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Ingegnerizzazione di Lactococcus lactis per la produzione controllata di KGF.
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Fig. 1 Rappresentazione visiva delle parole-
chiave del brevetto. | font di dimensioni piu grandi
sono attribuiti alle parole piu importanti.
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i fra i normali ospiti della mucosa vaginale.

| Abbiamo selezionato il L. lactis, un organismo,
| riconosciuto come sicuro e gia testato per|

! veicolare altri agenti terapeutici.

1 Fig. 2 Il ceppo da ingegnerizzare € stato scelto:

| Abstract
i La presente invenzione ha come oggetto un
E microrganismo probiotico geneticamente
' modificato in modo da esprimere il fattore di
i crescita dei cheratinociti (KGF/FGF7) umano.
E L’atrofia vaginale, causata dalla riduzione degli
' estrogeni circolanti, pud essere ftrattata con
i KGF che, somministrato localmente, ripristina il
' trofismo  vaginale senza effetti sistemici. |l
E lattobacillo  ingegnerizzato  oggetto  della
! presente invenzione € in grado di colonizzare
i direttamente la mucosa vaginale, e di produrre
KGF localmente in maniera controllata
mediante un sistema inducibile, consentendo di
migliorare l'efficacia della terapia a base di KGF
per l'atrofia vaginale e la “compliance” delle
pazienti.
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Fig. 3 Il gene di
interesse (KGF)
e stato isolato
m— da fibroblasti
umani e inserito
in un plasmide

‘Human fibroblasts

KGF gene

\ batterico, poi
! trasferito nel
ceppo

selezionato (L.
lactis)
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Descrizione Tecnica

La presente invenzione si fonda
sullingegnerizzazione di un lattobacillo
compatibile con il microambiente
vaginale per produrre KGF in modo
inducibile. La procedura utilizzata ha
riguardato I'amplificazione del gene KGF
da fibroblasti umani. Per ottenere il
rilascio di KGF da parte delle cellule di
Lattobacillo & stato generato un costrutto
contenente una sequenza segnale per la
secrezione. Questo costrutto & stato
trasferito nel ceppo batterico sotto un
sistema di espressione inducibile, per
consentire di controllare la produzione
della proteina KGF. Infine, I'efficacia del
KGF prodotto dal microrganismo
ingegnerizzato & stata testata in cellule
vaginali umane.

Fig. 4 Per consentire il controllo accurato della
dose di KGF rilasciato localmente, abbiamo
utilizzato un vettore di espressione sotto il controllo
di un promotore inducibile, in maniera che il KGF
fosse prodotto solo dopo somministrazione di un
induttore

1 Tecnologia & Vantagg

! Partendo da precedenti evidenze
1 sull'efficacia della somministrazione locale
icon KGF nel trattamento dellatrofia

ivaginale, la nostra proposta brevettuale si
un microrganismo
| probiotico geneticamente modificato per
iindurre la produzione di KGF, allo scopo di
terapeutico
i direttamente nella mucosa vaginale. |l
 Lattobacillo oggetto del brevetto & un GRAS
generalmente
! come sicuro), gia utilizzato nella produzione
1 alimentare, ed & un normale ospite della
umana
! patogenicita nota. Il KGF risulta sicuro in
i quanto gia utilizzato come farmaco (nome

'basa sull'utilizzo di
! veicolare tale
1 .

' (organismo

imucosa  vaginale

agente

rcommerciale Kepivance) e

irilasciato in maniera controllata mediante la
' somministrazione esogena di un integratore
: alimentare. Inoltre il lattobacillo & progettato
iper rilasciare KGF direttamente nei tessuti
eliminando
1 dell'esposizione sistemica e consentendo
imaggiore efficacia e tollerabilita del

! interessati,

i trattamento.
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Applicazioni

Oggetto dellinvenzione sono ceppi di
Lactobacillo ingegnerizzati per la
produzione del fattore di crescita dei
cheratinociti (KGF/FGF7), per uso nel
trattamento di condizioni di atrofia
vaginale, disuria, dolore vaginale e/o

secchezza vaginale indotte da uno stato di
post-menopausa, da un intervento
chirurgico, da una patologia e/o da
trattamenti chemioterapici o radioterapici.
L'utilizzo di microrganismi che colonizzano
direttamente la mucosa  vaginale,
consentendo il rilascio locale e controllato
del KGF, puo migliorare la sua efficacia
terapeutica e quindi sostituire le terapie
locali gia in uso.

Fig. 5 SDS-PAGE (A) e saggio ELISA (B)
mostrano che l'induzione determina la produzione
della proteina KGF, e la sua secrezione controllata
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