternativa, la
proteina S100B puo essere ottenuta da foglie di piante o da frutti
di piante specifiche o da funghi o da organismi animali/vegetali
marini come emerso da un’analisi bioinformatica, scelti tra, ma
non limitati a, Spinacia oleracea; Artocarpus heterophyllus;
Adansonia digitata;, Carpinus fangiana; Durio zibethinus;
Herrania umbratical;, Salvia splendens; Helianthus annuus;

Dendrobium catenatum; Musa acuminata, Olea europaea,; Laccaria
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bicolor; Fistulina hepatica, Limulus polyphemus.

Anche altre proteine della stessa famiglia sono commercial-
mente disponibili per scopi di ricerca o tecnologici.

Con "armonizzazione" del microbiota intestinale si intende
la funzione di equilibrare beneficamente il microbiota intestinale
che viene esplicata da una proteina della famiglia S100, come
sopra riportata.

Con "stabilizzazione" del microbiota intestinale si intende la
funzione di mantenere beneficamente stabile il microbiota
intestinale che viene esplicata da una proteina della famiglia
S100, come sopra riportata.

Con "modulazione" del microbiota intestinale si intende la
capacita che ha una proteina della famiglia S100, come sopra
riportata di far variare in modo armonico e benefico il microbiota
intestinale.

Con "regolarizzazione" del microbiota intestinale si intende
la capacita che ha una proteina della famiglia S100, come sopra
riportata di rendere regolare in senso benefico la composizione del
microbiota intestinale.

E oggetto della presente invenzione una composizione
comprendente una proteina appartenente alla famiglia S100 per
I'uso nel trattamento o nel miglioramento di patologie quali la
colite ulcerosa, il morbo di Crohn, 'IBD, disordini neurologici,
malattie cardiovascolari, malattie oncologiche, malattie renali,

inflammatorie o legate ad alterazioni del sistema immunitario,
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come allergie, artrite reumatoide o patologie autoimmuni, tramite
l'armonizzazione e/o stabilizzazione e/o modulazione e/o regola-
rizzazione in senso benefico del microbiota intestinale.

Con "composizione" secondo la presente invenzione si in-
tende tipicamente una composizione di tipo farmaceutico, un
integratore alimentare un dispositivo medico.

E pertanto oggetto della presente invenzione una compo-
sizione comprendente una proteina appartenente alla famiglia
S100, in particolare S100B, in cui la composizione é di tipo
farmaceutico, un integratore alimentare, un dispositivo medico.

Preferibilmente la composizione della presente invenzione
comprende la proteina S100B e/o suo epitopo e/o dominio
funzionale e/o strutturale.

I termini "armonizzazione", "stabilizzazione", "modulazione",
"regolarizzazione" si intendono come sopra definiti.

In un aspetto preferito, la composizione della presente
invenzione comprende una proteina della famiglia S100 ed almeno
un eccipiente fisiologicamente accettabile ed inoltre un prebiotico
e/o un probiotico.

Infatti, e stato trovato dagli inventori della presente
domanda di brevetto che la proteina della famiglia S100 puo agire
da esaltatore dell’attivita dei prebiotici e/o probiotici.

In un aspetto preferito dellinvenzione I'almeno un ecci-

piente farmaceuticamente accettabile della composizione & scelto

nel gruppo comprendente: diluenti, leganti, coloranti, edulcoranti,
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disgreganti, composti per il rilascio controllato, cere, oli, paraffine,
talco, biossido di titanio, cellulose.

In un aspetto preferito dell'invenzione la composizione é in
una forma scelta nel gruppo comprendente preferibilmente un
clistere, una lavanda di tipo rettale e/o vaginale, un ovulo, una
supposta, una crema, una pomata, una lozione, un collirio, oppure
una formulazione orale quale ad esempio un aerosol, un collutorio,
uno sciroppo, una capsula, una compressa, una compressa
orodispersibile, un cachet, una polvere, un granulato, oppure una
soluzione in bevande, quali preferibilmente bevande dissetanti,
bevande energetiche, succhi di frutta, oppure nel latte e derivati
del latte anche fermentati quali ad esempio yogurt o simili o altri
fermenti o fermentati.

Preferibilmente il fermento o fermentato secondo la presente
invenzione comprende una proteina della famiglia S100, in
particolare la proteina S100B.

Il fermentato di cui alla presente invenzione puo essere
ottenuto mediante un metodo noto nell'arte, attraverso i diversi
metodi utilizzati in ambito artigianale, industriale o nel settore
alimentare, come per esempio quello della Kombucha
(https://it.wikipedia.org/wiki/Kombucha) comprendente i seguenti
passaggi:

1) Porre in un contenitore fermentatore un infuso di té (tipica-
mente 1-5 L) leggermente zuccherato (tipicamente tra il 2 ed il

10%, preferibilmente 5%, per esempio di saccarosio o glucosio o
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fruttosio,) cui si andra ad aggiungere Kombucha maturo (tipica-
mente tra il 3 ed il 15%, preferibilmente 5%) e fermento madre
(tipicamente tra il 2 ed il 7%, preferibilmente 5%), aggiungere la
frutta o specie vegetale contenente la proteina S100B, fresca o
essiccata, coprire con garza per lasciare respirare il contenuto in
un ambiente pulito.

2) Lasciare fermentare per 5-22 giorni, preferibilmente 10
giorni, a temperatura ambiente, preferibilmente 25°C.

3) Filtrare e disporre in bottiglie e conservare a 4 °C.

L'analisi di S100B eseguita sia sulla madre fermentata sia
sulla bevanda ha mostrato un miglioramento della microflora e la
presenza di S100B.

E un aspetto . preferito dell'invenzione wun dispositivo
comprendente una proteina appartenente alla famiglia S100, in
particolare S100B, e 1 piu comuni eccipienti fisiologicamente
accettabili.

E un aspetto preferito della presente invenzione una
proteina appartenente alla famiglia S100, in particolar modo la
proteina S100B, detta composizione comprendendo in particolare:

la proteina S100B in quantita in peso compresa tra circa 300
ng e 3 g, preferibilmente tra circa 0,5 mg e circa 50 mg piu
preferibilmente tra circa 1 mg e circa 5 mg.

E ulteriore oggetto della presente invenzione un kit

diagnostico per la valutazione della presenza della proteina S100B

nel microbiota o nel lumen intestinale comprendente un sistema
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ELISA che include anticorpo e sistema per la rilevazione.

E pure oggetto della presente invenzione un regime di
dosaggio di una proteina appartenente alla famiglia S100, in
particolar modo la proteina S100B.

Detto regime di dosaggio comprende la somministrazione di
una composizione comprendente la proteina S100B in forma di
compressa 1-2 volte al giorno a distanza di almeno 5-8 ore, dopo i
pasti, per un periodo di almeno 10-30 giorni.

E inoltre oggetto della presente invenzione un metodo per
identificare se una proteina della famiglia S100 o un’altra proteina
o peptide & utile come armonizzatore e/o stabilizzatore e/o modula-
tore e/o regolarizzatore del microbiota intestinale, comprendente:

- la comparazione tra 1 livelli di proteina presenti nelle feci
prima e dopo il trattamento con detta proteina, per esempio
tramite ELISA, Western Blot o altre metodiche, in funzione dei
rispettivi indici di biodiversita, quali OTU, Shannon o altri
parametri;

- lestrapolazione della retta di tendenza, in cul
x=concentrazione di proteina S100B preferibilmente in ng/ml e
y=indice di biodiversita preferibilmente secondo Shannon, quando
mostra un andamento (regression equation) del tipo y=kx+n;
preferibilmente con un’inclinazione tra 1 5 ed i 45 gradi, preferi-
bilmente tra 1 10 ed 1 20 gradi per trattamenti compresi tra 1 10 e
45 giorni dove la costante k indica il tasso di variazione del

fenomeno biodiversita per unita di concentrazione di proteina
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espressa in ng/ml, ed n e una costante, secondo la formula piu
generale detta di semielasticita del tipo y=ere® in cui k ed n
possono rispettivamente assumere un valore preferibilmente di
'0,157 tibicamente compreso tra 0,05 e 3,02, e preferibilmente di
2,569, tipicamente compreso tra 0,09 e 26,41.

La questione della armonizzazione benefica di un microbiota
a seguito della presenza della proteina S100B, infatti, non
riguarda esclusivamente la presenza o assenza di una particolare
specie microbica, bensi il rapporto relativo qualitativo e quan-
titativo tra le diverse centinaia di specie presenti, la direzione
verso cul si modifica tale biodiversita e le modalita con cui si
mantiene stabile nel tempo. A tale proposito si procede in parallelo
con la valutazione sia della proteina sia del microbiota, per
esempio a seguito della introduzione della proteina in forma
purificata e/o ricombinante e/o attraverso l'introduzione in vivo
della sequenza genica DNA e/o RNA di S100B e/o attraverso
vettorl genici contenenti l'informazione genetica ed in grado di
farla esprimere in vivo in cellule ospite e/o attraverso vegetali e/o
estratti vegetali che la contengono. Gli indicatori che possono
essere utilizzati per valutare l'effetto benefico sul microbiota com-
prendono l'analisi delle specie e la loro relativa rappresentazione
(OTU) anche attraverso indici di biodiversita quali il valore di beta
diversita o alfa diversita secondo Shannon. Piu semplicemente
anche 1l dosaggio di particolari specie quali ad esempio Lattobacilli

o Bacteroidi o Clostridi, o attraverso l'analisi del rapporto F/B
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nelle specie presenti nel microbiota, puod contribuire a seguire
lazione di S100B sul microbiota intestinale, cosi come su altre
microflore.

Cio si basa sulla valutazione di una modulazione della
proteina S100B (ad esempio con metodo ELISA, oppure Western
blot) e in parallelo mediante misura della biodiversita del micro-
biota attraverso sequenziamento massivo (NGS) oppure attraverso
la quantificazione di indicatori specifici tramite Real Time PCR
(RT-PCR).

Preferibilmente la proteina utilizzata secondo l'invenzione é
la S100B.

I seguenti esempi illustrano, ma non limitano la presente
invenzione.

HEsempio 1

La proteina S100B ¢ stata somministrata per bocca ad
animali, raccolte le feci ed analizzate le modifiche nel microbiota
intestinale. In particolare, aliquote di 5 mg di proteina purificata
S100B (Sigma Aldrich) sono state risospese in acqua sterile alla
concentrazione finale di 1 milligrammo per millilitro e di questo
preparato sono stati somministrati 150 microlitri per os a 3 topi,
per 5 giorni a settimana per un periodo di 4 settimane, secondo
metodiche note all’esperto nel settore. Campioni di feci sono stati
raccolti nel tempo ed estratto il DNA per I'analisi del microbiota
attraverso protocolli standard (Next Generation Sequencing)

basati sull’analisi di sequenze geniche di regioni di rDNA (16S) e
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analizzati con metodi di bioinformatica standard (piattaforma
IMlumina) secondo procedure note all’esperto del settore. Sono state
osservate differenze nella composizione del microbiota a seguito
del trattamento con S100B che evidenziano un miglioramento
nella biodiversita del microbiota intestinale, ed in particolare una
modifica nel numero e rappresentazione delle specie, come
mostrato in modo sintetico dallincremento degli indici di
biodiversita, che sono saliti da 1,8-2,3 fino a valori compresi tra
2,6-3,3 a partire dalla terza settimana di trattamento per l'indice
di Shannon e da 0,32-0,42 a 0,48-0,58 per I'indice di Equitability,
calcolati secondo procedure standard e note all’esperto del settore.

Tale esperimento mostra che la somministrazione di S100B
non determina una situazione di dismicrobismo intestinale asso-
ciabile alla perdita di specie preziose per l'equilibrio intestinale
fisiologico, né associabile alla prevalenza e iperappresentazione di
specie indesiderate, ma anzi la somministrazione della proteina ha
favorito la variabilita nel numero di specie e la loro relativa com-
posizione nel microbiota intestinale, sostenendone una benefica
armonizzazione, modulazione, stabilizzazione.

Esempio 2

Sono state raccolte nel tempo le feci di diversi animali ed é
stata valutata la biodiversita del microbiota in relazione alla
concentrazione della proteina. In particolare, sono state raccolte le
feci da 36 animali ed & stata misurata la presenza della S100B

tramite test immuno-enzimatico (KLISA), secondo metodiche note
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all’esperto del ramo. In parallelo dalle medesime feci & stato
estratto il DNA ed e stata eseguita I'analisi del microbiota secondo
1 metodi noti e sopra riportati nell’ Esempio 1.

Sorprendentemente, 1 valori degli indici di biodiversita dei
microbioti, come osservato nei diversi campioni analizzati sono
direttamente proporzionali ai valori di S100B. In altri termini,
allaumentare di S100B si osserva anche un aumento propor-
zionale della biodiversita. Semplificando, i campioni di feci con un
valore di S100B oltre 2 picogrammi per millilitro (16 osservazioni)
presentano un valore piu alto di biodiversita (Shannon= 2,750+0,8)
rispetto a quelli con valori inferiori (20 osservazioni), compresi tra
1,9-0,0 picogrammi per millilitro e minore biodiversita (Shannon =
1,950+1,3) e questo con una elevata significativita a livello statis-
tico (p = 0.0001). In breve, le quantita presenti nelle feci della
proteina S100B sono indicative della biodiversita del microbiota
intestinale, indicando la associazione tra maggiori quantita di
S100B e favorevole estensione della armonizzazione, modulazione,
stabilizzazione del microbiota.

Esempio 3

Analogamente a quanto applicato e riportato negli Esempi 1
e 2 e relative metodologie utilizzate, simili risultati si osservano
analizzando le feci di topi trattati con farmaci che possono inter-
ferire con la S100B. In particolare, sono state raccolte le feci da 20
topi di cui 10 trattati e 10 non trattati secondo protocolli standard

e conosciuti ad un esperto del ramo, somministrando una sostanza
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nota per poter interferire con la produzione di S100B (Acido
Arundico). Quando si osservano le feci di topi trattati rispetto ai
controlli non trattati, vengono osservate differenze significétive nei
valori di biodiversita ed in particolare un cambiamento negli indici
di biodiversita come riportato per un valore rispettivamente di
Shannon = 2,354+0,8 ¢ Shannon = 1,350+0,9.

Questo esempio dimostra che l'azione della proteina puo
essere conseguita anche agendo su sostanze che ne modulino la
produzione o attivita funzionale, influenzando alla fine la compo-
sizione del microbiota.

Esempio 4

Per valutare leffetto di un aumento di S100B nell'uomo, &
stato utilizzato un "esperimento naturale", cercando dati su sog-
getti che geneticamente iper-esprimessero la S100B e valutando la
presenza di dismicrobismi e/o 'armonizzazione e regolarizzazione
in senso benefico del microbiota intestinale. Sono state analizzate
le sequenze di microbiota ottenute da feci di 17 pazienti con
Sindrome di Down che costituzionalmente producono piu proteina
S100B, in quanto il gene é presente nella regione minima carat-
teristica della aberrazione cromosomica che caratterizza tale sin-
drome cromosomica (Trisomia 21), rendendo il gene presente in 3
copie anziché 2, come nei soggetti diploidi non affetti da tale ma-
lattia genetica. Tali sequenze sono state scaricate da un database
bioinformatico e server per analisi metagenomiche (MG-RAST) e

confrontate con altre sequenze scaricate da altri database (NCBI) e
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provenienti da soggetti affetti da altre patologie di tipo cronico-
degenerativo nelle quali il microbiota intestinale svolge un ruolo,
come noto ad esperti del settore.

Utilizzando come indice di valutazione della composizione e
stato di salute del microbiota il rapporto Firmicutes/Bacteroides
(F/B) si € osservato che, oltre alla riduzione della biodiversita, nei
soggetti con malattie croniche e degenerative vi sia una consi-
derevole riduzione del rapporto F/B, rispetto ai campioni di
popolazione non affetta da patologia e di diversa eta ed il gruppo
dei soggetti con Sindrome di Down, che mostrano invece un
rapporto F/B sorprendentemente favorevole e corrispondente a
quello di soggetti sani.

In particolare, 1 valori misurati per la popolazione generale
di diversa eta (12 soggetti di 25-70 anni) e condizioni erano
nell’ambito di un valore superiore ad 1 analogamente a quanto
osservato per una popolazione piu giovane (11 soggetti di 18-36
anni); mentre per soggetti affetti da patologie correlate ad alte-
razioni del microbiota il valore del rapporto F/B era inferiore a 1 e
compreso tra 0,12 e 0,25, in particolare per la malattia di Crohn (6
soggetti); per la colite ulcerosa (5 soggetti), per la sclerosi multipla
(5 soggetti); per soggetti obesi con sindrome metabolica (28 sog-
getti); sorprendentemente per i soggetti con Sindrome di Down il
valore medio del rapporto F/B era invece superiore a 1, ossia simile
al soggetti sani ed anzi particolarmente elevato. Inoltre, nel micro-

biota dei soggetti Down sorprendentemente si osserva 'assenza di
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alcune specie a rischio come taluni batteri (tra cui Akkermansia e
Dorea) che vengono mvece riscontrati a livelli elevati proprio
nell'intestino di pazienti con malattie neurodegenerative.

L'insieme di queste osservazioni fa emergere un’azione pro-
tettiva sul microbiota in soggetti che geneticamente possiedono
una copia aggiuntiva del gene che codifica per la proteina S100B e
che possono iperesprimerlo. Sebbene la alterazione cromosomica
data dalla trisomia del cromosoma 21 determini una serie di
alterazioni nei tessuti, tuttavia, dal punto di vista del microbiota
intestinale tali soggetti non mostrano dismicrobismi ed anzi sono
piu protetti, mostrando un’elevata biodiversita propria del micro-
biota di soggetti in buono stato di salute ed‘ una regolarizzazione in
senso benefico del microbiota intestinale. Origine dei dati delle
sequenze del microbiota e delle caratteristiche cliniche dei soggetti
analizzati possono essere ottenute da fonti note.

Esempio 5

Analisi in silico di domini funzionali e/o strutturali in altri
esseri viventi tra cui batteri, miceti, animali, piante, con omologie
con la S100B e dunque con porzioni funzionali o strutturali simili
alla S100B (Simil-S100B). Su alcune di queste specie sono anche
stati effettuati campionamenti ed analisi successive in vitro per la
1dentificazione di proteine o loro porzioni simil-S100B, eseguendo
analisi tramite test immunoenzimatico (ELISA), secondo protocolli
standard conosciuti all’esperto del ramo. In breve, le sequenze dei

domini strutturali e/o funzionali di S100B sono state identificate,
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selezionate e utilizzate per cercare la presenza di regioni simili tra
le proteine codificate dai genomi di tutte le specie viventi dispo-
nibili nei database internazionali (NCBI e altri), utilizzando me-
todi di bioinformatica noti agli esperti del settore.

Attraverso questa ricerca sono state selezionate numerose
specie viventi, che contengono dunque l'informazione genetica
necessaria per poter produrre proteine con funzioni simili alla
S100B e che dunque possono mostrare tali proprieta nelle foglie,
frutti o parti di quella particolare specie vegetale nelle varie fasi
del suo sviluppo naturale. Per alcune di queste specie sono state
selezionate parti facilmente reperibili, tra cui per esempio foglie,
semi, fiori ed é stata eseguita I'estrazione delle proteine e la ricerca
di omologhi di S100B anche attraverso test immunoenzimatico
(ELISA), secondo procedure note agli esperti del ramo. Per alcune
di queste specie, e stata confermata la presenza di componenti
simil-S100B non solo in silico, ma anche in vitro. Tra le altre, un
esempio € costituito da specie appartenenti al genere Salvia, nelle
cul foglie a seguito dell’esecuzione del test ELISA é stata riscon-
trata la presenza di una componente simil-S100B, anche a valori
superiori ai 50 ng/ml.

Sorprendentemente, proprio questa famiglia di piante, loro
estratti e derivati, vengono utilizzati sin dall’antichita per le loro
proprieta medicinali ed anzi la comune Salvia officinalis contiene
principi gia noti agire sull'apparato gastro-intestinale, e la stessa

etimologia della parola Salvia deriva dal termine latino salus, che
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significa "salute".

Tra le numerose specie selezionate dopo la ricerca di profili
rilevanti nella sequenza amminoacidica della proteina S100B e
l'analisi tramite allineamento con tutte le sequenze disponibili nei
database e provenienti dalle diverse specie microbiche, animali e
vegetali, 1 risultati sono stati filtrati ed ordinati secondo un
ranking al fine di scegliere quelli piu simili e rispondenti ai requi-
siti di omologia con 1 domini strutturali e funzionali di S100B. Tra
questi sono emerse prioritariamente specie gia note nel propri
paesi di origine per le straordinarie proprieta medicinali, tra cui
Spinacia oleracea; Artocarpus heterophyllus; Adansonia digitata;
Carpinus fangiana, Durio zibethinus; Herrania umbratical; ed
altre tra cui Salvia splendens; Helianthus annuus; Dendrobium
catenatum,; Musa acuminata, Olea europaea. Alcuni funghi eduli
tra cul Laccaria bicolor e Fistulina hepatica; e alcune specie
animali marine, tra cui Limulus polyphemus specie gia nota anche
per le sue applicazioni biotecnologiche.

Esempio 6

Tra 1 microrganismi riscontrabili nel microbiota di pazienti
con IBD e che sono stati associati al danno infiammatorio, vi sono 1
Clostridi.

Si e trovato che il valore di questa specie € ridotto nei
campioni normali rispetto a quelli trattati con inibitori di S100B.

In una prova eseguita su 26 topi in presenza ed assenza di

inibitori di S100B, ed in particolare Acido Arundico e Pentamidina,
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si & osservato come la biodiversita del microbiota andava a ridursi
in presenza di inibitori di S100B. L’analisi dell'indice di Shannon
misurato in un gruppo di 5 topi non trattati scendeva da 2,6 a 1,85
nel gruppo omologo di 7 topi trattati con Pentamidina ed Acido
Arundico. Inoltre, lo stesso effetto era riscontrabile anche in topi
sottoposti a gravi condizioni infiammatorie sperimentali, come
quelle usate secondo il protocollo EAE per I'induzione dell’encefa-
lomielite autoimmune sperimentale attraverso la previa sommini-
strazione di antigeni e adiuvanti. I'indice di Shannon in un gruppo
di 8 animali EAE saliva infatti a 3,24, ma veniva ricondotto ad un
valore medio di 2,90 in un gruppo omologo di 6 topi trattati con
Pentamidina ed Acido Arundico. La inibizione della naturale pre-
senza di S100B attraverso 1'uso di inibitori chimici ha determinato
una perdita di biodiversita, sia in condizioni fisiologiche sia
durante il processo inflammatorio.
Esempio 7

Tra 1 microrganismi riscontrabili nel microbiota di pazienti
con IBD e che sono stati associati al danno infiammatorio, vi sono 1
Clostridi.

La somministrazione in mus musculus della proteina S100B
diluita in acqua (150 microlitri di una soluzione 1 mg/ml per os per
oltre 14 giorni) ha permesso di raddoppiare la quantita di S100B
presente nelle feci (da 0,95 a 1,94 ng/ml). L’analisi del microbiota a
partire dalle feci prelevate durante la III settimana di trattamento

ha mostrato una rilevante riduzione della presenza di sequenze
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(reads) di Clostridio all'interno della composizione del microbiota,
ed in particolare una riduzione dei valori medi di almeno 7 volte
maggiorl nei controlli cui era stato somministrato solo il veicolo
acqua (7214 reads) rispetto ai trattati (1234 reads).

Tale osservazione mostra come la somministrazione per os
di S100B riduce nel lume intestinale la presenza di specie a rischio
per processi inflammatori intestinali ed in particolare IBD, deter-
minando un effetto benefico nei riguardi della patologia IBD. Il
trattamento di sincromodulazione del microbiota ed armonizza-
zione della biodiversita ha consentito anche di ridurre negli
animali trattati anche la presenza di altre specie indesiderate e
coinvolte nella patogenesi di IBD, tra cui Listeria e Bacteorides,
indicando una piu ampia azione protettiva, preventiva e curativa
di IBD attraverso I'interferenza con il microbiota.

Esempio 8

Un ulteriore metodo per valutare l'effetto benefico di S100B
sul microbiota ¢ stato quello di utilizzare topi geneticamente
modificati per la proteina, ed in particolare topi Knock Out, ossia
ali quali era stato eliminato il gene della proteina dal genoma
dell’'animale. Tali animali, in assenza di S100B mostrano bassi
livelli di biodiversita rispetto ad animali che esprimono la proteina
ad alti livelli, e sviluppano un microbiota con caratteristiche che
tendono ad un maggior rischio per lo sviluppo di IBD. In partico-
lare, in una prova con due topi Knock Out confrontati con altri 5

top1 di controllo identici dello stesso ceppo, ma geneticamente non
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modificati ed allevati in identiche condizioni, ha mostrato alla
analisi del microbiota intestinale una diminuzione dell'indice di
Shannon da 2,4 a 1,9 come anche una riduzione del valore medio di
specie microbiche identificabili con un valore di OTU che dimi-
nuiva da 380 a 202, mostrando un’alterazione della biodiversita.
Esempio 9

La struttura armonica del microbiota intestinale svolge un
ruolo benefico rilevante nella tutela da diverse altre patologie, tra
cul anche malattie cardiovascolari, cancro, disordini neurologici.
Tale meccanismo viene oggi spiegato attraverso degli assi intesti-
no-cervello, intestino-cuore, intestino-cute, intestino-reni, intesti-
no-tiroide, secondo la quale conoscenza i disequilibri nella bio-
diversita del microbiota si riflettono anche su altri organi distanti,
attraverso diversi meccanismi ipotizzati, tra cui la produzione di
metaboliti, induzione di processi infiammatori, I'interazione con il
sistema nervoso enterico. Per questo, si cerca di curare tali pato-
logie anche attraverso l'introduzione di specifiche specie micro-
biche benefiche, dette probiotici, o sostanze che agiscono come
prebiotici andando poi direttamente nell'intestino a modificare la
biodiversita della microflora. La capacita della S100B di interferire
con la struttura del microbiota favorendone una armonica biodi-
versita ha dunque risvolti benefici, preventivi e curativi anche su
diverse altre patologie che possano trovare beneficio da una armo-
nizzazione del microbiota intestinale. A tale scopo, si é sommini-

strata la S100B a tre soggetti volontari e si sono valutati gli effetti
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sul microbiota a distanza di tempo. Per la somministrazione sono
stati scelti come fonte di proteina, sulla base dell’analisi bioinfor-
matica, frutti della specie Durio zibethinus, ed in particolare
materiali sottoposti a sublimazione secondo metodi noti di
congelamento ed essicamento al fine di preservarne al massimo le
strutture proteiche e la stabilita del materiale. La presenza di
S100B e stata verificata attraverso test ELISA. Tale materiale
vegetale e stato somministrato la mattina a digiuno secondo la
posologia di 5 grammi per di, per un totale di 12 giorni. Da
ciascuno dei soggetti trattati, sono stati raccolti campioni fecali
eseguendo un prelievo di materiale fecale con tampone floccato,
immediatamente riposto in terreno di trasporto e tenuto a 4°C,
secondo protocolli noti per lo studio del microbiota. Tali prelievi
sono stati effettuati prima dell'inizio del trattamento e al termine
della somministrazione. Su questi campioni & stata eseguita
I'estrazione del DNA e l'analisi del microbiota tramite sequenzia-
mento del gene 16S per NGS, secondo protocolli noti.

I volontari non assumevano farmaci né prima né durante il
trattamento, come neppure integratori o probiotici o prebiotici, ed
hanno mantenuto il consueto regime alimentare e stile di vita.

I’analisi del microbiota prima e dopo il trattamento ed il
confronto dei dati hanno mostrato un evidente miglioramento
complessivo della Equitability, vale a dire della tendenza alla equa
ripartizione delle diverse specie, in modo armonico, bilanciato e

benefico, con un valore mediano inferiore a 0,40 nei campioni pre-
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trattamento che saliva ad oltre 0,45 a seguito della somministra-
zione di S100B. Inoltre, il rapporto Firmicutes/ Bacteroides in
ciascun individuo tendeva a correggersi verso valori ottimali
compresi tra 0,8 ed 1, aumentando se inferiore e diminuendo se
eccesslvo, come In un caso in cui il trattamento seppur in pochi
giorni ha innalzato un valore piuttosto basso di F/B=0,5 fino a
F/B=0,73; oppure ridotto un valore troppo elevato F/B=1,3
riportandolo a 0,8; oppure non determinando alcuna variazione né
in aumento né in diminuzione quando il valore F/B era gia in
prossimita dei valori ottimali, prossimi ad F/B=1. Inoltre, in cia-
scuno dei soggetti si € osservata la scomparsa di specie potenzial-
mente patogene ed associate al rischio per l'insorgenza di IBD,
Crohn Disease, cancro del colon, quali Clostridium perfrigens,
Citrobaceter freundi, Fusobacterium nucleatum, che se presenti
risultavano non piu identificabili dopo il trattamento con S100B.
L'insieme di queste osservazioni mostra l'efficacia della proteina
nell’armonizzazione e/o stabilizzazione e/o modulazione e/o regola-
rizzazione 1in senso benefico del microbiota intestinale, anche
quando la sorgente ¢é di origine vegetale, ed in particolare a partire
da preparati ottenuti dal Durio zibethinus.
Esempio 10

Tra le varie piante che producono la S100B é stata trovata
anche la Spinacia oleracea, la cui somministrazione, per esempio
in forma di polvere ottenuta per sublimazione dopo congelamento

ed essicazione o di derivati lipoproteici tipo tilacoidi, é stata speri-
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mentata e sorprendentemente ha mostrato ottenere sul microbiota,
in vitro o in vivo, proprio i1 diversi effetti benefici indotti dalla
proteina S100B, ed in particolare: riassetto armonico e sincro-
modulazione benefica del microbiota intestinale; aumento della
produzione di isobutirrato ed isovalerato; soppressione della pre-
senza di C. perfringens; attivita antineoplastica in modelli murini
alimentati con polvere ottenuta con processi di sublimazione da
questo vegetale, caratterizzato dalla presenza di S100B.
Esempio 11

Tra 1 vari assi attraverso cui si espleta l'azione del micro-
biota su diversi organi e stato descritto anche un asse intestino-
rene. L[’attivita metabolica del microbiota intestinale, infatti, ¢
modulata dalla biodiversita, ma l'espansione di alcune famiglie
batteriche che producono uricasi e tossine uremiche quali indolo e
p-cresile é stata associata anche a patologie renali quali malattia
renale cronica, insufficienza renale, malattia renale diabetica e
diverse condizioni cliniche (ad esempio Cronic Kidney Disease,
Diabetes Kidney Disease, end-stage kidney disease, Type 2
Diabetes).

Poiché e ormai appurato che ogni modificazione nella compo-
sizione e nella funzione del microbiota rappresenta un fattore di
rischio e un bersaglio terapeutico nella gestione di queste ed altre
patologie cronico-degenerative, alcune terapie si indirizzano pro-
prio verso la correzione del microbiota e I'azione su alcuni recettori

tra cui 1 TLR, che sono coinvolti nellimmunita innata e nel
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mantenimento dell’equilibrio tra specie presenti nel microbiota e
mucosa Intestinale. Sorprendentemente, nell’analisi in stlico delle
interazioni dei domini di S100B (PF01023 e PF12202) con altre
proteine e metaprotemoma del microbioma sono emerse associa-
zioni proprio a questo livello, anche attraverso l'interazione con
citochine dell'infiammazione, tra cui il dominio delle immuno-
globuline (PF13895), e interleuchine (PF00340), come anche con
peptidi naturali con azione antimicrobica quali la mellittina
(PF01372). Inoltre, I'alterazione del microbiota rispetto alla con-
centrazione di S100B ha mostrato evidenti modulazioni funzionali
dell’attivita idrolasica e catalasica (p<le-30), tra cui rientra anche
I'azione dell'ureasi che ¢ in grado di generare tossine uremiche,
come il p-cresolo che infatti &€ prodotto dai batteri intestinali a
seguito del catabolismo di tiroxina e fenilalanina, e che é associato
a patologie renali. LLa somministrazione di S100B sia nel topo sia
nell'uvomo mostra una modulazione ed armonizzazione della biodi-
versita sia a livello di OTU sia proprio anche a livello di queste
specie bersaglio delle attuali terapie con probiotici o prebiotici, tra
cul variazioni di circa il 20% nelle OTU e del 60% per alcune delle
principali specie del microbiota implicate in queste malattie, tra
cul Prevotella e Lattobacilli. La presenza della proteina S100B nel
lume intestinale modifica anche questi fattori di rischio per pato-
logie renali, modulando favorevolmente e beneficamente la biodi-
versita del microbiota e riducendo le condizioni di rischio anche

per I'asse intestino-rene.
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Esempio 12

I’armonizzazione del microbiota attraverso la somministra-
zione di S100B, puo essere conseguita non solo attraverso prodotti
di origine vegetale, ma anche attraverso le tecniche del DNA
ricombinante. Tali tecniche possono essere utilizzate attraverso
diversi metodi di ingegneria genetica e terapia genica, attraverso
la somministrazione della sequenza della proteina o sua porzione
in forma di RNA, DNA o attraverso vettori genetici costruiti in
laboratorio e trasferibili direttamente in vivo o in vitro su cellule
procariote quali batteri o eucariotiche quali lieviti o cellule di
insetto. Tali cellule in grado di produrre S100B possono poi essere
utilizzate per esprimere e purificare la proteina S100B per ulte-
riori utilizzi, oppure direttamente per poterla produrre in vivo,
come forme di probiotici ingegnerizzati, per esempio enterobatteri
quali lattobacilli o Escherichia coli. In questo esempio, é stato
sviluppato un costrutto genetico in grado di consentire la espres-
sione della proteina S100B in una cellula batterica. Il gene che
codifica la proteina S100B umana, (per esempio utilizzando la
trascrizione nm_006272.3 e xm_017028424.2) é stato sintetizzato e
clonato in un vettore (per esempio il PET28A tra i siti di NDEI e
SACI) inserendo un codone di stop, secondo procedure note al-
I'esperto del settore. In un altro costrutto analogo, inoltre, la pro-
teina S100B ¢ stata generata con una coda di 8 istidine in N-
terminale e un sito di taglio per proteasi trombina al fine di

favorirne la successiva purificazione, secondo protocolli noti di
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biochimica e biologia molecolare. Questo al fine di poter ottenere
non solo la proteina ricombinante purificabile, ma anche un orga-
nismo in grado di produrla nella forma naturale, immediatamente
disponibile. Il vettore S100B-pET28a ¢ stato introdotto (mediante
shock termico) nel ceppo E. coli Shuffle, i cloni sono stati selezio-
nati ed espansi dimostrando la produzione di S100B purificabile
per cromatografia e in grado di reagire ad anticorpi specifici
(western blot), mostrando una banda compresa tra 15 KDa e 10
KDa all’elettroforesi, che corrisponde al peso teorico della proteina
S100B di circa 13 KDa. Inoltre, la proteina S100B mostrava
un’elevata purezza (oltre il 95%), che é stata ulteriormente miglio-
rata con tecniche successive. In conclusione, la proteina S100B é
stata espressa con successo in un organismo attraverso tecniche di
ingegneria genetica e purificata per affinita ottenendo una soddi-
sfacente resa produttiva (circa 12 mg di proteina per litro di coltu-
ra batterica). In questo modo ¢ stata ottenuta sia una proteina
S100B ricombinate sia anche un E. Coli ricombinante, ossia un
batterio appartenente ad una specie di enterobatteriacea natural-
mente presente nel microbiota intestinale, ma in grado di produrre
la proteina S100B a seguito dell'introduzione del gene con i metodi
dell'ingegneria genetica.
HEsempio 13

Un altro frutto in cui é stata riscontrata una positivita per

S100B e il Giaca, proveniente da una pianta appartenente alla

specie dei Rosidi, 'Artocarpus heterophyllus.
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Sorprendentemente, anche questa pianta é stata associata a
benefici per la salute ed una azione benefica sul microbiota. In
prodotti ottenuti da frutti essiccati o liofilizzati o sublimati la
proteina S100B e stata riscontrata a concentrazioni comprese tra i
4 ed oltre 1 48 ng/ml.

Esempio 14

Per verificare la presenza di S100B in specie vegetali si &
proceduto a campionare frammenti freschi di pianta frutto, foglie,
fiori, semi, ad estrarre la frazione proteica complessiva e verifi-
carne la presenza attraverso l'uso di anticorpi, sostanzialmente
tramite metodo ELISA. L’estratto proteico & stato ottenuto con
soluzioni di lisi contenenti sia detergenti che anche inibitori delle
proteasi, secondo metodi noti. Per esempio, per la Salvia (es 5),
sono stati utilizzati frammenti di foglia e fiore; per il Durio
zibethinus (es 9) frammenti di varie parti del frutto fresco, seme,
foglia, buccia, ma anche preparati liofilizzati, seccati al sole,
oppure ottenuti con la tecnica di sublimazione a seguito di
disidratazione dopo congelamento; per il frutto Giaca (es 13) della
pilanta Artocarpus heterophyllus sono stati usati prodotti essiccati
e polverizzati o sublimati. K emerso come i materiali migliori per
contenere domini della proteina S100B riconoscibili dagli anticorpi
e dunque biologicamente funzionanti siano i prodotti freschi ade-
guatamente conservati al fresco e sottovuoto oppure ottenuti dopo
sublimazione. Inoltre, non tutte le parti della pianta contenevano

la proteina, per esempio per la specie Durio zibethinus, si era
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provveduto ad ottenere direttamente importandole dalle terre di
origine una pianta e diversi frutti, sia freschi che sottovuoto, ma
non sempre la proteina era presente o aveva mantenuto intatta e
riconoscibile la propria struttura tridimensionale dei domini pro-
teici di interesse. In questa specie, per esempio, é stata trovata nel
frutto fresco a concentrazioni di circa 3,40 ng/ml ed anche nelle
foglie 4,37 ng/ml, ma non nella buccia o nel seme; inoltre, la pro-
teina era particolarmente arricchita in preparazioni di frutto subli-
mato raggiungendo anche 1 27 ng/ml, ma non in tutti i derivati
ottenuti per essiccazione o liofilizzazione.

In preparati ottenuti per essicazione da un altro vegetale
appartenente sempre come il Durio al clade dei Rosidi ed alla
famiglia delle Malvaceae, ossia la Adansonia digitata o Baobab,
sono state osservate concentrazioni di circa 65 ng/ml.

Nel frutto Giaca, pure appartenente al clade dei Rosidi, la
proteina é stata osservata invece anche in preparazioni ottenute
per liofilizzazione oltre che per sublimazione in quantita superiori
al 4 ng/ml.

E dunque importante che venga utilizzata non qualsiasi
parte della pianta, ma proprio quella che contiene la proteina
S100B, ed in particolare i suoi epitopi e/o domini funzionali o
strutturali adeguatamente conservati ed inoltre che non siano
degradati né alterati dai processi di produzione, estrazione o

conservazione.
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RIVENDICAZIONI

1. Proteina appartenente alla famiglia S100 per l'uso nel
trattamento o nel miglioramento di patologie quali la colite
ulcerosa, i1l morbo di Crohn, I'IBD, disordini neurologici, malattie
cardiovascolari, malattie oncologiche, malattie renali, infiamma-
torie o legate ad alterazioni del sistema immunitario tramite
I'armonizzazione e/o stabilizzazione e/o modulazione e/o regolariz-
zazione in senso benefico del microbiota intestinale e/o orale e/o
faringeo e/o polmonare e/o cutaneo e/o genitale, umano o animale.
2. Proteina secondo la rivendicazione 1 scelta preferibilmente
nel gruppo comprendente la proteina S100A1, la proteina S100A2,
la proteina S100A3, la proteina S100A4, la proteina S100A5, la
proteina S100A6, la proteina S100A7, la proteina S100AS8, la
proteina S100A9, la proteina S100A10, la proteina S100A11, la
proteina S100A12, la proteina S100A13, la proteina S100A14, la
proteina S100A15, la proteina S100A16, la proteina S100B, la
proteina S100G, la proteina S100P, la proteina S100Z, per I'uso nel
trattamento secondo la rivendicazione 1.

3. Proteina secondo la rivendicazione 1 o 2 in cui la proteina é
la proteina S100B e/o suo epitopo e/o dominio funzionale e/o
strutturale, per 'uso nel trattamento secondo la rivendicazione 1.
4. Proteina S100B secondo le rivendicazioni 1, 2 o 3 per l'uso

nel trattamento di alterazioni del microbiota intestinale.
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5. Proteina S100B secondo la rivendicazione 4 in cui l'altera-
zione del microbiota intestinale ¢ associata al Morbo di Crohn o
all'IBD.

6. Proteina per I'uso nel trattamento secondo le rivendicazioni
1-5 in cui la proteina S100B puo essere sia la proteina pura sia la
proteina ottenuta da estratti o mediante métodologia ricombinante
o attraverso tecniche di ingegneria genetica, preferibilmente tecni-
che di terapia genica o vettori genici che ne consentano l'espres-
sione in vivo, per esempio a livello della mucosa intestinale, e/o
attraverso l'introduzione in vivo della sequenza genica DNA e/o
RNA di S100B , oppure la proteina S100B ottenuta da foglie di
piante o da frutti di piante specifiche o da funghi o da organismi
animali/vegetali marini come emerso da un’analisi bioinformatica,
scelti tra, ma non limitati a, Spinacia oleracea; Artocarpus
heterophyllus; Adansonia digitata; Carpinus fangiana; Durio
zibethinus, Herrania umbratical;, Salvia splendens; Helianthus
annuus; Dendrobium catenatum; Musa acuminata, Olea europaea;
Laccaria bicolor, Fistulina hepatica; Limulus polyphemus.

7. Composizione comprendente una proteina appartenente alla
famiglia S100 per l'uso nel trattamento o nel miglioramento di
patologie quali la colite ulcerosa, il morbo di Crohn, 'IBD, disor-
dini neurologici, malattie cardiovascolari, malattie oncologiche,
malattie renali, inflammatorie o legate ad alterazioni del sistema
Immunitario, tramite I'armonizzazione e/o stabilizzazione e/o mo-

dulazione e/o regolarizzazione in senso benefico del microbiota
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intestinale.

8. Composizione comprendente una proteina appartenente alla
famiglia S100, in particolare S100B e/o suo epitopo e/o dominio
funzionale e/o strutturale, in cui la composizione ¢ di tipo farma-
ceutico, un integratore alimentare, un dispositivo medico.

9. Composizione secondo la rivendicazione 7, comprendente la
proteina S100B, e/o suo epitopo e/o dominio funzionale e/o struttu-
rale.

10.  Composizione secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 7 o
9, comprendente una proteina della famiglia S100 ed almeno un
eccipiente fisiologicamente accettabile ed inoltre un prebiotico e/o
un probiotico.

11.  Composizione secondo la rivendicazione 10 in cui 'almeno
un eccipiente farmaceuticamente accettabile & scelto nel gruppo
comprendente: diluenti, leganti, coloranti, edulcoranti, disgreganti,
composti per il rilascio controllato, cere, oli, paraffine, talco, biossi-
do di titanio, cellulose per I'uso nel trattamento secondo la riven-
dicazione 7.

12.  Composizione secondo le rivendicazioni 7, 9-11 in una forma
scelta nel gruppo comprendente preferibilmente un clistere, una
lavanda di tipo rettale e/o vaginale, un ovulo, una supposta, una
crema, una pomata, una lozione, un collirio, oppure una formula-
zione orale quale ad esempio un aerosol un collutorio, uno scirop-
po, una capsula, una compressa, una compressa orodispersibile, un

cachet, una polvere, un granulato, oppure una soluzione in
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bevande, quali preferibilmente bevande dissetanti, bevande ener-
getiche, succhi di frutta, oppure nel latte e derivati del latte anche
fermentati quali ad esempio yogurt o simili o altri fermenti o
fermentati per 'uso nel trattamento secondo la rivendicazione 7.
13.  Composizione secondo la rivendicazione 12, in cui il fermen-
to o fermentato comprende una proteina della famiglia S100, in
particolare la proteina S100B, per I'uso nel trattamento secondo la
rivendicazione 7.

14.  Dispositivo secondo la rivendicazione 8 comprendente una
proteina appartenente alla famiglia S100, in particolare S100B, e 1
piu comuni eccipienti fisiologicamente accettabili.

15.  Composizione secondo le rivendicazioni 7, 9-13 comprenden-
te una proteina appartenente alla famiglia S100, in particolar
modo la proteina S100B, detta composizione comprendendo in
particolare:

- la proteina S100B in quantita in peso compresa tra circa 300
ng e 3 g, preferibilmente tra circa 0,5 mg e circa 50 mg piu prefe-
ribilmente tra circa 1 mg e circa 5 mg per I'uso nel trattamento
secondo la rivendicazione 7.

16.  Kit diagnostico per la valutazione della presenza della pro-
teina S100B nel microbiota o nel lumen intestinale comprendente
un sistema ELISA che include anticorpo e sistema per la rileva-
zione.

17. Regime di dosaggio che comprende la somministrazione di

una composizione comprendente S100B in forma di compressa 1-2
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volte al giorno a distanza di almeno 5-8 ore, dopo i pasti, per un
periodo di almeno 10-30 giorni.

18.  Metodo per identificare se una proteina della famiglia S100
o un’altra proteina o peptide ¢ utile come armonizzatore e/o stabi-
lizzatore e/o modulatore e/o regolarizzatore del microbiota inte-
stinale, comprendente:

- la comparazione tra i livelli di proteina presenti nelle feci
prima e dopo il trattamento con detta proteina, per esempio trami-
te ELISA, Western Blot o altre metodiche, in funzione dei rispet-
tivi indici di biodiversita, quali OTU, Shannon o altri parametri;

- lestrapolazione della retta di tendenza, in cui x=concen-
trazione di proteina S100B preferibilmente in ng/ml e y=indice di
biodiversita preferibilmente secondo Shannon, quando mostra un
andamento (regression equation) del tipo y=kx+n; con una
inclinazione tra 1 5 ed 1 45 gradi, preferibilmente tra 1 10 ed i 20
gradi, per trattamenti compresi tra i 10 e 45 giorni, dove la
costante k indica il tasso di variazione del fenomeno biodiversita
per unita di concentrazione di proteina espressa in ng/ml, ed n &
una costante, secondo la formula piu generale detta di semiela-
sticita del tipo y=e»e®® in cui k ed n possono rispettivamente
assumere un valore preferibilmente di 0,15, tipicamente compreso
tra 0,05 e 3,02, e preferibilmente di 2,59, tipicamente compreso tra
0,09 e 26,41.

19.  Proteina secondo la rivendicazione 2 per l'uso nel tratta-

mento secondo la rivendicazione 1 tramite l'armonizzazione e/o
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stabilizzazione e/o modulazione e/o regolarizzazione di un micro-
biota umano o animale, in cui la proteina é la proteina S100B.
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