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1. INTRODUZIONE

1.1. Genoma virale

Il genoma del virus del’immunodeficienza umana ¢ racchiuso all’interno del
virione ed ¢ composto da due filamenti di RNA positivo monocatenario della lun-
ghezza di 9,7kb. 11 virus HIV-1 possiede nove geni distinti: tre codificano per le poli-
proteine Gag, Pol ed Env che sono fattori strutturali ed enzimatici fondamentali,
comuni a tutti i retrovirus; altri due geni codificano per proteine a funzione regolato-
ria, Tat e Rev, mentre le restanti quattro sequenze codificano per proteine accessorie,
quali Nef, Vif, Vpr e Vpu (Frankel and Young, 1998).

Integrato nel cromosoma della cellula ospite, il genoma virale contiene ORFs
(open reading frames) per 16 proteine che sono sintetizzate partendo da 10 trascritti di-
versi. Le linee nere del grafico indicano trascritti pre e post splicing, su cui sono ripor-
tate le sequenze codificanti, con il relativo codone d’inizio. Di questi trascritti, quelli
codificanti per Gag-Pol, Vif, Vpr e Vpu-Env necessitano della presenza della protei-
na Rev, regolatrice dell’espressione dei geni virali, per essere esportati dal nucleo cel-
lulare al citoplasma. 11 target ad RNA di Rev, il Rev response element (RRE), ¢ contenuto

nel gene codificante le proteine dell’envelope (Env).
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extracellulare, possiedono il proprio corredo genetico sotto forma di RNA a singolo filamento. Suc-
cessivamente all'infezione virale, il genoma viene retrotrascritto in cDNA a doppio filamento
dall’enzima virale transcrittasi inversa (RT), con la sintesi delle sequenze fiancheggianti LTR complete.
Il cDNA provirale subisce ora il processo di integrazione nel genoma della cellula ospite per mezzo
dell’enzima virale integrasi (IN) e di diversi altri fattori virali e cellulari. Il cDNA provirale, ora integra-

to, puo essere trascritto dalla RNA polimerasi di tipo 11 della cellula ospite (Stoye, 2012).

Sequenze fiancheggianti Long Terminal Repeats (1.'TRs)

Ciascun filamento possiede una regione per 'appaiamento posizionata al 5’
che consente la costituzione di una forma duplex e favorisce il loro inserimento nel
capside al momento dell’assemblaggio. Questa regione ¢ denominata ¢ (psi) ed ¢
formata spazialmente da quattro a-eliche che vanno ad interagire con la proteina nu-
cleocapsidica (NC) e 1 suoi due motivi a dita di zinco (De Guzman ez al., 1998; Morel-
let et al., 1992).

Sempre all’estremita 5’ si trovano un capping di residui di guanosina fosforilata
e metilata e il primer binding site per la cattura del tRNA che fungera da primer per la
retrotrascrizione. I’estremita 3’ ¢ invece libera e poliadenilata.

Ciascun filamento termina con due sequenze ripetute dirette (segmenti R),
seguite internamente da due regioni distinte a seconda dell’estremita, U5 all’estremita
5" e U3 all’estremita 3’. Il completamento della retrotrascrizione del genoma di HIV
richiede due eventi di appaiamento fra i segmenti R: la peculiare modalita di proces-
sazione fa si che il filamento di DNA formatosi presenti ai propri estremi due se-
quenze identiche composte dai segmenti U5, R e U3 e denominate Long Terminal Re-
peats (LTRs). Benché non codificanti, queste sequenze sono fondamentali nel garanti-

re la trascrizione, quindi la replicazione, perché contengono sequenze enhancer atte a



legare molti fattori di trascrizione e il segnale di poliadenilazione.

Funzionalmente le LTRs possono essere suddivise in quattro regioni distinte:
I'elemento transattivante TAR all’interno del segmento R, il promotore principale, un
sito enhancer e una regione di modulazione presso la regione U3 (Pereira ef al., 2000).
11 promotore contiene il sito iniziatore Inr, la sequenza TATA-box e tre siti di legame
per SP1, mentre il successivo enhancer ¢ in grado di legare i fattori NF-xB (Nuclear
Factor » B), NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells), AP-1 e alcuni membri della fa-
miglia Ets (Peterlin and Trono, 2003) (Figura III). L attivazione di questi due ele-
menti garantisce un elevato tasso di trascrizione del genoma virale, sia in cellule T at-
tivate, sia in macrofagi, ma non ¢ sufficiente ad assicurare la produzione di trascritti
completi. A questa mancanza il virus ovvia con la produzione del fattore Tat che, le-
gandosi alla sequenza TAR dei messaggeri nascenti, aumenta la processivita del’RINA
polimerasi permettendo I'allungamento e la terminazione dei trascritti in modo ap-

propriato.
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Figura III: Architettura molecolare delle sequenze LTR di HIV-1. Il promotore virale (LTR) puo esse-
re diviso in tre regioni: U3, R e U5. A seguito dell’integrazione, la sequenza del’L'TR mostra sezioni
ipersensibili alla DNasi I (HS2, HS3 e HS4), che risultano dalla precisa collocazione di due nucleo so-
mi: nuc-0 e nuc-1. Le regioni che rimangono esposte, tra i due nucleo somi, sono estremamente ricche
in siti di legame per fattori di trascrizione, tra cui diverse proteine regolatorie del processo di trascri-
zione di HIV-1. Questi fattori rispondono a stimoli intra- ed extracellulari, con conseguente up- o do-

wnregolazione di specifici fattori di trascrizione (Li ez 4/, 2012).



1.2. Proteoma virale e farmaci ad azione antiretrovirale

11 proteoma di HIV-1 ¢ costituito anzitutto da due poliproteine precorritrici:
Gag (Group-specific antigen) e Gag-Pol (Group-specific antigen e polimerasi). Queste ven-
gono processate e tagliate dalla proteasi virale in 9 subunita: proteasi (PR), transcritta-
si inversa (RT), integrasi (IN), proteina di matrice (MA), proteina del capside (CA),
p2, nucleocapside (NC), p1 e p6 (Figura IV).

11 precursore Env, a differenza di Gag e Gag-Pol, viene processato e tagliato
da proteasi cellulari (come la furina) in due porzioni: la porzione di superficie (SU)
gp120 e la porzione transmembrana (TM) gp41 (Figura IV).

Tat ¢ il principale regolatore trascrizionale della sequenza LTR (long terminal
repeat). 11 proprio target sullRNA virale, I'elemento TAR (transactivation response ele-
ment), ¢ presente all’estremita 5 di ogni trascritto virale.

Rev ¢ la principale proteina che regola il processo di export-nucleare e regola
il passaggio dalla trascrizione dei geni virali precoci (ear/y) alla trascrizione dei geni vi-
rali tardivi (ate).

Le proteine Vif (viral-infectivity factor), Npt (viral protein r), N'pu (viral protein u) e
Nef (negative effector) sono note come proteine accessorie in quanto, in taluni sistemi di
coltura cellulare, si sono rivelate non strettamente necessarie per la crescita virale.
Ciononostante hanno diversi ruoli, fondamentali nella replicazione virale e la pro-
gressione verso la sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS) 7z vivo (Peterlin

and Trono, 2003).
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Figura IV: Schema dell’organizzazione del proteoma di HIV-1, dei suoi precursori proteici e dei diver-

si processi di maturazione che coinvolgono proteine virali e cellulari (Peterlin and Trono, 2003).

Di seguito verranno discussi alcuni tra i principali componenti proteici virali,
che ad oggi sono oggetto di studio per la terapia antiretrovirale ad alta attivita, la
HAART (highly active antiretoviral therapy), e le diverse classi di farmaci ad azione antire-

trovirale, ad oggi in uso nella pratica clinica o in trials clinici avanzati.



1.2.1. Proteasi virale e farmaci inibitori (classe Pl)

Struttura della proteasi

La proteasi di HIV-1 ¢ un piccolo enzima, composto da due catene proteiche
identiche di 99 aminoacidi ciascuna. Le due catene che compongono la proteast as-
sumono una conformazione tale da formare un tunnel, visibile in Figura V-A, coper-
to da due “ali” flessibili. Quando le due ali si aprono, possono abbracciare la catena
proteica bersaglio avvolgendola e bloccandola nel tunnel.

11 sito attivo si trova nel centro del tunnel dove, per mezzo di una molecola
d’acqua, coordinata da due aminoacidi aspartato, avviene il taglio proteolitico della

catena proteica bersaglio (Figura V-D) (Goodsell, 2000).

Figura V: Proteasi di HIV-1. A) Visione dall’alto del tunnel, le due ali si trovano nella parte alta della
figura; B) Visone laterale del tunnel bloccato dalle due ali; C) Rimuovendo le due ali, ¢ possibile visua-
lizzare il tunnel, occupato da un inibitore della proteasi; D) Rimuovendo le due ali e Iinibitore della

proteasi cocristallizzato, ¢ possibile visualizzare il sito attivo, evidenziato con due asterischi.

Farmaci inibitori della proteasi: meccanismo d'azione

I farmaci inibitori della proteasi di HIV-1 hanno una struttura composta da
gruppi funzionali ricchi di carbonio, che interagiscono con I'interno del tunnel della
proteasi e con il sito attivo. Tra i diversi farmaci inibitori della proteasi, nei quattro
che sono stati cocristallizzati con la proteina (Figura VI) ¢ possibile apprezzare
quanto la struttura 3D dei composti sia simile. E possibile notare i due atomi di car-
bonio centrali (Figura VI, in rosso) presenti in tutte e quattro le strutture, che intera-
giscono con la molecola d’acqua, normalmente presente sotto le due ali della protei-

na, coordinata dai due aspartati del sito attivo.



I farmaci simulano una catena proteica, riuscendo legare la proteasi proprio
come farebbe una catena proteica. Tuttavia sono molto piu resistenti e stabili di una
catena proteica, pertanto la proteasi non riesce a tagliarli, consentendo agli inibitori di

rimanere nel tunnel occupandolo e bloccando, di fatto, 'enzima (Goodsell, 2000).

Figura VI: Proteasi di HIV-1 cocristallizzata con quattro diversi farmaci inibitori della proteasi. Da si-
nistra a destra, i farmaci sono Indinavir (PDB 1HSG), Saquinavir (PDB 1HXB), Ritonavir (PDB
1THXW) e Nelfinavir (PDB 10HR).

Farmaci inibitori della proteasi: loro impiego nella pratica clinica

I farmaci di prima generazione appartenenti a questa categoria (indinavir, sa-
quinavir, nelfinavir) avevano diverse problematiche, dalla comparsa di diversi consi-
stenti effetti collaterali, alla difficile somministrazione con molte pillole e restrizioni
sulla dieta. L’introduzione del ritonavir come booster ha migliorato notevolmente
efficacia terapeutica di questi farmaci, anche se tuttavia, la difficolta del paziente a
sopportare una terapia cosi fisicamente pesante, portava spesso a fallimenti terapeuti-
ci per abbandono. Questo ¢ il principale motivo per cui i farmaci NNRTI sono cosi
piu diffusi nella pratica clinica del trattamento iniziale dell’infezione da HIV-1.

ATV/r (atazanavir boosterato ritonavir), DRV/r (darunavir boosterato ritonavir)
e LPV/r (lopinavir boosterato titonavir) hanno mostrato tuttavia un’ottima attivita anti-
virale, con minor frequenza di effetti collaterali e conseguente miglio compliance del pa-
ziente e continuita nel trattamento. Questo, unito alla scarsa attivita di selezione di mu-
tand resistenti dei PI/r e alla alta emivita di questi farmaci, rappresenta un enotme van-
taggio per il paziente, anche in caso di “dimenticanza” nell’attenersi al regime terapeutico

prescritto dal parte del paziente in terapia (Tejerina and Bernaldo de Quirds, 2011).
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Studi clinici mettono spesso in relazione la terapia con P1/r con fenomeni di
lipodistrofia e alterazione generalizzata del profilo lipidico, anche se ATV /tr ¢ DRV /¢
hanno dimostrato di essere piu conservativi dello status lipidico del paziente in tera-
pia.

I principali svantaggi di questa classe di farmaci sono lelevato numero di
compresse che deve assumere il paziente, oltre al costo di questo regime terapeutico,
superiore a quello con NNRTT e alla necessita del booster di ritonavir.

Infine sono emersi dubbi sull’efficacia di questi farmaci nel penetrare nel si-
stema nervoso centrale, specialmente se associati al backbone terapeutico di

TDF/FTC (Canestti ez al., 2010).

1.2.2. Integrasi virale e farmaci inibitori (classe Inl)

11 virus dellimmunodeficienza umana necessita, per la propria replicazione,
I'inserzione del genoma virale nel DNA genomico della cellula infettata, attraverso un

processo catalizzato dall’enzima virale integrasi (IN).

11 processo di integrazione

Come altri retrovirus, HIV ¢ un virus con genoma a singolo filamento di
RNA. Nel corso dell'infezione, 'RNA virale ¢ rilasciato nella cellula infettata in segui-
to alla fusione dell’envelope virale con la membrana cellulare (Figura VII). L’'RNA
virale viene ora utilizzato come Zemplate e trascritto in una copia a doppio filamento di
DNA del’RNA virale (cDNA provirale), con le estremita composte dalle sequenze
LTR mature, codificate dalla transcrittasi inversa (Sierra e al., 2005).

II passaggio da RNA virale a cDNA provirale ¢ uno step necessario per il
processo virale del virus, per la codifica delle proteine virali e per la produzione di
nuove copie di RNA virale. La trascrizione del cDNA virale necessita inoltre
dell’integrazione nel genoma della cellula ospite. Questa inserzione cromosomica
prende in nome di integrazione ed ¢ catalizzata dall’enzima integrasi, codificato dal
virus stesso. II cDNA virale integrato nel genoma della cellula ospite prende il nome

di provirus (Figura VII). A seconda del sito di integrazione del cDNA, il provirus
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puo risultare espresso in modo costitutivo, se integrato in prossimita di un promoto-
re cellulare attivo, o rimanere silente fino al momento di una risposta ad uno stimolo
proliferativo.

Infine, la trascrizione e traduzione dei geni virali, unitamente alla sintesi del
genoma virale, produce i componenti molecolari necessari al packaging del virione e

alla sua maturazione, necessari al rilascio delle nuove particelle virali infettanti.

Maturation

Absorption « Budding

Fusion .
Proteolytic — Translation

\ processing Cyloplasm
Reverse transcription :
\ Transcription ~ Nucleus
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Figura VII: Rappresentazione schematica del processo di integrazione nel ciclo vitale di HIV. IN, in-
tegrasi; PIC, complesso di preintegrazione; BAF, barrier-to-autointegration factor; MA, proteina di
matrice di HIV; INI1, IN interactor 1; LEDGF/p75, lens epithelium-derived growth fac-
tor/transctiptor coactivator p75; RT, transcrittasi inversa di HIV; HMGA1, high mobility group

chromosomal protein Al. (Semenova ef al., 2008)
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Figura VIII Semenova2: Domini funzionali dell'integrasi di HIV-1.

Struttura dell'integrasi di HIV -1

I gene virale po/ codifica per tre enzimi virali (proteasi, transcrittasi inversa e
integrasi) che vengono tradotti come poliproteina (Figura VIII). L’enzima integrasi
viene generato dal taglio proteolitico operato dalla proteasi di HIV durante la matu-
razione del virione e produce una proteina di circa 32kDa.

La proteina integrasi ¢ composta da tre domini: dominio N-terminale (NTD),
dominio centrale (core) catalitico (CCD) e dominio C-terminale (CTD) (Figura
VIII). II dominio NTD promuove la multimerizzazione dellintegrasi, coordinando
uno ione zinco (motivo HHCC) ed ¢ coinvolto nell’integrazione delle dure estremita
del cDNA virlae nel genoma della cellula ospite. Nel CTD risiede I'attivita di legame
col DNA sequenza-indipendente, indipendente, inoltre, da ioni metallici. Ciascuna
molecola di integrasi contiene un sito catalitico nel CCD, dove troviamo gli aminoa-
cidi che compongono la sequenza tipica dei siti catalitici di endonucleasi, il motivo
DDE (Asp64, Asp116, e Glu152). Questi residui acidi coordinano almeno un catione
divalente (Mg”* o Mn®") che funge da ponte con il substrato di DNA (Marchand ez
al., 2000). La mutazione di uno di questi residui aminoacidici abolisce I'attivita catali-

tica dell’integrasi (Semenova ez al., 2008).
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L integrazione avviene tramite la formazione di grandi complessi macromolecolari

L’integrazione cellulare richiede la presenza di diversi cofattori oltre
all'integrasi (Van Maele ez al, 20006).11 complesso di preintegrazione (pre-integration
complex, PIC) ¢ una componente fondamentale del processo di integrazione. Il PIC ¢
formato sia da proteine virali (proteina di matrice, nucleocapside, trascrittasi inversa),
sia da fattori eucariotici della cellula ospite [lens epithelium-derived growth factor
(LEDGF/p75), integrase interactor 1 (INI1), bartiet-to-autointegration factor (BAF),
high mobility group chromosomal protein A1 (HMGA1)| (Figura VII).

Probabilmente il cDNA virale viene legato dall’integrasi (IN) in uno step
immediatamente successivo alla retrotrascrizione del genoma virale. IN;, inoltre, lega
direttamente LEDGF/p75, INI1, RT e la proteina di matrice (Van Maele and De-
byser, 2005).

Nonostante diversi studi descrivano quali siano e quanto siano importanti i
cofattori per l'integrazione di HIV, la nostra comprensione del meccanismo che sot-
tende 'integrazione di per se rimane incompleta. Cid nonostante ¢ ragionevole pen-
sare che la funzione principale del PIC sia di separare le due principali reazioni cata-
lizzate da IN, ovvero il 3* processing (3’-P) e lo strand transfer (ST), in diversi compar-
timenti cellulari 7z vivo e con una regolazione temporale ben precisa, mentre iz vitro
queste due reazioni avvengono consecutivamente, senza ritardo.

Inoltre, ¢ verosimile che IN possa essere mantenuta in uno stato inattivo nel
PIC fino alla migrazione del complesso nel nucleo, per prevenire fenomeni di autoin-
tegrazione. Nel complesso di preintegrazione, infatti, troviamo il cofattore cellulare
BAF, che possiede la funzione di prevenire fenomeni di autointegrazione (Zheng ez
al., 2000). Probabilmente altri fattori associati al PIC mantengono IN nello stato inat-
tivo. Ad esempio, la stesa transcrittasi inversa virale puo inibite l'attivita catalitica di
IN zn vitro (Oz et al., 2002).

Il cDNA virale ¢ protetto dall’azione di nucleasi dopo avere isolato PIC con
IN wild type, mentre se il PIC ¢ formato da IN mutanti risulta sensibile alle nucleasi
(Chen et al., 1999; Miller et al., 1997). Per questo motivo, si ritiene che IN non sia so-
lamente coinvolta nell’azione del 3’-P, ma anche nella formazione e assemblaggio del

PIC, probabilmente favorita da una corretta e completa azione di 3’-P.
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Sembra inoltre possibile che i cambiamenti conformazionali del PIC che por-
tano alla riattivazione di IN, avvengano durante il passaggio del PIC nel nucleo e/o
durante il suo legame con la cromatina.

I fattori cellulari maggiormente coinvolti nel favorire e regolare il legame del
cDNA virale al DNA cromosomico della cellula ospite: la proteina emerina e
LEDGEF/p75. La proteina emerina ¢ stato dimostrato essere coinvolta nella forma-
zione del PIC attraverso BAF, inoltre sembra essere cruciale nell’interazione tra
cDNA virale e DNA cromosomico, cosi come BAF, sebbene BAF ed emerina non
facilitino I'integrazione di HIV (Jacque and Stevenson, 2000).

Un altro ponte molecolare che lega la proteina IN alla cromatina ¢
LEDGEF/p75. Il legame di LEDGF7p75 ad IN veicola la proteina virale sulla croma-
tina, promuovendo lo ST (Cherepanov e7 al., 2000; Maertens, 2003). 11 fatto che HIV-
1 non riesca ad infettare con successo cellule in cui LEDGF/p75 sia silenziato, sug-
gerisce un ruolo critico per LEDGF/p75 nell’integrazione efficiente di HIV.

Impedire Iinterazione di LEDGF/p75 con IN pud essere considerata una

possibile strategia terapeutica (Peat ez al, 2012; Rouzic e# al., 2013).
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Figura IX: Linea temporale del processo di integrazione virale. L’inibitore dello strand transfer
dell’integrasi lega il proprio bersaglio solamente dopo la retrotrascrizione del genoma virale in cDNA
e, per espletare la propria funzione, necessita di rimanere legato al complesso di preintegrazione fino a

quando gli enzimi cellulari competenti non metabolizzano il DNA provirale.
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Processo di integrazione

La sottostruttura SSC del complesso virale RTC viene formata quando IN si
lega alle estremita LTR (estremita U3 del L'TR-5" ed estremita U5 del LTR-3’) del
cDNA virale appena formato. Il 3’-processing , che puo avere luogo nel citoplasma

(Miller et al., 1997), converte il RTC nel PIC, producendo il CDC, con al capo 3’ la

coppia di nucleotidi CA che protrude e l'ossidrile -OH all’estremita. I TCC si forma

nel nucleo quando il PIC si localizza sul DNA cromosomico della cellula ospite.

L’integrazione del LTR-3’ produce lo STC, con I'estremita 5° del DNA virale non an-

cora saldata. ILa ricombinazione del DNA con meccanismo di riparo, mediato da en-

zimi cellulari del sistema DNA repair e successiva proteolisi dei componenti del PIC,

da come prodotto il provirus integrato, fiancheggiato dalla duplicazione della sequen-

za di DNA genomico tagliata dal PIC.

Figura X: Processo di integrazione. Complessi
nucleoproteici retrovirali e reazione di taglio e
fusione del DNA mediato da integrasi. Ab-
breviazioni: RTC, complesso della transcrittasi
inversa (reverse transcriptase complex); IN, integra-
si; PIC, complesso di preintegrazione (pre-
integration  complex); NTD, dominio N-
terminale; CCD, dominio core catalitico; SSC,
complesso sinaptico stabile (stable synaptic com-
Plex); CDC, complesso con donatore tagliato
(cleaved donor complex); TCC, complesso di cat-
tura del bersaglio (Zarget capture complex); STC,
complesso di trasferimento del filamento

(strand transfer complex). (Krishnan and Engel-
man, 2012)
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Farmaci inibitori dell'integrasi (classe Inl)

Lo studio di fase 3 STARTMRK ha dimostrato come il raltegravir, farmaco
inibitore dell’integrasi, non sia inferiore come efficacia rispetto all’efavirenz (classe
NNRTI), entrambi in combinazione con TDF/FTC (Lennox, 2012). Il gruppo trat-
tato con raltegravir ha mostrato una soppressione virale piu rapida, minore alterazio-
ne dell’assetto lipidico e minori effetti collaterali dati dalla terapia (Lennox ez a/, 2009,
2010).

All’interno del #ia/ STARTMRK sono state studiate, inoltre, le differenze tra
le sequenze di integrasi appartenenti a virus di sottotipo B e virus del sottotipo non-
B. Comparando la risposta virologica dei ceppi virali B e non-B, il tasso di soppres-
sione virologica nei pazienti affetti da virus non-B era 94,5%, contro 1'88,7% dei pa-
zienti con sottotipo B (Rockstroh ez 4/, 2011).

Un altro farmaco di nuova generazione inibitore dell'integrasi ¢ Ielvitegravir.
Questo farmaco esiste in coformulazione con cobicistat (ovvero un composto che i-
nibisce il metabolismo dell’elvitegravir a livello epatico, con meccanismo d’azione si-
mile al ritonavir) e TDF/FTC, prendendo il nome di “Quad”. un piccolo studio di
fase 2 ha messo a confronto il Quad con un regime terapeutico tradizionale,
EFV/TDF/FTC. A 48 settimane dall’inizio dello studio, entrambi i gruppi hanno
raggiunto una soppressione virale dell’83%, ma il gruppo con elvitegravir ha eviden-
ziato ridotti effetti collaterali psichiatrici (17% vs 26%, p=0,02) (Cohen ez al., 2011).

Infine, in tempi recenti, ¢ stato prodotto il dolutegravir, inibitore dell’integrasi
che non necessita di booster. Iz vitro il dolutegravir ¢ risultato sensibilmente piu resi-
stente a allo sviluppo di farmacoresistenze, risultando attivo anche contro isolati cli-

nici resistenti al raltegravir (Canducci ez al., 2011; Song ez al., 2012).

1.2.3. Glicoproteine Gp120, Gp41 e farmaci inibitori dell’ingresso del

virus (classe El)

Struttura delle glicoproteine Gp120 e Gp41
GP120 ¢ una proteina virale pesantemente glicosilata, che forma la porzione

distale delle gpzkes virali che protrudono dall’envelope virale, codificate dal gene env
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(Figura XI). Contiene domini conservati (C1-C5) e cinque domini variabili (V1-V5)
(Starcich e al., 1986). E regioni conservate formano il core della proteina, mentre le
regioni variabili costituiscono i loops distali (Leonard e a/., 1990).

Nella sua struttura terziaria, Gp120 forma tre distinti domini strutturali: un
dominio interno (inner domain), un dominio estertno (outer domain) e un foglietto-ponte
(bridging sheet) (Kwong et al., 1998). 11 dominio interno risulta ben conservato tra i di-
versi ceppi di HIV e va incontro a cambiamenti conformazionali nel momento in cui
la Gp120 lega il recettore e il corecettore, cambiamento conformazionale necessario e
cruciale nel processo di entrata del virus (Finzi ez a/., 2010). Il dominio esterno ¢ piu
esposto rispetto al dominio interno, risulta fortemente glicosilato e contiene tre delle
cinque regioni variabili (V3-V5), presentando alla risposta umorale innata una super-
ficie estremamente variabile. Il dominio foglietto-ponte contiene importanti residui
che contribuiscono al binding con il sito di legame del recettore CD4 e il sito di le-
game del corecettore (Huang ez al, 2007; Kwong e al., 1998). Il dominio foglietto-
ponte contiene inoltre le due regioni variabili V1 e V2, anch’esse pesantemente glico-
silate, che hanno il ruolo di mascherare il sito di legame con il recettore CD4 fino al
momento del contatto col recettore (Finzi ez al., 2010; Kwon ez al., 2012)

Gp41 comprende la regione prossimale transmembrana della struttura che
protrude dall’envelope virale (spike) ed ¢ costituito da tre diverse regioni: la coda C-
terminale citoplasmatica, il dominio transmembrana, e un ampio dominio che sia af-
faccia all’esterno dell’envelope virale e interagisce in modo non-covalente con
Gp120, contiene il peptide di fusione all’N-terminale e due regioni che contengono
due motivi heptad-repeat (HR), coinvolti nella fusione tra membrana virale e cellulare
(Figura XI).

II dominio esterno di Gp41 rappresenta la porzione che partecipa nella fusio-
ne alla membrana e ha quattro principali strutture. La porzione piu vicina alla mem-
brana prende appunto il nome di membrane-proximal external region (MPER), seguita
dalle due regioni HR con struttura ad a-elica (HR2/C-elica e HR1/N-elica) ed infine
il peptide di fusione al N-terminale. La regione MPER ¢ altamente conservata ed ¢
cruciale per la fusione e infezione del virus (Mufioz-Barroso ez al., 1999).

In natura, la Gp41 forma un trimero, necessario per la fusine virale, in cui le

regioni HR formano una struttura a sei eliche molto stabile, che prende il nome di
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struttura a spirali avvolte, coiled-cozl, che porta serve a collorare spazialmente vicine la

membrana virale e cellulare a seguito dell’acoraggio del peptide di fusione.

gp120 gp41

hinge MF‘.ER
T T
B = W o

ectodomain

Figura XI: Rappresentazione schematica delle proteine dell’envelope Gp120 e Gp41. Gp120 contiene
cinque domini consetvati (C1-C5) e cinque domini variabili (V1-V5). Il simbolo Y indica la posizione
di N-glicosilazioni conservate. Le regioni piu chiare nelle regioni C1, C2 ¢ C4 indicano elementi del
minidominio a foglietto di ponte che stabilizza Gp120 durante il legame con il recettore CD4. Gp41
possiede un peptide di fusione (FP) nella regione N-terminale, regioni HR1 e HR2 che contengono
due motivi heptad-repeat ¢ un dominio di ancoraggio transmembrana (TM). Infine la regione cerniera

(hinge) ¢ la regione prossimale al dominio transmembrana (MPER). (Haqqani and Tilton, 2013)

Farmaci inibitori della fusione ed entrata del virus (classe EI)

Poiché il processo di entrata di HIV nella cellula ospite ¢ molto complesso,
coinvolge diverse interazioni sequenziali di Gp120 e Gp41 con le proteine della su-
perficie della cellula ospite, i farmaci della classe inibitori dell’entrata sono un gruppo
estremamente eterogeneo. I potenziali target dei farmaci di questa categoria sono in-
fatti innumerevoli, con diversi target e diversi meccanismi d’azione coinvolti. Gli e-
sempi riportati sono farmaci in uso nella pratica clinica o in fase di trials clinici.

Inibitori dell’interazione Gp120-CD4: nel 1998, la risoluzione cristallografica
a raggi X della struttura di Gp120 associata al CD4 ha permesso di individuare il sito
di legame CD4-Gp120 e di evidenziarne i dettagli molecolari. Cio ha consentito di
indirizzare Iattivita di ricerca verso piccole molecole che fossero in grado di inibire o
bloccare questa interazione (Kwong et al, 1998; Wyatt e/ al, 1998). Le molecole
BMS-448043 e BMS-626529 sembrano essere in grado di stabilizzare una conforma-
zione di Gp120 tale da impedire il legame con il recettore CD4 (Ho ez al., 20006).

Inibitori dell'interazione Gp120-corecettore: la capacita di HIV-1 di utilizzare
diversi corecettori per Pentrata nella cellula ospite (principalmente CCR5 e CXCR4)
rende necessario che i pazienti siano testati per determinare il tropismo del virus in-
fettante (Bon e# al., 2013a). 11 maraviroc ¢ attivo contro isolati clinici che sfruttano il

corecettore CCR5 (tropismo R5) gia ad una scala nanomolare ed ¢ uno dei due far-
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maci ad azione inibitoria dell’entrata virale approvati per I'utilizzo clinico in USA e in
Europa (Dorr ez al., 2005). In recenti test iz vitro, maraviroc ha mostrato una ridotta
tossicita su colture di adipociti (Diaz-Delfin e7 a/., 2013), migliorando inoltre il profilo
lipidico in pazienti dislipidemici (Bonjoch ez a/, 2013). Sono in fase di sviluppo anche
farmaci che bloccano I'interazione tra Gp120 e CXCR4, I'altro corecettore utilizzato
da HIV, ma ancora non sono stati approvati per la pratica clinica (Skerlj ez a/, 2011).
Inibitori della fusione alla membrana Gp41-mediata: nel 2003 ¢ stato appro-
vato il primo farmaco inibitore della fusione della particella virale con la membrana
cellulare, 'enfuvirtide (T20), che assieme a maraviroc rappresentano gli unici farmaci
della classe degli inibitori dell’entrata disponibili per la pratica clinica. Enfuvirtide ¢
un peptide sintetico lineare composto da 36 aminoacidi, che mimano la regione HR2
di Gp41. Questo farmaco ha dimostrato la propria valenza nella lotta all’infezione in

due diversi trials clinici (Kilby ez a/., 2002; Lalezari ez al., 2003).

1.2.4. Transcrittasi inversa virale e farmaci inibitori della retrotrascri-

zione (classe NRTI e NNRTI)

Struttura della transcrittasi inversa

I’enzima transcrittasi inverse (reverse transcriptase, RT) ¢ costituita da due cate-
ne polipeptidiche p66 (66kDa, 560 aminoacidi) e p51 (51kDa, 440 aminoacidi). La
grande poliproteina codificata da HIV-1, Gag-Pol, viene tagliata dalla proteasi virale
per produrre la subunita p66. La subunita p66 ¢ composta da due domini funzionali:
il dominio N-terminale possiede attivita polimerasica, mentre il dominio C-terminale
¢ una RNasi H. In natura accade che due catene di p66 dimerizzino e che la proteasi
di HIV-1 tagli la porzione codificante per la RNasi H di una delle due catene, produ-
cendo un eterodimero di RT p66/p51 stabile (Jacobo-Molina ef al., 1993; Kohlstaedt
et al., 1992). La fusione di un virione di HIV-1 con la cellula target porta al rilascio nel

citoplasma di due copie di RNA virale e all'incirca 50 copie di enzima RT.
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Figura XII: Eterodimero p66/p51 in presenza della
catena di DNA nascente (Goodsell, 2002)

Nuclease

Il dominio polimerasico della RT (Figura XIII) assomiglia nella forma ad
una “mano destra”, con dita (fingers), palmo (palm), pollice (thumb) e sottodomini di
connessione che collegano il dominio con attivita polimerasica con quello codificante
per Pattivita RNasi H. La subunita p51, similmente contiene dita, palmo, pollice e
sottodomini di connessione, ma questi ultimi hanno una conformazione spaziale dif-
ferente da quelli presenti nella subunita p66. Nella p51, i sottodomini di connessione
sono assemblati in una struttura sufficientemente rigida da dare supporto strutturale
alla p66. I sottodomini di p66 sono invece flessibili e possono andare incontro ai
cambiamenti conformazionali necessari all’enzima RT per espletare la propria fun-

zione.

Primer

Figura XIII: Struttura della RT di HIV-1 e principali mutazioni che provocano farmacoresistenza. A)
rappresentazione in modalita 77bbon del complesso RT-DNA-dNTP. B) Principali siti di mutazione che
inducono farmacoresistenza: in azzurro i residui che inducono resistenza agli NNRTI, in fucsia i resi-
dui che inducono resistenza agli NRTT nei sottodomini dita (fingers) e palmo (paln) (Das and Arnold,
2013).
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Farmaci inibitori della transcrittasi inversa (classe NRTI)

I farmaci della classe degli analoghi nucleosidici e nucleotidici (NRTT) hanno
un meccanismo d’azione simile tra loro. Una volta processati all'interno della cellula
infettata, gli NRTI non bloccano Pattivita della RT, ma piuttosto agiscono come ter-
minatori della catena nucleotidica nascente.

Un farmaco NRTI ¢ convertito in un analogo dei dNTP naturali tramite una
cascata di fosforilazioni operate dalle kinasi cellulari. Ora la RT incorpora catalitica-
mente il farmaco come NRTI monofosfato all’estremita 3’ della catena di DNA vira-
le nascente. Un pirofosfato viene rilasciato come scarto della reazione di incorpora-
zione. Gli analoghi di nucleotidici, come il tenofovir, necessitano dell’aggiunta dei § e
y-fosfati, mentre i NRTI analoghi nucleosidici necessitano di essere elaborati con
I'aggiunta di tutti e tre gli o, B e y-fosfati. I’efficienza con cui gli NRTI vengono con-
vertiti a livello intracellulare nella forma NRTI-trifosfato ¢ essenziale per I'efficacia
del farmaco stesso. Una volta incorporato nella catena di DNA virale nascente,
INRTT inibisce I'ulteriore elongazione del DNA virale poiché i farmaci NRTI non
possiedono il gruppo 3-OH e/o contengono modifiche alla porzione zuccherina che
prevengono l'incorporazione del nucleotide successivo.

Tuttavia, la RT possiede l'abilita di rimuovere alcuni NRTT dalla catena nu-
cleotidica nascente, invertendo la direzione della reazione catalitica della polimerizza-
zione (Arion ez al., 1998; Meyer ez al., 1998).

Fanno parte di questa classe di farmaci ad azione antiretrovirale su HIV-1 (tra

parentesi abbreviazione):

Analoghi nucleosidici (o0 NRTT):

Analoghi dell’adenosina Analoghi della citosina Analoghi della gnanina Analoghi della timina
- Didanosine (ddI) - Emtricitabine (FTC) | - Abacavir (ABC) - Stavudine (d4T)
- Lamivudine (3TC) - Zidovudine (AZT)

- Zalcitabine (ddC)

Analoghi nucleotidici (o NtRTI):
- Tenofovir (TDF)
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Farmaci inibitori della transcrittasi inversa (classe NNRTI)

Diversamente dai farmaci della classe NRTI che non inibiscono direttamente
la RT, un farmaco della classe degli analoghi non-nucleosidici della transcrittasi inver-
sa si lega ad una tasca idrofobica nel sottodominio “palmo”, adiacente alla base del
“pollice”, inibendo allostericamente la polimerizzazione del DNA (Figura XIV). La
tasca riconosciuta dagli NNRTI permette di disegnare inibitori altamente specifici,
con bassa tossicita e minimi effetti collaterali. Gli NNRTI, infatti, sono HIV-1 speci-
fici, tant’é vero che non hanno alcuna attivita inibitoria sulla RT del virus HIV-2. La
tasca idrofobica non ha necessita mantenersi altamente conservata, in quanto l'attivita
enzimatica viene mantenuta, a differenza delle mutazioni sul sito attivo nel sito di le-
game dei dNTP della RT. Pertanto HIV-1 ha una barriera genetica relativamente bas-
sa per sviluppare resistenza ai NNRTI, rispetto alle mutazioni che portano alla
NRTI-resistenza.

I farmaci appartenenti alla classe degli NNRTI attualmente in commercio e

disponibili nella pratica clinica sono cinque (tra parentesi abbreviazione e nome

commerciale):
- Nevitapine NEV, Viramune®) - Etravirine (ETR, Intelence®)
- Efavirenz (EFV, Sustiva®) - Rilpivirine (RPV, Edurant®)

- Delavirdine (DLV Rescriptor®)

Solitamente, nella pratica clinica un NNRTI ¢ sempre impiegato in combina-
zione con due NRTI. Questo ¢ possibile in quanto le due classi di inibitori della tran-
scrittasi inversa virale hanno meccanismi d’azione che non si sovrappongono e muta-
zioni di farmacoresistenza diverse. Gli NNRTT sono inoltre importanto nel bloccare
la trasmissione faterno-fetale dell’infezione, mentre alcuni NNRTI sono in trial clini-

co per l'uso come potenziali farmaci mi-

Polymerase
Active Site

crobicidi per prevenire la trasmissione ses-

suale (Malcolm ez al., 2012).

Figura XIV: Sito di binding dei farmaci della classe
NNRTI (PDB 1JLB). La nevirapina (in bianco) si
colloca nella tasca idrofobica nei pressi del sito at-
tivo della dominio polimerasico della subunita p66

(in rosso) (Goodsell, 2002).
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1.3. HIV e compartimento 0sso

L’infezione di osteoblasti da HIV ¢ stata documentata sia i vitro, sia su biop-
sie ossee eseguite durante I'autopsia di pazienti deceduti per AIDS (Buck ez 4/, 1990;
Mellert ez al., 1990; Salzman e# al., 1993).

L’analisi istomorfometrica eseguita da Serrano ez a/. (1995) su pazientt HIV-
infetti, con BMD (Bone Mineral Density) normale, evidenzia un livello si-
gnificativamente piu basso di: i) volume e consistenza della matrice osteoide (matrice
organica non mineralizzata secreta dagli osteoblasti), if) numero di osteoclasti, iii) ve-
locita di formazione dell’osso, iv) spessore dell’osso corticale. Mentre ¢ decisamente

piu elevata la velocita di rimodellamento osseo.

1.3.1. Monitoraggio del rapporto rimodellamento/riassorbimento

Sono stati individuati diversi marker per monitorare I’attivita degli osteoblasti,
come 'aumento di osteocalcina nel siero e della fosfatasi alcalina osso-specifica. Men-
tre per monitorare lattivita degli osteoclasti, vengono analizzati i livelli del C-
telopeptide e del N-telopeptide del collagene di tipo I (CTx), ovvero i frammento C-
e N-terminali della molecola di collagene, proteina della matrice ossea.

Aukrust ef al (1999) hanno quantificato i marker sopracitati nel siero e
nell’urina di 73 pazienti HIV-positivi, sotto terapia HAART, e hanno osservato che i
pazienti con malattia in stadio immunologico e clinico avanzato e alta carica virale
hanno alti livelli di C-telopeptide e bassi livelli di osteocalcina, che correlano con la

progressiva perdita di linfociti T CDh4" helper.

La patogenesi della ridotta BMD in pazienti infetti da HIV dipende da piu
fattori. Osteopenia e osteoporosi sono lesioni dell’'osso che possono correlarsi a di-
versi fattori di rischio, come sesso, eta, scarso peso corporeo, malnutrizione, immobi-
lita, fumo, abuso di alcool, ipogonadismo e lipodistrofia (Sambrook and Cooper,

2006).
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Sommare questi fattori di rischio, a infezione da HIV e effetti collaterali della
HAART, puo determinare I'insorgenza di lesioni ossee in pazienti HIV positivi

(Borderi ez al., 2009).

1.3.2. Lesioni ossee correlate a infezione da HIV e HAART

Osteopenia Riduzione della densita minerale ossea (BMD) che prelude
'assottigliamento osseo. Questo evento precede I'insorgenza della

0steoporosi

Osteoporost Riduzione della massa ossea e della resistenza dell’osso, con conse-
guente aumento del rischio di fratture spontanee o traumatiche e

sconvolgimento della microarchitettura dell’osso

Osteomalacia Mancata mineralizzazione dell’osso e conseguente ammorbidimen-
to
Osteonecrosi Morte del tessuto osseo per scarsa perfusione sanguigna

Osteoblasto

Osteoclasti

Apoptosi 1
Attivita 1
Differenziamento 1

Attivita 1T
Differenziamento 1 Perdita di
massa ossea

Figura XV: Rappresentazione schematica dell’alterazione dell’equilibrio omeostatico osseo nel corso di

infezione da HIV-1.
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La Figura XV riassume cio che accade nel corso dellinfezione di HIV-1 a li-
vello del microambiente osseo: I'equilibrio risulta compromesso a causa dell'incre-
mento del differenziamento degli osteoclasti e dell’inibizione dell’attivita degli osteo-

blasti e attivazione dell’apoptosi di questi ultimi.
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Figura XVI: Rappresentazione schematica degli effetti dell’interazione tra HIV-1 e gli osteoblasti. A)
B) L’interazione tra HIV-1 e le cellule mesenchimali staminali, progenitrici degli osteoblasti, provoca
un’inibizione della sopravvivenza e proliferazione con meccanismi diretti e indiretti. C) Gp120 di
HIV-1 induce I'inibizione della proteina RUNX-2 e l'attivazione di PPAR-y con uno spostamento del

differenziamento delle cellule mesenchimali dagli osteoblasti verso adipociti.
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1.4. Sintesi di endonucleasi chimeriche per terapia genica

1.4.1. Classificazione delle endonucleasi

Le endonucleasi, o enzimi di restrizione, sono tradizionalmente classificati in
quattro classi, sulla base della loro composizione e struttura terziaria, sito di taglio,
specificita di sequenza bersaglio e cofattori necessari (Pingoud and Jeltsch, 2001).

Gli enzimi di tipo I rappresentano enzimi di particolare interesse biochimico.
Sono combinazioni complesse, composte da multisubunita, di enzimi di restrizione e
modifica, che tagliano il DNA in modalita random, a grande distanza rispetto alla
propria sequenza riconosciuta.

Gli enzimi di tipo II rappresentano una famiglia di proteine, pur tuttavia non
mostrando relazioni di alcun tipo I'una con I'altra. Tagliano il DNA in posizioni ben
precise, vicino o all'interno della propria sequenza riconosciuta. Fanno parte di que-
sta categoria gli enzimi di restrizione piu diffusi come strumenti di ricerca, ad esem-
pio HindIII e Notl. In maggior parte riconoscono sequenze di DNA simmetriche,
poiché legano il DNA come omodimeri. Esistono tuttavia eccezioni, come BbvClI,
che riconoscono sequenze asimmetriche, poiché legano il DNA come eterodimeri.
Alcuni riconoscono sequenze continue, composte da due emisequenze, come EcoRI
(5-GAATTC-3’), mentre altri riconoscono sequenze discontinue, come Bgll (5-
GCCNNNNNGGC-3), dove le emisequenze sono separate.

Tuttavia, 1 gli enzimi di restrizione pit comuni in natura appartengono alla ca-
tegoria di tipo IIS, come Fokl (5-GGATG-3’), che tagliano esternamente alla se-
quenza di DNA riconosciuta. Questi enzimi sono di medie dimensioni, tra i 400 e i
650 aminoacidi di lunghezza, e sono in grado di riconoscere sequenze continue e a-
simmetriche. Sono composti da due domini distinti, uno per il legame del DNA e
'altro per il taglio della sequenza nucleotidica. Per la maggior parte riconoscono il
DNA in forma di monomeri, ma operano il taglio solamente a seguito della dimeriz-
zazione del dominio di taglio. Per questo motivo, alcuni enzimi del tipo IIS sono piu
attivi se la molecola di DNA bersaglio contiene piu siti di riconoscimento dello stesso

enzima.
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Anche gli enzimi di tipo III sono combinazioni di enzimi di restrizione e mo-
difica, in diverse combinazioni. Operano il taglio esternamente alle rispettive sequen-
ze riconosciute e necessitano di due sequenze con orientamento opposto sulla mede-
sima molecola di DNA per poter operare il taglio.

L’ultima categoria, il tipo IV, ¢ composta da enzimi che riconoscono DNA

modificato, solitamente metilato, come i sistemi MctBC e Mrr di E. co/i.

1.4.2. Fokl

I’enzima di restrizione Fokl, una endonucleasi batterica di tipo IIS, riconosce
la sequenza non palindromica 5-GGATG-3’ in dsDNA, operando un taglio a 9/13
nucleotidi a valle del sito di riconoscimento (Sugisaki and Kanazawa, 1981; Szybalski
et al., 1991). Fokl non riconosce nessuna precisa sequenza nella regione di DNA co-
perta dal sito di taglio. Cio implica la presenza di due distinti domini proteici che
compongono la proteina Fokl: il primo per il riconoscimento sequenza-specifico del
DNA e il secondo per lattivita endonucleasica. Una volta che il dominio di legame
col DNA si ¢ ancorato al sito di riconoscimento, viene trasmesso un segnale al do-
minio endonucleasico, probabilmente con un cambiamento conformazionale (Wah ez
al., 1998) e avviene il taglio.

Data la sua natura modulare, 'enzima FokI ben si presta ad essere ingegne-
rizzato, sostituendo il dominio di riconoscimento del DNA con domini che ricono-
scano altre specifiche sequenze (Durai 7 al., 2005), creando in questo modo delle nu-

cleasi chimeriche.

Struttura di Fokl
Wah ez al. (Wah ez al., 1997, 1998) hanno analizzato la struttura cristallina di
FokI e FoklI legato al proprio sito di riconoscimento, a conferma della natura modu-
lare dell’enzima Fokl. Il dominio endonucleasico sembra essere bloccato dal dominio
di riconoscimento attraverso un’interazione proteina-proteina, confermando il dato
dell’analisi del DNA foot-printing (Li e/ al., 1993; Yonezawa and Sugiura, 1994).
Successivi studi hanno evidenziato come il rilascio del dominio endonucleasi-

co dal dominio di riconoscimento, consenta al primo di muoversi e posizionarsi alla
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distanza di 9/13 nucleotidi dal sito di riconoscimento. Il taglio avviene solamente
quando FokI si trova legato al suo sito di riconoscimento e vi ¢ presenza di ioni ma-
gnesio. Altri studi sul meccanismo di taglio di Fokl hanno mostrato che la dimerizza-
zione del dominio endonucleasico ¢ necessaria a Fokl per produrre un taglio su en-
trambi filamenti di DNA (DSBs) (Bitinaite e a/., 1998).

Con riferimento alla figura XVII, il dominio di riconoscimento ¢ costituito a
sua volta da tre sottodomini D1, D2, e D3 evidenziati in magenta, verde e bianco,
ciascuna formata da un motivo elica-giro-elica. Il sottodominio D1 si colloca nel sol-
co maggiore della doppia elica di DNA, all’estremita 3’ della sequenza riconosciuta
(GGATG), il sottodominio D2, invece, contatta 'estremita 5 (GGATG), mentre D3
non ¢ coinvolto nellinterazione proteina-DNA, ma nell'interazione proteina-
proteina. 1l dominio endonucleasico che opera il taglio & evidenziato in azzurro. E
collegato al dominio di riconoscimento per mezzo di un segmento di connessione
(linker) evidenziato in rosso. La dimerizzazione ¢ mediata dalle due a-eliche parallele
o4 e o5 del dominio endonucleasico. La superficie totale coinvolta nell’'interfaccia di
dimerizzazione ¢ insolitamente piccola (800A%), questo potrebbe spiegare il perché
Fokl sia in forma monometrica quando in soluzione (Pingoud and Jeltsch, 2001).

Recognition
Domain

Cleavage
Domain

Figura XVII: Struttura del’omodimero di FokI, PBD 2FOK (Wah ez a/., 1998).

La figura XVIII, invece, mostra il cambiamento conformazionale che avvie-

ne nell’enzima FokI dopo il legame con la sequenza di DNA bersaglio. Le due picco-
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le frecce rosse indicano il punto in cui deve avvenire il taglio, 9/13 nucleotidi a valle
del sito di riconoscimento, mentre la freccia blu indica il movimento compiuto dal
dominio catalitico (in azzurro) di Fokl. Questo preciso movimento ¢ imputabile al
cambiamento conformazionale che avviene nel linker (in rosso). Quando FokI non ¢
legato al DNA, il linker ha una struttura secondaria a random coil. Quando invece FokI
¢ legato al suo bersaglio, il linker assume una conformazione piu rigida, ad a-elica,

posizionando correttamente il sito catalitico.

Recognition
Domain

Cleavage
Domain

Figura XVIII: Struttura cristallina dell’enzima FokI complete (579 aminoacidi) legato al DNA, PBD
1FOK (Wah ¢t al., 1997).

Fokl e le Zine-finger nucleas:

Data la propria natura modulare, con domini indipendenti, I'’enzima FokI ¢
stato scelto per la costruzione di Zinc-finger nucleasi. Recentemente questa tecnolo-
gia ha visto un forte miglioramento, riducendo sensibilmente la frequenza di tagli en-
donucleolitici al di fuori della sequenza bersaglio (Davis and Stokoe, 2010). Nell’idea
iniziale di questa tecnologia, infatti, ciascuna componente della coppia di Zinc-finger
nucleasi poteva omodimerizzare, cio implicava una scarsa selettivita dei targets ge-

nomici, che si otteneva solamente con I’eterodimero. Inoltre, il margine di tolleranza
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di 1-2 bp di ciascuno Zinc-finger incrementa enormemente il numero di possibili
bersagli diversi dal sito specifico nel caso di omodimerizzazioni (Beumer e al., 2000).

L’analisi della struttura cristallina del dimero di Fokl ha permesso di identifi-
care gli aminoacidi che formano l'interfaccia di dimerizzazione naturale dell’enzima.
Miller e# al. (2007) hanno mostrato come la mutazione di due aminoacidi, in ciascun
dominio coinvolto nella dimerizzazione (E490K/I538K e Q486E/I499L), riduca
fortemente l’attivita come omodimero, favorendo invece l’attivita dell’eterodimero.
Szczepek et al. (2007) hanno utilizzato un approccio similare, identificando coppie
mutanti di Fokl che agivano preferenzialmente come eterodimeri. Come predetto,
I’eterodimetrizzazione dei mutanti di Fokl mostrava una ridotta attivita catalitica al di

fuori del target genomico prescelto.

A Cleavage by homodimers

Hyperactive B
catalytic domains

Zinc finger
protein

Zinc finger
protein

Figura XIX: A) Rappresentazione schematica dell’eterodimero di Zinc-finger nuclease (Cathomen and
Keith Joung, 2008), B) Rappresentazione in 3D dell’eterodimero Zinc-finger nucleasi e collocazione

spaziale del dominio catalitico (Gordley et al., 2009).

1.5. Reservoirs di infezione

11 trattamento dellinfezione da HIV-1 con la terapia antiretrovirale ad alta at-
tivita (HAART) ¢ effettivamente in grado di ridurre 1 livelli plasmatici del’RNA virale
nei pazienti in trattamento, fino a valori al di sotto degli strumenti diagnostici (<20
copie/ml di HIV-1 RNA) (Pascual-Pareja ¢z al., 2010; Scott et al., 2009). L’effettiva
soppressione della carica viremica ha portato, inizialmente, ad ipotizzare una possibi-
le eradicazione dell'infezione nell’arco di pochi anni di terapia HAART (Perelson ef

al., 1997).
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Tuttavia lo stesso Perelson, nel 1997, parlava della possibile esistenza di com-
partimenti o santuari di infezione latente e non rilevabile (Perelson e# al., 1997; Chun
et al., 1997). Una piccolo sottopopolazione delle cellule T CD4" resting memory portano
integrato nel proprio genoma cellulare il provirus di HIV-1. Fino al momento in cui
queste cellule rimangono quiescenti, nella fase resting, non danno origine a particelle
virali, ma nel momento in cui vengono attivate, possono dare origine a particelle vira-
li infettanti (Chun e al, 1995, 1997). Queste cellule che albergano copie integrate e la-
tenti di HIV-1 sono rare ma stabili, e possono essere rilevate anche in pazienti che
sono trattati con HAART da molti anni (Finzi e# a/., 1997; Siliciano ez al., 2003). Co-
me evidenziato dal recente studio di Eriksson ez a/. (2013) (Figura XX) anche in pre-
senza di effettiva soppressione virale plasmatica (Figura XX, colonna a destra) ¢
possibile riscontrare la presenza del DNA provirale oltre che nelle cellule T CD4" 7e-
sting, anche in cellule T CD4" di altri distretti, ad esempio a livello rettale, con eviden-
ti differenze nei livelli di DNA provirale integrato a seconda che si tratti di infezioni
acute o croniche. L’interruzione della terapia porta alla ricomparsa di virus a livello

plasmatico (Davey ef al., 1999).
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Figura XX: Persistenza di HIV-1 determinata in sei test diversi, eseguiti nel tipo cellulare indicato nel
grafico o in tessuti provenienti da pazienti che iniziano la terapia HAART durante la fase acu-
ta/precoce dellinfezione (simboli vuoti) o gia in fase cronica (simboli pieni). Le linee nere orizzontali
indicano la media geometrica. Le linee rosse orizzontali indicano il limite di rilevazione della metodica
o dello strumento (LOD). I test risultati negativi sono indicati con simboli al di sotto della linea del

LOD (Eriksson e# al., 2013).
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Forme episomiali di HIV-1: 1-LLTR ¢ 2-L.TR

La persistenza dell'infezione virale solitamente ¢ dovuta al suo DNA. Il DNA
provirale di HIV-1 ha tre principali conformazioni, ciascuna peculiare di una precisa
fase dello sviluppo dell'infezione: 1) forma lineare non-integrata, 2) forma circolariz-
zata non integrata, 3) provirus integrato. Nei pazienti con infezione cronico non in
terapia HAART, la forma 2-L'TR ¢ stabile, mentre nei pazienti che rispondono bene
al trattamento ¢ stato dimostrato essere piu bassa (Brussel ez a/, 2003). Sebbene la
forma integrata del virus sia quella con 'emivita maggiore (Ibafiez ef al, 1999; Silicia-
no et al., 2003), non v’¢ accordo in letteratura riguardo I'emivita delle forme non-
integrate del cDNA virale, per taluni molto breve (Koelsch e a/, 2008; Sharkey e al.,
2000), per altri estemamente lunga (Butler ez /., 2002; Pierson ef al., 2002).

HIV

\ Host cell

( 4 Nl\___\jlv mRANA ‘\\

= Linear HIV cDNA
Nucleus

2-LTR ~Normal  Inhibit
episomes O integration integration

Figura XXI: Rappresentazione schematica delle
tre principali conformazioni del cDNA di HIV-1
(Schacker, 2010).

La forma circolare non integrata puo essere ulteriormente sottoclassificata in
forme 1-LTR e 2-LTR, a seconda del numero di LTR che troviamo nella forma cit-
colarizzata del DNA virale (Figura XXI). Durante il normale processo di integrazio-
ne, il meccanismo di DNA repair della cellula ospite circolarizza una piccola porzione
del cDNA di HIV in episomi, con una o due copie degli LTR virali. Se I'integrazione

viene bloccata con un farmaco inibitore dell’integrasi (classe Inl, ad esempio raltegra-
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vir), si formera un maggior numero di forme episomiali non-integrate 1-LTR e 2-
LTR. Buzén ez al. (2010) hanno quantificato la forma circolarizzata 2-LTR in pazienti
che ricevevano la terapia antiretrovirale, evidenziando come i pazienti in terapia con
I'inibitore dell’integrasi, raltegravir, avessero un numero maggiore di copie di 2-LTR
rispetto al gruppo di controllo.

In un altro studio, Zhu ef a/. (2011) hanno quantificato il DNA di HIV-1 tota-
le, forma 2-L'TR e integrato nell’arco di 12 settimane dall’inizio della terapia antire-
trovirale in 20 pazienti mediante qRT-PCR. Come mostrato in figura XXII-B, la
forma 2-L'TR ha evidenziato una rapida alterazione durante le prime 12 settimane di
trattamento, con un picco alla quarta settimana di trattamento. Diversamente dalla

forma 2-L'TR, il DNA virale totale e integrato ¢ rimasto pressoché inalterato (Figura

XXII A-C).

[e) A Total HIV DNA B 2-LTR HIV DNA c Integrated HIV DNA

E 104 103 ! - ':_tt_l** ! 103

o ;o ¢ Q)o & "

0 3

e - 9 %o 0] & % % & 10 A&

c ® i % '%-&; [ f s 4 ﬁ
oy & § ol @ 8 % O 0 & -
18 %0 o . . JEiEY
= —

§1°°° s e e O e e AﬁmA
E 0 2 4 8 12 0 2 4 8 12 0 2 4 8 12

Time after treatment, wks

Figura XXII: Osservazione nell’arco di 12 settimane dall’inizio della terapia HAART di 20 pazienti.
Quantificazione del DNA provirale totale, nella forma 2-LTR e integrata. Le linee orizzontali indicano

in valore mediano della popolazione. ** p-values<0,01 (Zhu ef af., 2011).

Ad oggi, I'esistenza di questi reservoirs di infezione ¢ riconosciuta come il

principale scoglio per la definitive eradicazione del virus HIV-1 (Richman ez 4/, 2009)
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2. OBIETTIVO

Lobiettivo di questa tesi e, piu in generale, di questi tre anni di dottorato ap-
pena conclusi, ¢ studiare in modo approfondito il virus del'immunodeficienza umana
(HIV-1), in relazione alle profonde alterazioni sistemiche che induce nell’organismo
del paziente HIV-infetto, con un particolare accento sulle alterazioni a carico del si-
stema scheletrico.

La problematica presa in esame ¢ estremamente vasta e sono diversi i fronti
su cui si combatte la lotta al’AIDS. In primo luogo v’e¢ il management del paziente
HIV-infetto, il quale mostra un evidente invecchiamento precoce. Questa problema-
tica ¢ particolarmente evidente a livello dell’osso. 1l tasso di incidenza di osteope-
nia/osteoporosi, nei pazienti HIV-positivi, ¢ infatti drammaticamente piu elevato ti-
spetto alla popolazione sana (Borderti e al, 2009; Brown and Qagqish, 20006). Studi
clinici hanno permesso di evidenziare come alcune classi di farmaci piu di altre, ad
esempio inibitori della proteasi di HIV-1, portino alla compromissione dell’lomeostasi
ossea, con conseguente alterazione dell’architettura interna all’osso, aumento del ri-
schio di fratture e conseguenti gravi problematiche per il paziente HIV-positivo. In
nostro studio (Foca ez al., 2012) prevedeva un follow-up di 12 mesi di pazienti naive
per la terapia antiretrovirale e il monitoraggio di diversi markers ossei a seguito
dell’inizio della terapia HAART. I risultati ottenuti hanno evidenziato un generale in-
cremento di diversi markers di attivita del microambiente osseo, come PTH, osteo-
calcina, OPG e CTx. Questi risultati confermano I'impatto della terapia antiretrovira-
le sul turnover osseo, che risulta sensibilmente aumentato nei pazienti in terapia ri-
spetto alla popolazione sana.

Parallelamente all’azione diretta del virus sul compartimento osseo, diversi
studi clinici hanno messo in evidenza un danno all’osso dovuto alla terapia antiretro-
virale HAART, in particolare alle due componenti cellulari principali dell’'omeostasi
ossea: osteoblasti e osteoclasti (Landonio e# al., 2004; Mora ef al., 2007). 1l nostro stu-
dio ¢ stato focalizzato su uno dei due attori principali del’omeostasi ossea: gli osteo-
blasti. Questo tipo cellulare regola, infatti, la sintesi di nuova matrice ossea, in con-
trapposizione agli osteoclasti, che mediano il riassorbimento osseo. Gli esperimenti

condotti sul modello cellulare osteoblastico umano (cellule HOBIT) mettono in evi-
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denza come il trattamento con determinati farmaci, in particolare inibitori della pro-
teasi virale, porti ad apoptosi nel caso in cui vi sia un aumento di concentrazione del
farmaco rispetto a quella fisiologica. Tuttavia gia a concentrazioni fisiologiche ¢ pos-
sibile riscontrare un trend negativo nella regolazione di alcuni marker ossei, come fo-
sfatasi alcalina e osteocalcina, che sono invece conservati a livelli fisiologici nel caso
di trattamento con nuovi farmaci, con meccanismo d’azione differente, ad esempio
inibitori dell’entry o dell’integrasi di HIV-1.

Infine esiste la problematica dell’eradicazione del virus dai reservoirs di infezio-
ne. La terapia HAART riesce, infatti, a controllare I'infezione, mantenendo i livelli di
viremia residua sotto controllo. Cio nonostante molti studi propongono diversi cito-
tipi come potenziali reservoir di infezione, vanificando, in una certa misura, I'effetto
della terapia antiretrovirale che, se interrotta, porta ad una riattivazione dell'infezione.
In taluni casi, si assiste a fenomeni di riattivazione di questi reservozrs di infezione, in
coincidenza di b/p viremici (Geeraert ef al., 2008). Tra questi potenziali reservoirs di in-
fezione ritroviamo anche le cellule mesenchimali staminali umane, precursori degli
osteoblasti (Gibellini e# al, 2011). Per questa ragione, abbiamo sviluppato un nuovo
approccio molecolare alla problematica dell’eradicazione: sfruttare I'integrasi virale
per colpire il virus integrato nel genoma cellulare, causa della formazione dei reservoirs
di infezione. La proteina virale integrasi ¢ responsabile dell’integrazione del cDNA
provirale nel genoma dell’ospite, operazione che avviene tramite riconoscimento spe-
cifico delle regioni LTR, sequenze esterne del genoma provirale, da parte della stessa
integrasi. Sfruttando la capacita dell’integrasi di riconoscere in modo selettivo le se-
quenze L'TR virali, abbiamo creato una proteina chimerica, formata dall’integrasi di
HIV-1 e dal sito catalitico dell’endonucleasi Fokl. I diversi cloni generati sono stati
transfettati stabilmente in una linea T linfoblastica CD4+ (cellule Jurkat) suscettibile
allinfezione con HIV-1. Una volta infettate, abbiamo ottenuto in questo sistema cel-
lulare una significativa riduzione della proteina p24 e del RNA genomico di HIV.
Successivamente questi cloni sono stati transfettati in una linea T linfoblastica CD4+
che portano integrata nel proprio genoma una sola copia del DNA virale di HIV-1
(cellule 8E5/LAYV). Studiandole come modello di HIV integrato, abbiamo ottenuto
risultati molto incoraggianti poiché, dopo una transfezione stabile con i cloni chime-

rici, 1 markers di infezione, come il DNA virale integrato, sono risultati estremamente
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ridotti con tre cloni. Questo ci consente di ipotizzare un danno diretto dei due cloni
sul provirus, danneggiandolo prima dell'integrazione, ma anche un’azione diretta di
tre cloni sul provirus integrato. I.a determinazione di un mezzo molecolare per elimi-
nare il genoma di HIV che funge da reservoir rappresenta un obiettivo ambiziose che,

se realizzato, porterebbe il gruppo a una importante osservazione.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Studio di popolazione su coorte di pazienti naive per la terapia

Popolazione e criteri di inclusione

Questo studio multicentrico randomizzato ¢ stato condotto su 91 pazienti
che all’arruolamento non mostravano segni di patologie croniche renali, per valutare
le funzionalita renali dopo il trattamento HAART, che prevedeva un backbone tera-
peutico di tenofovir diisoproxil fumarato (TDF) (Fung ef a/., 2002) piu emtricitabina
(FTC) (Richman, 2001), entrambi farmaci inibitori nucleosidici della trascrittasi inver-
sa virale (NRTI). Questi due farmaci vengono somministrati con un'unica compressa
che prende il nome di truvada (TVD). Al backbone di TVD ¢ stato associato in un
braccio dello studio I'atazanavir (ATV) (Sanne ef al, 2003), farmaco inibitore della
proteasi virale (PI), boosterato con titonavir (/f) (Zeldin and Petruschke, 2004), far-
maco della classe dei PI in grado di aumentare I’assorbimento degli altri farmaci co-
somministrati inibendo il citocromo P450 3A4 (CYP3A4)(Zeldin and Petruschke,
2004); all’altro braccio dello studio invece ¢ stato associato al TVD Pefavirenz (EFV)
(Elion et al., 1999), farmaco analogo non-nucleosidico inibitore della retrotranscrittasi
virale (NNRTI).

Al momento dell’arruolamento sono stati rilevati diversi parametri: storia cli-
nica del paziente, CD4 nadir, HIV RNA (branched chain DINA-enbanced label amplification
assay, Quantuplex 2-0; Chiron, con cut-off a 50 copie/ml) e rilevazione sierologica di
HBV e HCV. Durante il periodo di follow-up sono stati ripetuti conta di linfociti T
CD4+, quantificazione della viremia, e test laboratoristici di routine (compresa
'analisi di creatinina ed elettroliti). I campioni di plasma sono stati prelevati dai pa-

zienti e sono stati conservati a -80°C fino al momento dell’analisi.

Quantificazione dei markers con test E1.1SA

Per dosare i diversi markers oggetto di studio ¢ stata impiegata una metodica
immunoenzimatica: I'osteocalcina (OC), crosslaps (CTx) e 1,25-(OH), vitamina D
(VitD) sono stati determinati con kit IDS (Boldon, UK); osteoprotegerina (OPG) e il

ligando del recettore di attivazione di NFkB (RANKL) sono stati determinati con kit
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Peprotech (London, UK); infine 'ormone paratiroideo (PTH) ¢ stato determinato
con kit DIA source ImmnoAssays S.A. EIA kit (Nivelles, Belgium). Tutti i tests sono
stati eseguiti seguendo le istruzione del produttore. La quantificazione delle citochine
¢ stata eseguita mediante retta di regressione della curva standard di calibrazione
(Microsoft Excel, 2003, Redmond, Washington).

Gli intervalli di normalita considerati per i diversi markers sono stati: OC nel-
le donne 8,4-33,9 ng/ml, negli uomini 9,6-40,8 ng/ml; CTx nelle donne 0,112-
0,738ng/ml, negli uomini 0,115-0,748ng/ml. 1l cut-off per Iiperparatiroidismo ¢ sta-
to fissato a 65pg/ml e la carenza di vitamina D ¢ stata fissata per valori inferioti a
11pg/ml. Intervalli di normalita per OPG e RANKL validati clinicamente attualmen-

te non esistono ancora.

Analisi statistica

Statistiche descrittive sono state calcolate per le variabili quantitative (media,
mediana, deviazione standard, range interquartile) e per le variabili qualitative (fre-
quenze assolute e percentuali). Le differenze tra la quantificazione all’arruolamento e
a 48 settimane post-inizio della terapia sono state calcolate per ogni marker come
Alwk 48-bl].

Tutte le analisi statistiche sono state effettuate con il software SPSS (Versione
20.0 per Windows, IBM Corp., Armonk, NY). Tutti i p-values sono stati ottenuti con

test a 2 code e considerati significativi solo se p<0,05.

3.2. STUDIO DEGLI EFFETTI DELLA TERAPIA ANTIRETROVIRALE CONVENZIONALE SU |
LIVELLI APOPTOTICI E PROFILO DI ESPRESSIONE DI MARKERS DEL METABOLISMO OSSEO

NELL LINEA OSTEOBLASTICA HOBIT

Colture cellulari e trattamento coi farmaci

La linea cellulare osteoblastica HOBIT ¢ stata mantenuta in coltura con ter-
reno DMEM/F12 (Gibco, Paisley, UK) con il 2% di siero fetale bovino (FBS; Gi-
bco), antibiotici e aminoacidi (Baldini e# a/, 2008; Gibellini ¢# a/., 2008). Le cellule, una

volta raggiunta una confluenza circa del 70%, sono state trattate con diversi farmaci a
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diverse concentrazioni scalari (C1, C2 e C3): C2 ¢ la concentrazione media ed ¢ con-
siderata quella ottimale, poiché equivale alla concentrazione plasmatica di ciascun
composto nel plasma di pazientt HIV-positivi in trattamento (Datapharm Communi-
cations Ltd. The Medicines Compendium, 2008). C1 rappresenta la concentrazione
minore tra quelle testate, ovvero 5 volte inferiore a C2, mentre C3 rappresenta la
concentrazione maggiore, ovvero 5 volte superiore a C2.

Sono stati testati 1 seguenti composti: farmaci inibitori della proteasi virale
(PI): indinavir, IDV (Shankar ef a/, 2005), darunavir, DRV (Tanaka e# 4/, 2013), ti-
pranavir, TPV (Mikl ez al, 2009), fosamprenavir, FPV (Eron e# al., 20006), saquinavir,
SQV (Ranganathan and Kern, 2002), atazanavir, ATV (Sanne ez al., 2003), nelfinavir,
NFV (Perry and Benfield, 1997) e ritonavir, RTV oppure /r (Moyle and Back, 2001);
farmaci analoghi non-nucleosidici inibitori della transcrittasi inversa virale (NNRTI):
nevirapina, NEV (Montaner |G ¢7 al., 1998) ed efavirenz, EFV (James, 1998); farmaci
TEN (Kearney ef al., 2000), emtricitabina, FTC (Oxenius ez al., 2002); farmaci inibito-
ri dell’entry virale (EI): maraviroc, MVC (Meanwell and Kadow, 2007); farmaci inibi-
tori dell’integrasi virale: raltegravir, RAL (Steigbigel ¢ a/., 2008). Tutti i farmaci testati
sono stati acquistati presso il repository NIBSC (Centre for AIDS Reagents, NIBSC,
Londra, UK).

Dosaggio di OPG ¢ RANKL nel surnatante di coltura

I surnatanti delle colture cellulari sono stati raccolti a 24 e 48 ore post-
trattamento e conservati a -80°C fino al momento del test. Per il dosaggio delle due
citochine sono stati utilizzati due kit per test immunoenzimatici commerciali,
RANKIL detection kit (Peprotech, London, UK) e Duo ELISA OPG kit (R&D,
Minneapolis, MN). L’analisi ¢ stata eseguita seguendo le istruzioni del produttore. 11
controllo negativo dei test era rappresentato da cellule HOBIT non trattate e mante-
nute in coltura nelle medesime condizioni di quelle trattate con i farmaci. La quantifi-
cazione di OPG e RANKL ¢ stata eseguita mediante retta di regressione della curva

standard di calibrazione (Microsoft Excel, 2003, Redmond, Washington).
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Analisi dell’apoptosi nelle cellule HOBIT

L’analisi dell’apoptosi ¢ stata eseguita mediante marcatura con propidio iodu-
ro (Gibellini ef a/., 2012a). Le cellule sono state trattate con tripsina (Gibco) per di-
staccarle dal fondo delle piastre di coltura, lavate con PBS e centrifugate 4 minuti a
4000rpm, quindi risospese in etanolo 70% e conservate a 4°C per almeno 60 minuti.
Successivamente allo step di fissaggio, le cellule sono state nuovamente lavate con
PBS e trattate con 0,5mg/ml di RNasiA (Roche, Mannheim, Germany) per 1 ora a
37°C. Quindi le cellule sono state ulteriormente lavate e risospese in una soluzione di
propidio ioduto (PI; concentrazione finale 50mg/ml in PBS, Sigma) e, dopo
un’incubazione di 10’ al buio, letti al citometro a flusso (FACSCalibur, Becton-
Dickinson, Palo Alto, CA). L’analisi dei campioni e la quantificazione dell’apoptosi
sono state eseguite con software CellQuest (Becton-Dickinson).

Tutti gli esperimenti di apoptosi riportati sono espressi come media percen-
tuale * deviazione standard (SD) di tre esperimenti separati condotti in duplicato.
Tutti i p-values riportati sono riferiti al test di Mann-Whithney, ottenuti con test a 2
code e considerati significativi solo se p<0,05. Tutte le analisi statistiche sono state

effettuate con il software SPSS (Versione 20.0 per Windows, IBM Corp., Armonk,
NY).

Quantificazione in Real Time RT-PCR di diversi markers di attivita e differenzgiamento osteobla-
Stico

Ianalisi espressione dei diversi markers ossei testati ¢ stata eseguita mediante
Real time RT-PCR (Gibellini ¢7 a/, 2012a). Le cellule sono state trattate con tripsina
(Gibco) per distaccarle dal fondo delle piastre di coltura, lavate con PBS e centrifuga-
te 4 minuti a 4000rpm, quindi scartato il surnatante i pellet di cellule sono stati con-
servati a -80°C fino al momento dell’estrazione del’RNA. L’estrazione del’RNA cel-
lulare ¢ stata eseguita utilizzando lo RNeasy” mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
seguendo il protocollo suggerito dal fornitore.

Tutte le Real Time RT-PCR sono state allestite con QuantiTect SYBR Green
RT-PCR Kit (QIAGEN), utilizzando il seguente profilo termico: step iniziale di 20
minuti di RT, denaturazione iniziale di 15 minuti a 95°C, seguiti da 45 cicli di amplifi-

cazione. Ciascun ciclo era costituito da uno step iniziale di denaturazione 10 secondi
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a 95°C, uno step di annealing a 60°C per 15 secondi e uno step di elongazione a
72°C per 30 secondi. La fluorescenza del SYBR green ¢ stata determinate alla fine di
ciascuno step di elongazione. Infine, I'analisi della curva di melting ha confermato la
corretta amplificazione di tutti 1 trascritti, confermati ulteriormente da corsa elettro-
foretica su gel di agarosio al 2%. I dati sono stati acquisiti ed analizzati dal software
LightCycler (versione 3.5, Roche, Mannheim, Germany). La quantificazione relativa
dell’espressione riportata nei grafici ¢ stata calcolata rispetto alla subunita ribosomiale
188, normalizzato rispetto al controllo non trattato, espressa come Log2 differenze di
espressione.

Primers utilizzati in Real Time RT-PCR (Mathews e a/., 2011; Picot, 2005,
capitolo 3):

Fosfatasi alcalina ~ forward 5>-CCTACACGGTCCTCCTATAC-3
reverse 5-TGACTGCTGCCGATACTC-3

Osteocalcina forward 5>~ AGCGAGGTAGTGAAGAGAC-3’
reverse 5-GAAAGCCGATGTGGTCAG-3’

RUNX-2 forward 5>-GGCAGTTCCCAAGCATTTC-3’
reverse 5’-GCAGGTAGGTGTGGTGTG-3’

PTHR1 forward 5>-GCCAACTACAGCGAGTGTG-3’
reverse 5’-GCCAGGGACACGGAGTAG-3

18S forward 5’-CGGCTACCACATCCAAGGAAG-3

reverse 5-AGCTGGAATTACCGCGGCT-3’

3.3. STUDIO DI CLONI CHIMERICI INTEGRASI /FOKI NEL CORSO DI INFEZIONE DI HIV-1

E SUL GENOMA PROVIRALE INTEGRATO IN CELLULE LINFOBLASTOIDI UMANE

Costruzione dei cloni chimerici
L’integrasi di HIV-1 clade B ¢ stata amplificata da preparato clinico HIV-1
positivo con kit GoTaq” (Promega, Madison, W1) e primers Int03/Int04, con proto-

collo di amplificazione standard, clonata nel vettore pCRS8, con kit
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pCR¥8/GW/TOPO® TA Cloning Kit (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) e
trasformata in cellule competenti XL.-10 (Agilent Technologies/Stratagene, Santa
Clara, CA). Successivamente clonata nel vettore d’espressione pcDNA3.1D, con kit
pcDNA™3.1 Directional TOPO® Expression Kit (Life Technologies), con ’aggiunta
della tripletta ATG, al 5’ della sequenza codificante per integrasi, e senza stop codon,
mantenendola in frame con la porzione di plasmide codificante per I'epitopo V5 e
His-tag. Il gene codificante per I'endonucleasi Fokl (FokI-R) ¢ stato isolato
dall’estratto di DNA genomico di Flavobacterinm okeanokoites (IDMSZ, Deutsche Sam-
mlung von Mikroorganismen und Zellkulturen), amplificato con kit GoTaq” (Pro-
mega, Madison, WI) e primers Int03/Int04 con protocollo di amplificazione stan-
dard, e clonato nel vettore pGEM-T easy (Promega). Successivamente la porzione
codificante per il dominio catalitico di Fokl ¢ stata clonata nel vettore d’espressione
pcDNA3.1D, con kit pcDNA™3.1 Directional TOPO® Expression Kit (Life Te-
chnologies), con I'aggiunta della tripletta ATG, al 5 della sequenza codificante per
FokI-CTD, e senza stop codon, mantenendola in frame con la porzione di plasmide
codificante per I'epitopo V5 e His-tag.

I cloni chimerici sono stati ottenuti amplificando le sequenze di integrasi (full
length o delezioni) e FokICTD, aggiungendo all'interfaccia tra le due sequenze la se-
quenza codificante per il sito riconosciuto dall’endonucleasi BamHI, seguendo il pro-
tocollo standard della kit GoTaq” (Promega). Gli amplificati sono stati purificati con
kit Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche) e digeriti con 'endonucleasi BamHI
(Roche) e successivamente ligati con T4 ligasi (Promega) seguendo le istruzioni del
fornitore. 1 costrutti chimerici sono stati nuovamente amplificati con primers
Int130/Fok130 e clonati nel vettore pcDNA3.1D. La mutagenesi sito-specifica ¢ sta-
ta realizzata tramite QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent technolo-
gies).

Tutti i cloni sono stati verificati tramite sequenziamento e confrontati con le
sequenze di riferimento nel database GeneBank: #K03455, dal nucleotide 4230 al
nucleotide 5093, per HIV-1 integrasi; #M28828, dal nucleotide 3398 al nucleotide
4027, per FokI-CTD.
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Primers per le clonazioni:

Integrasi forward 5-TTTTTAGATGGAATAGATAAGGCC-3

(in pGEM-T easy)

(Int03/Int04) reverse 5-ATCCTCATCCTGTCTACTTGCCAC-3’

Integrasi forward 5-CACCATGTTTTTAGATGGAATAGATAAGGC-3
(in pcDNA3.1D)

(Int130/Int120) reverse 5-CTCATGTTCTTCTTGGGCCTTATCTA-3’

FokI-R forward 5>~ ACGACAAGGGGCGAAAGCCAA-3’

(in pGEM-T easy)

(Fok8/Fok9) reverse 5-AGCGGCTGATAATGCTGCTTTTCC-3

FokI-CTD forward -CACCATGATTCTTCAATTTGTAATACCTAATCGT-3

(in pcDNA3.1D)
(FokCTDF/Fok130) reverse 5-AAAGTTTATCTCGCCGTTATTAAATTTCCGTC-3

Integrasi-As) 5

forward 5- CACCATGTTTTTAGATGGAATAGATAAGGC-3

(Int130/Int10) reverse 5-AAAGGATCCGGCTTCTCCTTTTAGCTGACATTTA-3

Integrasi-A, 5 5

forward 5- CACCATGTTTTTAGATGGAATAGATAAGGC-3’

(Int130/Int11) reverse 5-AAAGGATCCTTCTTTAGTTTGTATGTCTGTTGCT-3

Primers per le mutagenesi sito-specifiche dei residui K258A, R262A, R263A, K264A

e K260A:

INT258F
INT258R

5-TTTTGCTGCTGGCACTACTGCTATGTCACTATTATCTTG-3
5-CAAGATAATAGTGACATAGCAGTAGTGCCAGCAGCAAAA-3

INT262F
INT262R

5-GATCTTTGCTTTTCTTGCTGGCACTACTTTTATG-3
5-CATAAAAGTAGTGCCAGCAAGAAAAGCAAAGATC-3

INT263F
INT263R

5-CTAATGATCTTTGCTTTTGCTGCTGGCACTACTTTTATG-3
5-CATAAAAGTAGTGCCAGCAGCAAAAGCAAAGATCATTAG-3

INT264F
INT264R

5-TCCATAATCCCTAATGATCGCTGCTGCTGCTGCTGGCAC-3’
5-GTGCCAGCAGCAGCAGCAGCGATCATTAGGGATTATGGA-3

INT266F
INT266R

5-CATAATCCCTAATGATCGCTGCTTTTGCTGCTGGCAC-3
5-GTGCCAGCAGCAAAAGCAGCGATCATTAGGGATTATG-3

FokDelF
FokDelR

5-CACACCACGATTAGGTATTACAAATTGAAGAATGGATC-3
5-GATCCATTCTTCAATTTGTAATACCTAATCGTGGTGTG-3
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Primers per qPCR e qRT-PCR:

forward 5 TACAGGAGCAGATGATACAG-3’

reverse 5-CCTGGCTTTAATTTTACTGG-3
HLA forward 5-GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCA-3’
(GH26/GH27) reverse 5-CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAG-3

HIV-1 Pol

Colture cellulari e trattamento coi farmaci

Le due linee cellulari linfoblastoidi CD4" utilizzate in questo studio sono le
cellule Jurkat (Schneider e al, 1977) (ATCC, Manassas, VA, USA) e le cellule
S8E5SLAV (Folks ef al., 1986) (ATCC). Entrambe vengono mantenute in coltura con
RPMI 1640 (Lonza, Basel, Switzerland) piu 10% FBS (Gibco) e 2 mM L-glutammina
(Lonza) ad una densita di 5-10°cells/ml.

Le cellule che dopo la transfezione dovranno essere selezionate vengono
mantenute nelle stesse condizioni di coltura, ma con I'aggiunta dell’antibiotico di se-
lezione G418 (Life Technologies), mantenuto sempre ad una concentrazione finale di

0,5mg/ml.

Stocks virali, infezione e dosaggio della proteina virale p24

Per questo studio ¢ stato scelto il ceppo HIV-1,;,, ceppo di laboratorio con
tropismo X4, in grado di infettare le cellule Jurkat (Tan e a/, 2013). Gli stock di que-
sto virus sono stati ottenuti infettando le cellule C8166 e mantenendole per 14 giorni
in coltura, al termine dei quali il surnatante contenente il virus ¢ stato filtrato, aliquo-
tato e stockato a -80°C (Gartner and Popovic, 1990). Gli stock virali sono stati titola-
ti utilizzando il sistema HIV-1 gag p24 antigen ELISA kit (Biomerieux, Marcy
L’Etoile, France) a 1000ng/ml di proteina p24.

Le infezioni sono state eseguite incubando per 2 ore a 37°C in una soluzione
di RPMI+10% FBS contenente il virus HIV-1;;, ad una concentrazione di 5ng/ml di
p24 (Bon et al., 2013b). Terminate le due ore di incubazione, le cellule sono state la-
vate per 4 volte con PBS e centrifughe da 4 minuti a 4000rpm, quindi seminate in
piastre da 6 o 24 pozzetti ad una densita di 5:-10°ells/ml o in RPMI + 10% FBS +

0,5mg/ml G418. Le raccolte sono state eseguite ai tempi riportati nei diversi espeti-
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menti. Cellule e surnatanti raccolti sono stati conservati a -80°C fino al momento del
test. Le cellule sono state passate ogni 3 giorni e seminate sempre a 5 10°cells/ml.
Generazione di cloni cellulari transfettati stabilmente

Il giorno precedente la transfezione, le cellule sono state passate e seminate
alla densita raccomandata e seminate in terreno fresco. Prima della transfezione con
sistema Nucleofector” Amaxa (Lonza), 5:10° cellule per ciascuna transfezione sono
state centrifugate per 4" a 4000rpm e risospese in 100ul di buffer di transfezione, cui
sono stati aggiunti Sug di plasmide contenente la sequenza chimerica. Le cellule cosi
risospese sono state trasferite nella cuvetta per I'elettroporazione ed elettroporate con
il programma X-001. Subito dopo il termine del programma le cellule sono state tra-
sferite in terreno pre-riscaldato a 37°C (RPMI + 10% FBS). Lo step di selezione di
cloni cellulari transfettati stabilmente ¢ cominciato 7 giorni post-transfezione.

L’efficienza di transfezione con plasmide di controllo pmaxGFP (Amaxa,
Lonza) ¢ stata valutata a 24 ore dalla transfezione con metodica di citometria a flusso

(FACSCalibur).

Analisi quantitativa del DNA provirale tramite Real Time PCR (qPCR)

La quantificazione del DNA virale ¢ stata eseguita mediante Real Time PCR.
Le cellule sono state raccolte a diversi tempi, lavate in PBS, centrifugate 4’ a 4000rpm
e quindi scartato il surnatante i pellet di cellule sono stati conservati a -80°C fino al
momento dell’estrazione del’DNA. L’estrazione del’DNA cellulare ¢ stata eseguita
utilizzando lo DNeasy” mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) seguendo il protocol-
lo suggerito dal fornitore.

11 livello di DNA provirale ¢ stato determinato tramite Real Time PCR quan-
titativa con metodica SYBR Green (Gibellini ez a/., 2004a, 2004b). I primers utilizzati
sono specifici per la sequenza del gene virale Pol (Albert and Fenyo, 1990). Tutte le
qPCR sono state allestite con QuantiTect SYBR Green PCR Kit (QIAGEN), utiliz-
zando il seguente profilo termico: denaturazione iniziale di 15 minuti a 95°C, seguiti
da 45 cicli di amplificazione. Ciascun ciclo era costituito da uno step iniziale di dena-
turazione 10 secondi a 95°C, uno step di annealing a 60°C per 15 secondi, uno step
di elongazione a 72°C per 30 secondi e un breve step di 2 secondi a 78°C al termine

del quale ¢ stata determinata la fluorescenza del SYBR green. Infine, 'analisi della
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curva di melting ha confermato la corretta amplificazione di tutti 1 trascritti. I dati so-
no stati acquisiti ed analizzati dal software LightCycler (versione 3.5, Roche, Man-
nheim, Germany). La quantificazione relativa dell’espressione riportata nei grafici ¢
stata calcolata rispetto al gene housekeeping HILA, normalizzato rispetto al controllo

non trattato, espressa come Log,, differenze di espressione (Shirsat e al., 2010).

Analisi quantitativa del RNA provirale tramite Real Time RT-PCR (gRT-PCR)

L’analisi espressione del’RNA virale ¢ stata eseguita mediante Real Time RT-
PCR (Gibellini e al., 2012a). Le cellule sono state raccolte a diversi tempi, lavate in
PBS, centrifugate 4’ a 4000rpm e quindi scartato il surnatante i pellet di cellule sono
stati conservati a -80°C fino al momento dell’estrazione. I’ RNA cellulare ¢ stato e-
stratto utilizzando lo RNeasy” mini kit (QIAGEN) seguendo il protocollo suggerito
dal fornitore. I primers utilizzati sono specifici per la sequenza del gene virale Pol
(Albert and Fenyo, 1990). Tutte le Real Time RT-PCR sono state allestite con Quan-
tiTect SYBR Green RT-PCR Kit (QIAGEN), utilizzando il seguente profilo termico:
step iniziale di 20 minuti di RT, denaturazione iniziale di 15 minuti a 95°C, seguiti da
45 cicli di amplificazione. Ciascun ciclo era costituito da uno step iniziale di denatu-
razione 10 secondi a 95°C, uno step di annealing a 60°C per 15 secondi, uno step di
elongazione a 72°C per 30 secondi e un breve step di 2 secondi a 78°C al termine del
quale ¢ stata determinata la fluorescenza del SYBR green. Infine, I’analisi della curva
di melting ha confermato la corretta amplificazione di tutti i trascritti. I dati sono stati
acquisiti ed analizzati dal software LightCycler (versione 3.5, Roche, Mannheim,
Germany). La quantificazione relativa dell’espressione riportata nei grafici ¢ stata cal-
colata rispetto alla subunita ribosomiale 18S, normalizzato rispetto al controllo non

trattato, espressa come Log, differenze di espressione (Van Peer ¢t al., 2012).

Apnalisi statistica
I dati sono espressi come media = deviazione standard (SD) di tre esperimen-
ti separati, eseguiti in duplicato. I’analisi statistica ¢ stata eseguita utilizzando il test T

di Student a due code.
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4. RISULTATI

4.1. LATERAPIA HAART ALTERA IL TURNOVER OSSEO IN PAZIENTI NAIVE

GIA A 6 MESI DALL’INIZIO DELLA TERAPIA

Questo lavoro ¢ stato svolto in collaborazione con il dipartimento di malattie
infettive dell’Universita di Brescia ed ¢ stato pubblicato nell’anno 2012 (Foca ez al.,
2012). Questo studio prospettico punta a analizzare diversi markers del metabolismo
osseo mediante ELISA sul siero dei pazienti arruolati, valutando il ruolo della terapia

antiretrovirale sulle alterazioni di questi markers.

4.1.1. Caratteristiche dei pazienti all’arruolamento

Dei 91 pazienti naive che sono stati arruolati in questo trial, 75 sono rimasti
fino al completamento del follow-up con regime HAART randomizzato. 33/75 han-
no ricevuto TVD+EFV, mentre 42/75 TVD+ATV/t. Tutd i pazienti hanno rag-
giunto una viremia inferiore alle 50 copie/ml entro la 24" settimana dall’inizio della
terapia ¢ hanno mantenuto questt livelli fino al completamento del follow-up. Le ca-
ratteristiche della popolazione in studio sono riportati nella Tabella 1. L.a maggioran-
za dei pazienti sono uomini (81,3%) e hanno contratto il virus per trasmissione ses-
suale, il 77.3% ha livelli di Cellule T CD4">200 cells/mm”, il 25,3% dei pazienti mo-
strava ipofosforemia (<2,7mg/dL) e una consistente porzione (22,6%) dei pazienti
soffriva di una severa deficienza di vitamina 1,25-(OH), D (<11lpg/ml)
all’arruolamento. La media di PTH all’arruolamento era 31,0 (SD 17,7) pg/ml e con-
siderando un cut-off di 65pg/ml, 4/75 pazienti mostravano iperparatiroidismo. I
principali markers di ##rmover osseo all’arruolamento sono stati dosati e 1 loro valori

riportati in Tabella 1. Da notare che RANKL era non rilevabile nell’'86% dei pazienti

(<63pg/ml).
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Variabile n (%)
Eta, anni [media (SD)] 41.6 (11.9)
Uomini 61 (81.3)
Fattore di rischio IVDU 6 (8)
BMI (<25 Kg/m?) 39 (52.7)
Viremia > 100.000 copie/ml 26 (34.7)
Conta cellule T CD4 < 200 cells/mm? 17 (22.7)
CD4/CDS8 ratio < 0.4 42 (56)
Fumatori 35 (46.7)
Positivi Ab HCV 11 (14.7)
CDC 93 clinical class A 46 (65.7)
HAART:

« TVD+EFV 33 (44)

« TVD+ATV/x 42 (56)
Ipofosforemia < 2.7 mg/dL 19 (25.3)
1,25-(OH), Vitamina D < 11 pg/mL 19 (25.3)
Iperparatiroidismo (> 65 pg/mlL) 4 (5.3)
eGFR creatinina * < 90 mL./min 26 (34.6)
eGFR cystatin C * < 90 mI./min 15 (20.5)
OC, ng/mlL [media (SD)] 19.86 (10)
CTx, ng/ml [media (SD)] 0.43 (0.26)
OPG, ng/mL [media (SD)] 0.83 (0.41)

Tabella 1: Caratteristiche della popolazione arruolata nello studio. n numero, SD deviazione standard,
IVDU intra-venous drug users, BMI body mass index, HAART highly active antiretroviral therapy,
TVD truvada, ATV/r atazanavir/ritonavir, eGFR estimated glomerular filtration rate, OC osteocalci-

na, CTx C-terminal cross-laps, OPG osteoprotegerina.

4.1.2. Andamento dei markers di turnover osseo

Durante il follow-up ¢ stato possibile riscontrare un incremento dei markers
ossei (Figura 1). La differenza tra le medie all’arruolamento e a 48 settimane
dall’inizio del trattamento risultano essere: 18,78 (SD 15,5) ng/ml per osteocalcina,
0,33 (SD 0,31) ng/ml per crosslaps, 0,09 (SD 0,36) ng/ml per OPG e 15,05 (SD
35,76) pg/ml per PTH. Alla settimana 48, il 42,7% dei pazienti per osteocalcina e il
32% per crosslaps eccedevano i rispettivi aut-offs di normalita. Quindi rispetto
all’arruolamento ¢ stato osservato un significativo incremento della proporzione di
pazienti sopra il cut-off (p<0,01). RANKL ¢ rimasto non rilevabile nell’87% dei pa-
zienti. L’analisi della correlazione lineare tra i parametri ossei ha messo in evidenza

una debole correlazione solamente tra osteocalcina e crosslaps (r=0,26; p=0,020).
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Figura 1: Violin plot del dosaggio plasmatico di crosslaps nei pazienti partecipanti allo studio. Nel gra-

fico ¢ indicata per ogni popolazione la mediana, con range interquartile. M Basc line; B 24 settimanc;

48 settimane. Test statistici eseguiti con metodo Mann-Whitney. A) Crosslaps, CTx B) Osteocalcina

C) Osteoprotegerina, OPG D) Ormone paratiroideo umano, hPTH.

50



Apoptosis (%)
S o

~
L

4.2. EFFETTI DELLA TERAPIA ANTIRETROVIRALE CONVENZIONALE SULLA

LINEA OSTEOBLASTICA HOBIT

Questo studio mira ad approfondire il ruolo dei farmaci antiretrovirali nelle
alterazioni metaboliche a carico dell’osso. In particolare, questo studio si focalizza
sugli osteoblasti, ovvero il citotipo responsabile della sintesi di nuova matrice ossea.
Gli esperimenti condotti sulla linea osteoblastica umana, cellule HOBIT, puntano ad
evidenziare gli effetti di diversi farmaci, singolarmente ed in combinazione, sulla vita-
lita cellulare e sull’espressione di diversi markers del metabolismo osseo. Parte di
questi dati sono stati pubblicati (Gibellini ef 4/, 2010a), mentre altri sono in corso di

pubblicazione.

4.2.1. Quantificazione dell’apoptosi a 24 e 48 ore post trattamento con Pl

Nel primo gruppo di esperimenti, ¢ stata quantificata 'apoptosi in cellule
HOBIT trattate con diversi farmaci appartenenti alla classe degli inibitorj della prote-
asi virale. Le colture cellulari sono state raccolte a 24 e 48 ore post-trattamento, fissa-
te, marcate con propidio ioduro ed analizzate in citometria a flusso. Atazanavir, indi-
navir, fosamprenavir, darunavir e saquinavir non hanno mostrato livelli significativi
di apoptosi a nessuna delle concentrazioni testate (Figura 2), mentre il tipranavir alla
concentrazione C3 mostra un incremento nei livelli di apoptosi sia a 24 sia a 48 ore

(7%=%1,5 vs 2,9%%1,2 a 24 ore ¢ 10,9%14 vs 4,1%+2,3 a 48 ore).

o

I

N)

Cc1

mc

8 11
it

Untreated Indinavir Saquinavir ~ Fosamprenavir  Atazanavir Tipranavir Darunavir Untreated Indinavir i

Tipranavir

Figura 2: Grafico a barre dei livelli di apoptosi nelle colture di cellule HOBIT in presenza delle tre di-
verse concentrazioni di farmaco. I dati riportati nel grafico rappresentano la percentuale di cellule a-
poptotiche, espresso come media (%) = SD di tre esperimenti eseguiti in duplicato. A) apoptosi a 24

ore post-trattamento, B) apoptosi a 48 ore post-trattamento. * p<0,05 test di Mann-Whitney.
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Figura 3: Grafico a barre dei livelli di apoptosi nelle colture di cellule HOBIT in presenza delle tre di-

verse concentrazioni di farmaco a tre tempi differenti: 1, 3 e 7 giorni. I dati riportati nel grafico rap-

presentano la percentuale di cellule apoptotiche, espresso come media (%) £ SD di tre esperimenti e-

seguiti in duplicato. Ogni pannello rappresenta un farmaco diverso. * p<<0,05 test di Mann-Whitney.
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4.2.2. Quantificazione dell’apoptosi a 1, 3 e 7 giorni post-trattamento

con farmaci in singolo ed in combinazione

In un nuovo set di esperimenti, ¢ stata quantificata 'apoptosi in cellule HO-
BIT trattate con diversi farmaci antiretrovirali appartenenti a diverse classi. Diversa-
mente dall’esperimento precedente, le colture cellulari sono state ugualmente trattate
con tre diverse concentrazioni di farmaci, ma raccolte a 1, 3 e 7 giorni post-
trattamento, fissate, marcate con propidio ioduro ed analizzate in citometria a flusso.
Saquinavir, nevirapina, emtricitabina, tenofovir, maraviroc e raltegravir non hanno
mostrato alterazioni significative nei livelli di apoptosi a nessuna delle concentrazioni
testate (Figura 3), mantenendosi in linea con il controllo non trattato anche a 7 gior-
ni post trattamento. Darunavir, atazanavir, nelfinavir ed efavirenz, invece, hanno evi-
denziato livelli di apoptosi significativamente diversi rispetto al controllo non trattato
nel caso della concentrazione C3, in taluni casi (nelfinavir ed efavirenz) gia a 24 ore
dal trattamento. In particolare, alla concentrazione C3, a 7 giorni dal primo contatto
col farmaco, i livelli di apoptosi erano: darunavir 20,1%7%3,0, atazanavir 25,2%13,8,

nelfinavir 71%110,7 e efavirenz 46%=16,9 vs 6,7%=x1,1 del controllo non trattato.

Successivamente, i farmaci inibitori della proteasi virale (classe PI) sono stati
testati sulle cellule HOBIT in combinazione con il farmaco “booster” ritonavir, come
previsto dalla pratica clinica. Come mostrato in Figura 3, il ritonavir induce significa-
tivamente apoptosi nelle cellule HOBIT a C3 al giorno 7 post-trattamento
(18,6%*2,8 vs 7,2%7%1,1 del controllo). Pertanto, abbiamo voluto verificare I'etfetto
della combinazione tra PI e booster di ritonavir sulle colture cellulari. Anche in que-
sto caso le cellule sono state trattate con diverse concentrazioni di farmaci, accop-
piando Cl,/Clypy, C2p/C2py € C3/C3pypy, raccolte a 1, 3 e 7 giorni post-
trattamento, fissate e marcate con propidio ioduro ed analizzate in citometria a flus-
so. Diversamente da quanto osservato in precedenza (Figura 3), questi esperimenti
hanno messo in luce significativi livelli di apoptosi indotti dal saquinavir in presenza
di ritonavir alla C3 (Figura 4), mentre gli altri PI hanno evidenziato un significativo

incremento nei livelli di apoptosi alla C3 in presenza di ritonavir se paragonati ai sin-
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goli farmaci (Figura 3), nel caso del nelfinavir in presenza di ritonavir (Figura 4D)

gia 24 ore post-trattamento.

Infine, i farmaci sono stati testati sulle cellule HOBIT nella formulazione in
uso nella pratica clinica, ovvero con un backbone nucleotidico costituito da tenofovir
ed emtricitabina, in associazione ad un terzo farmaco, costituito un farmaco della
classe PI boosterato con ritonavir (SQV, DRV, NFV e ATV), oppure della classe de-
gli inibitori dell’entrata del virus nella cellula bersaglio (MVC), o inibitori dell'integrasi
virale (RAL), o un farmaco della classe NNRTI (EFV, NEV). Il test con i farmaci in
combinazione, tutti testati a C2, non ha messo in evidenza differenze significative nel
valori di apoptosi rispetto al controllo (Figura 5). Solamente la combinazione
FTC+TEN+NFV/r ha mostrato un minimo incremento nell’apoptosi, ma non stati-
sticamente significativo, a 7 giorni post-trattamento (Figura 5A).
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Figura 4: Grafico a barre dei livelli di apoptosi nelle colture di cellule HOBIT in presenza delle tre di-
verse concentrazioni di farmaci della classe PI, in combinazione con ritonavir, a tre tempi differenti: 1,
3 e 7 giorni. I dati riportati nel grafico rappresentano la percentuale di cellule apoptotiche, espresso

come media (%) * SD di tre esperimenti eseguiti in duplicato. Ogni pannello rappresenta un farmaco

diverso. * p<0,05 test di Mann-Whitney.
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Figura 5: Grafico a barre dei livelli di apoptosi nelle colture di cellule HOBIT in presenza di
farmaci del backbone (FTC+TEN), associato a diversi farmaci: A) classe PI, B) diverse classi. Tutti i
farmaci sono stati testati alla C2, e 'apoptosi ¢ stata valutata a tre tempi differenti: 1, 3 e 7 giorni. I dati
riportati nel grafico rappresentano la percentuale di cellule apoptotiche, espresso come media (%) *

SD di tre esperimenti eseguiti in duplicato.

4.2.3. Dosaggio di OPG, RANKL e rapporto OPG/RANKL a 24 e 48 ore

post trattamento con PI

Nella prima serie di esperimenti sono stati dosati i livelli nel surnatante di col-
tura di RANKL e OPG, a 24 e 48 ore post-trattamento. I livelli di OPG non sono
mai risultati significativamente alterati in presenza di indinavir, atazanavir, darunavir
o saquinavir a tutte le concentrazioni testate e tempi testati (Figura 6). Tuttavia il fo-
samprenavir induce un incremento nei livelli di OPG a C2 e C3 gia a 24 ore dal trat-
tamento (Figura 6A-B): a 24 ore dal trattamento con C2 i livelli registrati erano
3530pg/mlt847 vs 1858pg/ml+241 del controllo (p<0,05), mentre a 48 ore dal trat-
tamento 2731pg/ml+519 vs 1760pg/mlt334 del controllo (p<0,05). Tra i composti
testati il tipranavir ¢ stato 'unico a indurre un decremento di OPG, a 24 e 48 ore

post-trattamento, sia a C2 sia a C3 (p<0,05, Figura 6A-B). La quantificazione di
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RANKL nei sovranatanti di coltura (Figura 6C-D) ha messo in evidenza come, ana-
logamente ad OPG, fosamprenavir e tipranavir inducano alterazioni in RANKL, cosi
come darunavir, mentre saquinavir, atazanavir e indinavir non evidenziano significa-
tive alterazioni in nessuna delle condizioni sperimentali testate. In particolare, fosam-
prenavir riduce 1 livelli di RANKL solamente in presenza di C2 a 24 ore
(162pg/mlt24 vs 267pg/mlt59 del controllo, p<0,05) ¢ a 48 ore dal trattamento
(164pg/mlt21 vs 274pg/mlt44 del controllo, p<0,05), mentre a C3 il decremento di
RANKL dovuto al fosamprenavir era rilevabile, ma non statisticamente significativo.
Tipranavir riduce RANKL sia alla concentrazione C2 sia a C3, a 24 ore (C2:
141pg/mlt11 vs 267159 del controllo, p<0,05; C3: 88pg/ml+10 vs 267pg/ml+59
del controllo, p<0,05) e a 48 ore (C2: 151pg/ml+15 vs 274pg/mlt44 del controllo,
p<0,05; C3: 85pg/mlt11 vs 274pg/mlt44 del controllo, p<0,05). Diversamente da
fosamprenavir e tipranavir, darunavir induce un incremento net livelli di RANKL nel
surnatante di coltura, anche se solo in modo transitorio, ovvero solamente alla con-
centrazione C3 a 24 ore post-trattamento (412pg/mlt83 vs 267pg/ml+59 del con-
trollo, p<0,05).

Il rapporto OPG/RANKL puo essere considerato un buon parametro per
monitorare ’omeostasi ossea. Bassi livelli plasmatici del rapporto OPG/RANKL so-
no stati messi in relazione con una bassa massa ossea in alcuni pazienti HIV-positivi
naive (Gibellini e¢f al, 2007). I rapporto OPG/RANKIL, calcolato dalle medie di
OPG e RANKIL, ha messo in evidenza una netta alterazione rispetto al controllo so-
lamente in presenza di fosamprenavir (Figura 7). L’inibitore della proteasi fosam-
prenavir ha mostrato un rapporto pari 21,8 a C2, nettamente maggiore del 6,9 del
controllo a 24 ore post-trattamento, alterazione che persiste anche a 48 ore con un
rapporto di 17,7 contro il 6,4 del controllo. Questo ¢ dovuto al concomitante incre-
mento di OPG e decremento di RANKL in presenza di fosamprenavir. Inoltre, ti-
pranavir ha evidenziato un debole incremento nel rapporto (Figura 7), sebbene sia
OPG sia RANKL siano scesi rispetto al controllo (Figura 6), mentre atazanavir e da-
runavir inducono una debole riduzione del rapporto, in precise condizioni sperimen-
tali (atazanavir C3 a 24 ore 4,3 vs 6,9 del controllo e darunavir C3 a 24 ore 4,9 vs

6,9).
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4.2.4. Quantificazione dell’mRNA di diversi markers osseia 1,3 e 7

giorni post-trattamento con combinazioni di farmaci

Le combinazioni di farmaci che ritroviamo impiegate nella pratica clinica
(Antinori ef al., 2012) sono state testate su colture di cellule HOBIT alla concentra-
zione C2, ovvero la concentrazione plasmatica media rilevata nei pazienti in tratta-
mento (Datapharm Communications Ltd. The Medicines Compendium, 2008). Le
colture cellulari sono state raccolte a 1, 3 e 7 giorni post-trattamento ed ¢ stata analiz-
zata 'espressione di diversi markers del metabolismo osseo: fosfatasi alcalina (AP),
attiva nella formazione di nuovo osso (Kim ¢ al., 2013), osteocalcina (OC), anch’essa
coinvolta nella formazione di nuova matrice ossea (Neve ¢ al., 2013), RUNX-2, fon-
damentale nel differenziamento e maturazione degli osteoblasti (Khalid ez a/, 2008),
parathyroid hormone 1 receptor (PTHR1), coinvolto nel’omeostasi dello ione calcio e
nell’attivazione degli osteoclasti mediante induzione di RANKL (Datta ez 4/, 2010).

Ianalisi della Figura 8 evidenzia come le combinazione terapeutiche, basate
sui farmaci inibitori della proteasi, inducano una generale regolazione negativa di di-
versi markers gia a tre giorni post-trattamento, mentre invece le combinazioni tera-
peutiche basate sua altre classi di farmaci sembrano non indurre alterazioni significa-
tive, o addirittura, nel caso della combinazione di tenofovir+emtricitabina e raltegra-
vir (FTC+TEN+RAL), i farmaci sembrano avere un’azione protettiva sui markers
ossel. Sebbene si tratti di regolazioni negative di moderata entita, ¢ necessario tenere
presente che I'analisi ¢ stata effettuata con la sola C2, e che le alterazioni sono eviden-

ti gia nei primi giorni dal trattamento.

Ianalisi del profilo di espressione dei markers ossei nelle combinazioni tera-

peutiche che prevedono l'utilizzo di altri farmaci della classe PI ¢ tutt’ora in corso.
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di quattro diversi markers di attivita e differenziamento osteoblastico me-

diante qRT-PCR, espresso come differenze in Logy rispetto al controllo di cellule HOBIT non trattate.

A) Fosfatasi alcalina, B) Osteocalcina, C) RUNX-2, D) PTHR1. * p<0,05 test di Mann-Whitney.
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4.3. COSTRUZIONE DI PROTEINE CHIMERICHE INTEGRASI/FOKI IN GRADO

DI REVERTIRE L' INTEGRAZIONE VIRALE

4.3.1. Clonazione e mutagenesi delle proteine chimeriche integra-

si/Fokl in vettori di espressione

Il gene codificante per la proteina integrasi ¢ stato isolato da un preparato cli-
nico HIV-1 positivo, appartenente al clade B. In un primo momento clonato nel vet-
tore pCRS8, ¢ stato successivamente clonato nel vettore d’espressione eucariotica
pcDNA3.1D, aggiungendo all’estremita 5 della sequenza clonata la tripletta ATG,
mancante nel genoma di HIV, in quanto integrasi fa parte di una poliproteina Gag-
Pol. 11 gene codificante per I'intera endonucleasi Fokl ¢ stato isolato da un estratto di
DNA genomico del batterio F. okeanokoites, quindi clonato nel vettore pGEM-T easy.
Successivamente, la sequenza nucleotidica codificante il dominio C-terminale
dell’enzima di restrizione, contenente il sito catalitico dell’enzima, ¢ stata clonata nel
vettore d’espressione eucariotica pcDNA3.1D, aggiungendo all’estremita 5° della se-
quenza clonata la tripletta ATG. Al 5” della sequenza codificante per il dominio cata-
litico di Fokl si trova una sequenza /nker (aa 373-387, GenBank: AAA24934.1), che
in natura lega i domini NTD e CTD di Fokl (Wah ez a/., 1997, 1998).

Per ottenere la fusione dei due geni, integrasi all’estremita 5” ¢ FokI-CTD al
3, le due sequenze geniche sono state nuovamente amplificate, aggiungendo in coda
ad integrasi ed in testa a FokI-CTD la sequenza nucleotidica riconosciuta dall’enzima
di restrizione BamHI. I due amplificati sono stati digeriti con BamHI e, mediante la
ligasi T4, le due estremita sticky omologhe sono state ligate. Il costrutto cosi ottenuto
¢ stato clonato nel vettore pGEM-T easy.

Tuttavia, dopo trasformazione e selezione su piastra Petri, le pochissime co-
lonie batteriche ottenute mostravano una sequenza nucleotidica del gene clonato con
almeno una delezione puntiforme, con conseguente alterazione nella traduzione e
sintesi proteica. Questo ad indicare che la proteina chimerica sintetizzata era altamen-
te tossica per i batteri, seppure il medesimo ceppo batterico tollerasse la trasforma-

zione sia con l'integrasi, sia con FokI-CTD. La conferma di questa ipotesi ¢ arrivata
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tentando di revertire la delezione mediante mutagenesi sito-specifica. Dopo 1 cicli di
mutagenesi, infatti, non ¢ stato possibile osservare alcuna colonia su piastra Petri.

Per annullare Peffetto letale della chimera nelle cellule batteriche sono state
introdotte due mutazioni sito-specifiche sul dominio C-terminale dell'integrasi
(R262A e R263A), con lo scopo di ridurre Paffinita aspecifica per il DNA di questa
proteina (Semenova e# al., 2008). Revertendo la delezione dopo aver mutagenizzato i
due residui di arginine ¢ stato possibile ottenere un clone dalla sequenza integra
(pChim2M). Da questa base abbiamo ottenuto un clone chimerico con cinque muta-
zioni sito-specifiche sul C-terminale dell’integrasi (K258A, R262A, R263A, K264A e
K266A, pChim5M) allo scopo di indebolire sempre piu il riconoscimento aspecifico
del DNA da parte dell’integrasi di HIV-1 (Ceccherini-Silberstein ez a/, 2009). Infine
abbiamo generato 2 cloni chimerici con delezioni su integrasi, delezione dell’intero
dominio C-terminale (pChim11.3) e delezione di due domini, CCD e CTD
(pChim10.1) (Delelis ez al., 2008; Eijkelenboom ez al., 1999; Yi et al., 2000), ottenendo,

inoltre, i cloni di controllo in vettore di espressione pcDNA3.1D anche delle singole

integrasi con delezioni.

Figura 9: Simulazione con software DeepView/Swiss-PdbViewer (versione 4.0.1, Swiss Institute of
Bioinformatics, CH) del costrutto chimerico integrasi-Fokl. A) Monomero su filamento di DNA del
genoma virale integrato, B) Dimero del costrutto chimerico su due diverse molecole di DNA. Schema
di colori: bianco, dominio N-terminale (NTD) di integrasi; giallo, dominio centrale (CCD) di integrasi;
blu, porzione del dominio C-terminale (CTD) di integrasi; rosso, linker wild-type di Fokl con struttura
ad a-elica; verde, dominio catalitico di Fokl; rosa, a-eliche parallele a4 e a5 del dominio endonucleasi-
co di FokI che mediano la dimerizzazione dell’enzima di restrizione, evidenziati i residui coinvolti nella

possibile formazione di un ponte salino. PBD files: 1EX4, 1WJA, 1FOK, TTQR.
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4.3.2. Transfezione stabile ed espressione dei cloni chimerici in cellule

T linfoblastoidi Jurkat

Le cellule della linea cellulare Jurkat sono state transfettate separatamente con
1 seguenti cloni: plasmide di espressione vuoto di controllo (pcDNA3.1Dempty), in-
tegrasi di HIV-1 (pIntWT), clone chimerico con due mutazioni puntiformi sul CTD
di integrasi (pChim2M), clone chimerico con cinque mutazioni puntiformi sul CTD
di integrasi (pChim5M), clone chimerico con delezione del CTD di integrasi
(pChim11.3), clone chimerico con delezione del CCD e del CTD di integrasi
(pChim10.1). Per fare questo ¢ stato utilizzato il sistema Nucleofector Amaxa (Lon-
za), utilizzando kit e programma di transfezione specificatamente studiati per le cellu-
le Jurkat. La nucleofezione ha raggiunto mediamente il 70% di efficienza, verificato
con transfezioni di controllo con il plasmide di controllo pmaxGFP verificate in ci-
tometria a flusso. I.a selezione di cloni cellulari stabilmente transfettati ¢ stata ottenu-
ta mediante trattamento con l'antibiotico di selezione G418 alla concentrazione di
0,5mg/ml e mantenuto sempre in aggiunta al medium di coltura. Venti giorni dopo la
transfezione la proliferazione cellulare, verificata tramite conta vitale con Trypan
Blue, si ¢ stabilizzata, con un tempo di duplicazione identico alle cellule Jurkat non
transfettate di controllo. L analisi del ciclo cellulare al citometro a flusso, dopo trenta
giorni di selezione e la generazione di cloni transfettati stabilmente, non ha evidenzia-
to alcuna differenza nelle diverse fasi rispetto al controllo non transfettato (dati non
mostrati). I.’avvenuta transfezione ¢ stata osservata con diverse metodiche: in citome-
tria a flusso (Figura 10A), in immunofluorescenza (Figura 10B) evidenziando una
colocalizzazione nucleare e citoplasmatica della proteina ricombinante. Inoltre, trami-
te PCR classica (Figura 10C) e qRT-PCR (Figura 10D) abbiamo potuto verificare
Peffettiva presenza dei costrutti plasmidici e effettiva trascrizione dei geni chimerici,

a livelli paragonabili tra le diverse linee cellulari transfettate.
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Figura 10: Caratterizzazione delle cellule Jurkat dopo transfezione e selezione. A) Analisi in citometria
a flusso con anticorpo anti-V5-FITC della linea Jurkat-pChim2M. B) Immunofluorescenza su citospin
anticorpo anti-V5-FITC di Jurkat-pChim2M. C) Gel di agarosio (1%0) della PCR classica su estratto di
DNA dalle linee Jurkat transfettate: lane 1, 1Kb DNA Extension Ladder (Life Technologies); lane 2,
cellule Jurkat non transfettate; lane 3: cellule Jurkat-pChim10.1; lane 4: cellule Jurkat-pChim11.3; lane
5: cellule Jurkat-pChim2M; lane 6: cellule Jurkat-pChim5M; lane 7: controllo negativo della PCR. D)
Gel di agarosio (2%) della qRT-PCR su estratto di RNA dalle linee Jurkat transfettate: lane 1 e 14,
Marker VIII (Roche, Mannheim, Germany); lane 2-7: amplificazione del gene housekeeping 18S su e-
stratti di cellule Jurkat non transfettate, Jurkat-pChim10.1, Jurkat-pChim11.3, Jurkat-pChim2M, Jur-
kat-pChim5M e controllo negativo della PCR; lane 8-13: amplificazione della porzione C-terminale
delle chimere (FokI-CTD) su estratti di cellule Jurkat non transfettate, Jurkat-pChim10.1, Jurkat-

pChim11.3, Jurkat-pChim2M, Jurkat-pChim5M e controllo negativo della PCR.

4.3.3. Specifici cloni transfettati in cellule Jurkat contrastano

I'infezione da HIV-1

In un primo set di esperimenti, per valutare se le linee cellulari transfettate
stabilmente fosse in grado di resistere e contrastare I'infezione da HIV-1, abbiamo in-

fettato queste linee cellulari con il ceppo di laboratorio linfotropico HIV-1,;,. In un
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primo esperimento di infezione a 5ng/ml di p24 (~10 m.o.i.), il surnatante delle col-
ture ¢ stato raccolto ed analizzato a 72 ore post-infezione, dosando il livelli
dell’antigene virale p24. Il risultato dell’analisi ha evidenziato come i cloni pChim2M
e pChim11.3, nelle condizioni sperimentali testate, siano in grado di contrastare il vi-
rus, riducendone i livelli del 50% rispetto alla linea di controllo transfettata con
pcDNA3.1Dempty (p<0,05 test T di Student). Le altre linee cellulari transfettate, in-
vece, non hanno mostrato differenze significative rispetto al controllo, mostrando
una debole flessione nei livelli di infezione solamente nelle linee Jurkat-pChim10.1 e
Jurkat-pIntWT, seppure non statisticamente significativa (Figura 11).

In un secondo esperimento, la linea cellulare Jurkat transfettata con
pChim2M, il clone con integrasi piu simile al wt, ¢ stata nuovamente infettata con
ceppo di laboratorio HIV-1;;,, ma con una quantita di virus 25 volte inferiore (~0,4
m.o.1.) e monitorata nel tempo assieme alla linea di controllo pcDNA3.1Dempty e i
rispettivi controlli non infettati. I’analisi dei livelli di p24 secreta ha rivelato come
questo clone sia in grado, nelle condizioni sperimentali testate, di controllare
I'infezione, riducendo il livello di p24 del 70% rispetto alla linea di controllo infettata,

anche a 216 ore dall'infezione (p<<0,01) (Figura 12).

O Jurkat untransfected
125% - O Jurkat-pcDNA3.1Dempty
O Jurkat-pChim10.1

. OJurkat-pChim11.3

100% 7 B Jurkat-pChim2M
O Jurlat-pChim5M

75% - O Jurkat-pIntWT

50% -

25% -

0% -

Figura 11: Dosaggio della proteina virale p24 nel surnatante di coltura a 72 ore post-infezione. Le bar-
re rappresentano il valore medio di tre esperimenti in duplicato, barra d’errore ¢ la SD, rispetto al con-

trollo Jurkat-pcDNA3.1Dempty. * p<0,05 test T' di Student.
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Figura 12: Dosaggio della proteina virale p24 nel surnatante di coltura fino a 216 ore post-infezione.
Le linee rappresentano le diverse linee cellulari infettate e monitorate nell’esperimento. I punti rappre-

sentano la media, barra d’errore ¢ la SD, di tre esperimenti in duplicato.

4.3.4. Transfezione stabile ed espressione dei cloni chimerici in cellule

T linfoblastoidi 8E5LAV, contenenti una singola copia integrata di HIV-1

Le cellule della linea cellulare SESLAYV sono state transfettate separatamente
con i seguenti cloni: plasmide di espressione vuoto di controllo (pcDNA3.1Dempty),
integrasi di HIV-1 (pIntWT), clone chimerico con due mutazioni puntiformi sul
CTD di integrasi (pChim2M), clone chimerico con cinque mutazioni puntiformi sul
CTD di integrasi (pChim5M), clone chimerico con delezione del CTD di integrasi
(pChim11.3), clone chimerico con delezione del CCD e del CTD di integrasi
(pChim10.1). Per fare questo ¢ stato utilizzato il sistema Nucleofector Amaxa (Lon-
za), utilizzando kit e programma di transfezione specificatamente studiati per le cellu-
le T CD4" attivate. La nucleofezione ha raggiunto mediamente il 70% di efficienza,
verificato con transfezioni di controllo con il plasmide di controllo pmaxGFP verifi-

cate in citomettria a flusso.
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La selezione di cloni cellulari stabilmente transfettati € stata ottenuta mediante
trattamento con lantibiotico di selezione G418 alla concentrazione di 0,5mg/ml e
mantenuto sempre in aggiunta al medium di coltura. Trenta giorni dopo la transfezione
la proliferazione cellulare, verificata tramite conta vitale con Trypan Blue, si ¢ stabiliz-
zata, con un tempo di duplicazione identico alle cellule SESLAV non transfettate di
controllo. I’analisi del ciclo cellulare al citometro a flusso, dopo trenta giorni di sele-
zione e la generazione di cloni transfettati stabilmente, non ha evidenziato alcuna diffe-

renza nelle diverse fasi rispetto al controllo non transfettato (dati non mostrati).

4.3.5. pChim2M, pChim5M e pChim11.3 transfettati stabilmente in
cellule 8E5LAV riducono sensibilmente i livelli di DNA provirale, RNA

virale e proteina p24

Passati trenta giorni dalla transfezione e selezione delle cellule 8ESLAV, ¢ sta-
to quantificato il DNA provirale nelle cellule 8ESLAV, transfettate e di controllo,
con metodica qPCR. La regione riconosciuta e amplificata dai primers ricadeva nella
regione del gene Gag e, una volta normalizzati i dati rispetto al gene umano HLA,
presente anch’esso in singola copia, ¢ emerso un dato estremamente interessante.
Ben tre cloni (pChim2M, pChim5M e pChim11.3) mostravano una riduzione nei li-
velli di DNA provirale, all’incirca di 10000 volte (Figura 12A). Inoltre, verificando la
trascrizione di RNA virale (Figura 12B) e quantificando la proteina virale p24 (Figu-
ra 12C), abbiamo avuto la conferma che questi tre cloni, in particolare, riescono ad
espletare un effetto negativo sul provirus integrato nelle cellule SESLAV, nelle nostre
condizioni sperimentali, rispettivamente riducendo di 100000 volte 'RNA virale in-
tracellulare e riducendo a livello del controllo negativo (Jurkat non infette) la quanti-
ficazione dell’antigene p24. Il clone pChim10.1 mostra, invece, un’attivita inferiore ai
tre cloni prima citati, sia a livello di DNA, sia di RNA, sia di proteina p24. E’ interes-
sante notare come anche la singola integrasi wild type (pIntW'T) abbia una significativa
attivita di disintegrazione nel nostro modello sperimentale, in accordo con precedenti

osservazioni z vitro e ex vivo (Chow et al., 1992; van Griensven e7 al., 2004).
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Figura 12: Dosaggio di tre diversi markers virali nelle colture di cellule SESLAV transfettate stabilmen-
te con i cloni di chimerici. A) Quantificazione del DNA provirale mediante qPCR, espresso come de-
crementi in Logyo rispetto al controllo 8E5LAV-pcDNA3.1Dempty. B) Quantificazione del RNA vi-
rale mediante qRT-PCR, espresso come decrementi in Logio rispetto al controllo 8E5LAV-
pcDNA3.1Dempty. C) Quantificazione della proteina virale 24 metodica ELFA, espresso come de-
crementi in percentuale rispetto al controllo 8ESLAV-pcDNA3.1Dempty. Le barre rappresentano il
valore medio di tre esperimenti in duplicato, barra d’errore ¢ la SD, rispetto al controllo Jurkat-

pcDNA3.1Dempty. * p<0,01 test T di Student.
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5. DISCUSSIONE

Ad oggi esistono pochi dati relativi ai markers di zmover osseo nei pazienti
HIV-positivi in corso di terapia HAART. Alcuni studi mostrano un incremento di
osteocalcina (OC) e crosslaps (CTx) (Brown e al., 2011; Stellbrink e7 al., 2010) ed evi-
denziano una correlazione con la riduzione della bone mineral density BMD) (Stellbrink
et al., 2010). Tuttavia altri autori mostrano un decremento nei livelli plasmatici di OC
in pazienti trattati con HAART (Hernandez Quero ez al., 1993; Serrano ef al, 1995). 1
nostri dati confermano parallelamente un incremento nei markers di formazione di
nuova matrice ossea (OC) e riassorbimento osseo (CTx) dall’inizio della HAART,
con un picco alla 24 settimana di trattamento (Foca ez a/, 2012). In contrasto con
quanto precedentemente osservato (Brown ez a/, 2011), abbiamo potuto rilevare un
significativo incremento di OPG a seguito della HAART. Gli autori ipotizzano nel
loro studio che il calo dell’infiammazione a seguito della HAART possa ridurre 1 li-
velli di OPG. Nel nostro studio i parametri inflammatori non sono stati determinati,
cio nonostante tutti i pazienti hanno ridotto con successo la viremia a valori non rile-
vabili di HIV RNA, ovvero la fonte primaria di inflammazione, conseguentemente 1
fattori coinvolti potrebbero essere altri. L’eta avanzata e alti valori di viremia
all’arruolamento sono indipendentemente predittivi dell'incremento di CTx durante il
follow-up.

Poiché I'incremento nella conta delle cellule T CD4+ ¢ maggiore nei pazienti
con alti valori di viremia all’arruolamento (Bennett e 4/, 2002; Collaboration of Ob-
servational HIV Epidemiological Research Europe (COHERE) Study Group 7 af,
2008), la correlazione tra alti livelli di HIV RNA e aumento di CTx potrebbe essere
mediata dall'immunoricostituzione (Ofotokun e 4/, 2011). Ciononostante, non ¢ sta-
to possibile mettere in evidenza correlazioni statisticamente significative tra A[wk 48-
bl] della conta di cellule T CD4+ e 'aumento di CTx e cio sembra andare in contra-
sto con quanto precedentemente ipotizzato (Ofotokun e al, 2011). Pertanto,
I'incremento di CTx puo essere dovuto al fatto che l'integrita ossea risulta alterata in
pazienti anziani a causa dell’eta stessa, mentre nei pazienti sieropositivi risulta alterata
per un danno diretto del virus stesso sull’osso (Fausto ez al, 2006; Onen ef al., 2010).

Tuttavia il meccanismo che sottende questa alterazione necessita ulteriori studi.
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E interessante notare come, nel nostro studio, sia stato possibile evidenziare
I'associazione tra regime terapeutico comprendente ATV /t e incremento nei livelli di
CTx. Nello studio di Brown e# 2/ (2011) ¢ stato osservato un aumento di OC, ma
non di CTx, in regimi terapeutici basati su farmaci della classe PI. Questa apparente
incongruenza mette in evidenza in realta come la classe dei farmaci inibitori della
proteasi virale sia associata con un aumento del rimodellamento osseo. Sebbene non
sia possibile chiarire il meccanismo di questa alterazione metabolica, McComsey ¢ al.
(McComsey e al., 2011) sono stati in grado di dimostrare il profondo effetto che
ATV/t ha sulla BMD a livello delle vertebre lombati, se confrontato con I'impatto
che ha invece la terapia con EFV, quando sono in presenza di TDF. I dati del nostro
studio coincidono con queste osservazioni e possono fornire in parte una spiegazio-
ne a danno osservato.

I dati mostrati evidenziano, inoltre, un significativo aumento di PTH dopo
I'inizio della HAART, confermando precedenti studi (Masia e# a/., 2012; Rosenvinge
et al., 2010; van Vonderen ez al., 2009). Questo incremento puo essere imputato a bas-
si livelli di 25-(OH) vitamina D. Purtroppo nel nostro studio sono stati dosati i livelli
plasmatici della sola 1,25-(OH), vitamina D, quindi non ¢ possibile supportare
ipotesi riguardate i Paumento del PTH. L’interesse per la vitamina D nella sua forma
diidrossilata nasce dal fatto che questo stato rappresenta la forma matura della vita-
mina, quella con attivita biologica (Henry, 2011).

Nel nostro studio 1 livelli di 1,25-(OH), vitamina D si sono mantenuti sostan-
zialmente stabili, mentre altri studi mostrano come il TDF ne promuova 'aumento
(Aukrust et al., 1999; Haug ef al., 1998). La stabilita osservata ¢ risultata indipendente
dalla stagionalita dei prelievi ematici, sebbene altri studi non confermino questi dati
(Mueller et al., 2010). Ne risulta che 'effetto del TDF sulla 1,25-(OH), vitamina D
necessita ulterioti studi.

Questo studio prende in analisi solamente markers plasmatici e altri parametri
vitali, cid comporta una serie di limitazioni. Anzitutto, non ¢ stato possibile valutare i
parametri di BMD, quindi non abbiamo potuto associare 'attivazione dei markers
ossel con una riduzione della massa ossea quantificata dalla BMD. Inoltre non ci ¢
stato possibile definire i possibili meccanismi alla base delle alterazioni osservate. Ad

esempio, non ¢ stato possibile definire se 'aumento dei markers ossei sia dovuto
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all'incremento nei livelli di PTH o ad un danno diretto della terapia antiretrovirale sul
metabolismo osseo. Nonostante questi noti limiti, questo studio ha aggiunto impot-

tanti informazioni su una tematica non molto approfondita dalla letteratura.

Per quanto concerne il secondo progetto, ovvero lo studio degli effetti biolo-
gici dei farmaci sul citotipo deputato alla sintesi di nuova matrice ossea, gli osteobla-
sti, 1 dati di letteratura ci dicono quanto siano cruciali le citochine OPG ¢ RANKL
nel controllo del metabolismo osseo. Inoltre, Tlalterazione del rapporto
OPG/RANKL puo influire sull’omeostasi ossea (Gibellini ¢# a/., 2007, 2012b; Matsuo
and Irie, 2008). RANKL in con M-CSF regolano il differenziamento osteoclastico e il
riassorbimento osseo, attivita parallela alla sintesi di nuovo osso da parte degli osteo-
blasti, mentre OPG inibisce I'interazione il recettore RANK e il ligando RANKL sul-
la membrana della cellula bersaglio modulando negativamente I'effetto di RANKL
(Vaininen and Laitala-Leinonen, 2008; Wright, 2009).

Dati di letteratura (Gibellini ¢# al., 2008; Mora ¢ al., 2007) dimostrano come il
rapporto OPG/RANKUL risulti alterato dall’infezione da HIV, per questo motivo con
questo studio abbiamo voluto studiare gli effetti dei farmaci utilizzati nella terapia an-
tiretrovirale combinata (cART) su colture cellulari osteoblastiche umane di cellule
HOBIT, andando a dosare i livelli di OPG e RANKL nel surnatante delle colture a
tempi precoci, valutando insieme gli effetti dei farmaci sulla vitalita cellulare. Il mo-
dello cellulare studiato ¢ stato scelto in quanto gli osteoblasti rappresentano
un’importate fonte di RANKL e OPG, giocando un ruolo centrale nel controllo della
massa ossea ¢ dell’equilibrio del calcio.

Lattivita dei farmaci ad azione antiretrovirale sulla struttura dell’osso ¢
tutt’ora ambigua. Tuttavia, un approfondito studio di meta-analisi (Brown and Qa-
qish, 20006) suggerisce I'esistenza di una relazione tra impiego di farmaci inibitori della
proteasi (PI) e perdita di massa ossea. Alcuni studi, condotti su modelli murini, han-
no evidenziato come solo alcuni PI, come nelfinavir, saquinavir, indinavir e ritonavir,
inducano un aumento del riassorbimento osseo, mentre lopinavir e amprenavir non
inducono alcuna alterazione ossea (Jain and Lenhard, 2002). Saquinavir ¢ in grado di

interferire con la degradazione di TRAF-6 (fumor necrosis factor receptor-associated protein
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0), fattore coinvolto nella regolazione negativa del differenziamento e sopravvivenza
degli osteoclasti (Fakruddin and Laurence, 2003).

Sono stati compiuti, inoltre, studi sull'interazione tra PI e osteoblasti. Da que-
sti ¢ emerso il ruolo di indinavir, ma non saquinavir, nel provocare un decremento
nell’attivita biologica degli osteoblasti, riducendo I’attivita della fosfatasi alcalina, ri-
ducendo la fissazione del calcio e I'espressione del fattore di differenziamento osteo-
blastico RUNX-2 (Malizia e al., 2007). Inoltre, alcuni farmaci PI inibiscono il meta-
bolismo della vitamina D, con un conseguente danno e calo della massa ossea. Tra
questi, indinavir agisce negativamente sull’enzima la-idrossilasi e, in maniera meno
marcata, 'enzima 25-idrossilasi con un conseguente calo nella produzione di 1,25-di-
idrossivitamina D3 (Cozzolino e al., 2003; Dusso et al., 2000).

Nello studio mostrato, ¢ stata utilizzata una linea cellulare osteoblastica uma-
na e gli effetti dei farmaci sono stati valutati quantificando la secrezione delle citochi-
ne OPG e RANKIL. I dati mostrati, relativi alle fasi precoci post-trattamento (24-48
ore) mostrano variazioni positive o negative solamente in presenza della concentra-
zione ottimale (C2) del PI o maggiore (C3).

La nostra attenzione, in questa prima fase dello studio, si ¢ focalizzata su cin-
que inibitori della proteasi virale: saquinavir, atazanavir, indinavir, fosamprenavir e
darunavir. Saquinavir, atazanavir e indinavir non hanno evidenziato alcun effetto sta-
tisticamente rilevante sulla secrezione di OPG e RANKL nel surnatante di coltura a
nessuna delle concentrazioni testate. Fosamprenavir, perd, puo indurre a C2 un con-
sistente e significativo incremento nella secrezione di OPG, contrapposto ad un calo
nella secrezione di RANKL, ci6 comporta un aumento considerevole del rapporto
OPG/RANKL (21,8 vs 6,9 a 24 ore e 17,7 vs 6,4 a 48 ore). Da notare come fosam-
prenavir utilizzato alla concentrazione C3 confermi I'incremento di OPG, mancando
pero nel mantenere RANKL regolato negativamente. Cio suggerisce che la concen-
trazione C2 sia quella ottimale per indurre un calo di RANKIL, mentre C3 puo attiva-
re o inibire specifici pathways intracellulari che vanno ad interferire con il calo di
RANKL. Questo fenomeno ¢ noto e in letteratura troviamo diversi esempi di mole-
cole in grado di indurre specifici effetti biologici a concentrazioni ottimali, ma, nel

caso si aumenti la concentrazione, possiamo assistere ad un effetto biologico opposto
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(Levine and Manley, 1989). Quindi fosamprenavir a C2, a tempi precoci post-
trattamento, puod mostrare un effetto positivo sull’attivita anabolica degli osteoblasti.

Tipranavir induce un decremento di RANKL e OPG nel surnatante di coltu-
ra, con un moderato incremento del rapporto OPG/RANKL in presenza delle con-
centrazioni C2 o C3. Inoltre, tipranavir, ma non tutti i PI testati, puo indurre una leg-
gera ma significativa attivazione dell’apoptosi alla concentrazione C3. Percio, quando
le colture cellulari sono state trattate con la concentrazione C3 di tipranavir, ¢ possi-
bile che il decremento delle citochine RANKL e OPG possa essere dovuto proprio
all’effetto pro-apoptotico del farmaco e non ad uno specifico meccanismo.

L’analisi degli effetti a tempi precoci di tipranavir a C2 suggerisce che il con-
temporaneo calo di RANKL e OPG, con relativo incremento del rapporto
OPG/RANKIL, probabilmente non interferisce con 'equilibtio generale del micro-
ambiente osseo. Al contrario, tipranavir gioca un ruolo negativo ad alte concentra-
zioni perché induce apoptosi nelle cellule osteoblastiche. Darunavir ha evidenziato
uno specifico incremento nella secrezione di RANKL a 24 ore post-trattamento alla
concentrazione C3, con un moderato incremento nel rapporto OPG/RANKL. Que-
sta attivazione transiente di RANKL risulta interessante poiché evidenzia come con-
centrazioni troppo elevate di darunavir possano potenzialmente indurre un incre-
mento di RANKL e quindi promuovere teoricamente I'attivazione degli osteoclasti e
il riassorbimento osseo, specialmente in trattamenti prolungati con possibile accumu-
lo del farmaco.

Sara sicuramente interessante valutare i livelli di OPG e RANKL anche con
altri composti inibitori della proteasi virale, in associazione con il farmaco booster ri-
tonavir e con il backbone nucleico di terapia. In questo ambito i dati che emergono
dal nostro studio riguardano lo studio della vitalita di colture di cellule HOBIT in
presenza di alcuni tra i principali farmaci utilizzati nella pratica clinica. I dati che e-
mergono dall’analisi citometrica dell’apoptosi cellulare mettono in evidenza come il
ritonavir, farmaco sempre associato ai composti della classe PI per aumentarne
'assorbimento a livello epatico, induca anch’esso alla concentrazione C3 un significa-
tivo aumento dell’apoptosi, specialmente se valutata a 7 giorni dal trattamento. Inol-
tre, le cellule osteoblastiche, se trattate con stessi farmaci inibitori della proteasi in

presenza di ritonavir, mostrano livelli apoptotici piu elevati rispetto a quelli indotti
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dai farmaci singolarmente (+5/10%). In aggiunta, saquinavir, che non mostra eviden-
ti segni di apoptosi in nessuna condizione sperimentale, se associato al ritonavir, evi-
denzia significativi livelli di apoptosi gia a 72 ore dal trattamento a C3.

Una volta che abbiamo spostato la nostra attenzione su farmaci di altre cate-
gorie, come inibitori della transcrittasi virale, sia nucleosidici, sia non-nucleosidici, i-
nibitori dell’entry virale o inibitori dell’integrasi, ¢ risultato evidente come questi sia-
no meno proni ad indurre apoptosi nelle cellule HOBIT. Solamente efavirenz, alla
concentrazione C3, induce significativi livelli di apoptosi gia a 72 ore dal trattamento,
pur avendo un meccanismo di azione completamente diverso dagli inibitori della pro-
teasi. Questo getta un’ombra oscura anche su altri composti utilizzati quotidianamen-
te nella pratica clinica, non solo sugli inibitori della proteasi.

Tuttavia, quando abbiamo testato questi composti nella loro formulazione ef-
fettiva, ovvero associati al backbone terapeutico costituito da tenofovir ed emtricita-
bina alla concentrazione C2, non sono stati riscontrati significativi livelli di apoptosi.
Solamente la  formulazione con nelfinavit come  “terzo  farmaco”
(FTC+TEN+NFV/1r) ha mostrato un debole aumento dell’apoptosi a 7 giorni dal
trattamento, seppur non statisticamente significativo.

In ultimo, I'effetto di queste formulazioni ¢ stato valutato a livello del tran-
scrittoma delle cellule HOBIT, ricercando mRNA di diversi markers di formazione
di nuova matrice ossea e differenziamento osteoblastico, tra cui fosfatasi alcalina, o-
steocalcina, RUNX-2 ¢ PTHRI1. Nel caso della formulazione con raltegravir osser-
viamo un effetto quasi protettivo, con un lieve ma significativo aumento di tutti 1
markers analizzati gia a 72 ore dal trattamento con C2 di ciascun farmaco, mentre al-
tri farmaci come maraviroc e neviraprina non mostrano sostanziali alterazioni rispet-
to al controllo non trattato.

Spostando la nostra attenzione sulle formulazioni a base di PI/t
(FTC+TEN+SAQ/r e FTIC+TEN+NFV /1) emerge un quadro dove fosfatasi alcali-
na e osteocalcina risultano regolati negativamente dal trattamento, gia a 72 ore post-
trattamento, cosi come un maniera piu tardiva risulta deregolato PTHR1 nella formu-
la con NFV/r.

Risulta evidente come non vi sia correlazione diretta tra apoptosi e alterazioni

dei markers ossei. Tuttavia queste variazioni nel transcrittoma delle cellule osteobla-
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stiche, a seguito del trattamento con terapia basata sui farmaci inibitori della proteasi,
rispetto alle cellule non trattate, possono in parte giustificare gli squilibri a livello os-
seo registrati in pazienti sottoposti a terapia HAART.

Questo studio ha permesso di mettere in evidenza la correlazione tra tratta-
mento e alterazioni nella sintesi di nuova matrice ossea, tuttavia ulteriori studi sono
fondamentali per far luce sui meccanismi, diretti o indiretti, attraverso cui avviene il

danno ai pathways regolativi e differenziativi.

Infine, i risultati del terzo progetto mettono in evidenza un nuovo approccio
al problema dell’eradicazione del virus HIV-1. Da questa necessita concreta ¢ nata,
infatti, I'idea di utilizzare la proteina integrasi di HIV-1 contro il virus stesso, sfrut-
tando la sua naturale affinita per il DNA provirale per veicolare sulle sequenze L'TR
del genoma di HIV il sito catalitico di una endonucleasi. Il sistema sarebbe inoltre in
grado di avvalersi del meccanismo cellulare di DNA repair per rimediare al taglio ope-
rato dal costrutto sui due filamenti di DNA (DSBs NHEJ) (Ciccia and Elledge,
2010).

La clonazione e mutagenesi delle proteine chimeriche, composte dall'integrasi
virale (isolato clinico, sottotipo B) e dal dominio catalitico C-terminale
dell’endonucleasi Fokl, ¢ stata problematica in un primo momento. Non ¢ stato in-
fatti possibile isolare colonie di cellule batteriche competenti trasformate con un clo-
ne wild tjpe dalla sequenza integra, in quanto tossiche per le cellule batteriche. E stato
necessario introdurre due mutazioni puntiformi nel dominio C-terminale
dell’integrasi per ottenere un clone stabile con la sequenza nucleotidica attesa, nono-
stante le cellule batteriche ben tollerassero le porzioni separate che formano la pro-
teina chimerica, integrasi e FokI-CTD (Wayengera, 2011).

Per cancellare, o almeno mitigare, effetto nocivo della chimera wzld type, sono
state introdotte due mutazioni sito-specifiche sul dominio C-terminale dell’integrasi
(R262A e R263A). La regione in cui cadono questi residui, infatti, contiene un moti-
vo composto da aminoacidi carichi positivamente (Chiu and Davies, 2004), respon-
sabile dei un interazione non-specifica integrasi/DNA. Aver reso a carica neutra que-
sti aminoacidi ha reso il costrutto non-tossico, evidenziando quanto questo dominio

sia critico per la funzionalita dell'integrasi stessa.
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Procedendo in tal senso sono stati generati altri cloni, con un numero mag-
giore di mutazioni sul dominio C-terminale di integrasi, tutte atte a ridurre
I'interazione aspecifica con il DNA (Ceccherini-Silberstein ez a/., 2009; De Houwer e#
al., 2012; Semenova et al., 2008).

Inoltre, sono stati costruiti cloni chimerici con delezioni sull'integrasi di HIV-
1 del dominio, come la delezione del dominio C-terminale (IN*****) o la delezione
maggiore del dominio catalitico e C-terminale (IN**"**) (Delelis ¢z a/., 2008; Eijkelen-
boom ez al., 1999). Seppure queste delezioni siano di una certa entita, van Griensven
et al. (2004) hanno dimostrato come gia 'iperespressione di queste porzioni di inte-
grasi sia di-per-se sufficiente a ridurre I'infezione operata da HIV-1 7n vivo, su cellule
linfoblastoidi CEM, seppure operata con un numero di m.o.i. estremamente basso
(0,0001 e 0,00001). Questo lavoro permette di affermare che le modifiche post-
traduzionali dell’integrasi, siano esse acetilazioni o SUMOilazioni, che vengono in-
trodotte sul dominio C-terminale della proteina virale, pur essendo critiche per la
corretta formazione del complesso di pre-integrazione (PIC) e la successiva integra-
zione del genoma provirale (Cereseto ef al., 2005; Topper et al., 2007; Zambortlini ez
al., 2011; Zheng et al., 2011), non risultano essere necessarie per un interazione diretta
di queste integrasi tronche con fattori cellulari come LEDGF (Vanegas et al., 2005),
virali o con lo stesso DNA provirale.

[analisi di immunofluorescenza delle cellule transfettate ha evidenziato come
1 cloni generati siano in grado di localizzare sia a livello citoplasmatico, sia a livello
nucleare. Tuttavia non ¢ stato possibile determinare il meccanismo attraverso cui le
proteine chimeriche riescano a penetrare il nucleo una volta sintetizzate, cosi come
non ¢ stato possibile individuare NLS nei costrutti chimerici (Kosugi ¢z a/, 2009).

L’infezione con il ceppo di laboratorio HIV-1,;;; delle cellule Jurkat transfetta-
te stabilmente con i cloni contenti le diverse chimere ha messo in evidenza come,
nelle nostre condizioni sperimentali, due cloni su quattro siano in grado di ridurre ef-
ficacemente 1 livelli di proteina virale p24, nonostante un’infezione particolarmente
forte con 10 m.o.i., gia tre giorni dopo I'infezione. Questi due cloni, in particolare,
sono il pChim2M (due mutazioni sul C-terminale di integrasi) e il pChim11.3 (dele-
zione del C-terminale di integrasi) e il risultato ottenuto consiste nella riduzione

dell’infezione del 50%. Il clone pChim5M (cinque mutazioni sul C-terminale di inte-
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grasi), seppure molto simile al pChim2M non ha prodotto risultati soddisfacenti. In
apparenza, sembrerebbe che il dominio C-terminale dell’integrasi, mutagenizzato in 5
aminoacidi diversi, perda la propria funzione di riconoscimento aspecifico del DNA
e sito di possibili modifiche post-traduzionali, ma a differenza del clone pChim11.3
che manca completamente di questo dominio, il clone pChim5M conserva ancora
questa regione “amorfa”. Tuttavia non ¢ stato ancora possibile determinare il mecca-
nismo attraverso cui questa regione mutagenizzata del pChim5M impedisca al clone
di dare i medesimi risultati, ottenuti da pChim2M e pChim11.3.

11 clone pIntWT invece riduce debolmente 1 livelli del marche di infezione.
Come osservato in precedenza da van Griensven e /. (2004) la sola integrasi, se ipe-
respressa, ¢ in grado di ridurre significativamente I'infezione in cellule CEM. In no-
stro sistema cellulare ¢ estremamente simile a quello utilizzato in precedenza da van
Griensven ef al., tuttavia il nostro studio prevedeva un infezione estremamente piu
aggressiva, con un numero di m.o.i. almeno 10000 volte superiore a quello. Cionono-
stante, il clone cellulare che iperesprimeva I'integrasi di HIV-1 ¢ stato in grado di 1i-
durre circa del 20% l'infezione da HIV, pur non raggiungendo la significativita stati-
stica. Con un successivo esperimento a 0,4 m.o.i., sulla linea Jurkat-pChim2M, ab-
biamo osservato un calo ancora maggiore dei livelli del marker di infezione p24, che
si attestano al 70% di riduzione rispetto al controllo anche dopo 9 giorni
dall’infezione.

Quando passiamo a studiare il modello cellulare di DNA provirale integrato,
ben rappresentato dalle cellule 8E5LLAV, che albergano una sola copia integrata di
DNA provirale (Folks e# al., 19806), otteniamo risultati ancora piu incoraggianti. La
transfezione stabile di questa linea cellulare, dopo 30 giorni di selezione, ha messo in
luce diverse evidenze: la transfezione ¢ ben tollerata dalle cellule, senza evidenti segni
di alterazione del ciclo cellulare, i cloni chimerici producono una riduzione estrema-
mente marcata e consistente della proteina virale p24, del’RNA virale e soprattutto
del DNA provirale integrato. II DNA provirale, infatti, si attesta attorno ad un calo
superiore alle 10000 volte rispetto alla popolazione cellulare di controllo, cio significa
che dopo trenta giorni dalla transfezione solamente una cellula su 10000 risultera an-

cora HIV-positiva. Questo risultato ¢ stato ottenuto con ben tre cloni, pChim2M,

pChim5M e pChim11.3.
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Come nel caso dell'infezione sulle linee Jurkat transfettate, i cloni pChim2M e
pChim11.3 mostrano una evidente attivita inibitoria su HIV. Questo esperimento e-
videnzia come i due cloni siano in grado di andare ad agire sul DNA provirale inte-
grato, confermando Iipotesi iniziale del progetto. In aggiunta anche il clone
pChim5M ha dato ottimi risultati. E probabile che il maggior tempo di coltura (30
giorni per 8E5LLAV vs 3 giorni per Jurkat) sia necessario al clone pChim5M per espli-
care la propria attivita. Oltre ai cloni gia discussi, anche il clone minore pChim10.1 ha
evidenziato una significativa attivita antiretrovirale.

L’integrasi, iperespressa nella linea S8ESLAV-pIntWT, ¢ effettivamente in
grado di indurre la disintegrazione del genoma provirale, come mostrato da esperi-
menti zz vitro da Chow et al. (1992), riducendo consistentemente ed in modo significa-
tivo 1 diversi markers virali analizzati. Quindji, oltre al ruolo inibitorio su diversi steps
dell’infezione di HIV-1 analizzati da van Griensven e# a/. (2004), possiamo aggiungere
un effetto diretto operato dallintegrasi di HIV-1 sullo stesso genoma provirale inte-

grato nella cellula ospite.
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6. CONCLUSIONI

11 significativo e rapido incremento dei markers ossei osservato nel nostro
studio (Foca et al., 2012), rafforza la necessita di monitorare costantemente questi pa-
rametri per rilevare segni precoci di danno osseo, come sostenuto e riportato nelle
guidelines alla pratica clinica (Antinori e# al., 2012). Inoltre, sono stati messi in luce di-
versi possibili predittori di alterazioni del metabolismo osseo (come eta, viremia, co-
somministrazione di ATV /1) le quali possono consentire di individuare pazienti a ri-
schio.

Poiché la correlazione tra incremento dei markers ossei ¢ BMD ¢ gia stata
confermata da altri studi (Christgau ef a/, 1998; Knapen ez al., 1998), i risultati mostra-
ti possono ritenersi clinicamente significativi. Infine, i markers di #urnover osseo pos-
sono ritenersi fonte addizionale o complementare di informazioni rispetto alla quan-
tificazione della BMD tramite metodica DXA (Borderi ez al, 2009; Gibellini ez a/,
2012b). Tuttavia, sono necessari ulteriori studi, che tengano in considerazione altri
possibili parametri e markers plasmatici, cosi come altre combinazioni di farmaci an-
tiretrovirali, che possano essere messi in correlazione con le alterazioni a carico
dell’osso rilevate da metodiche standardizzate come 1la DXA, o nuove metodiche di
diagnosi di osteopenia/osteoporosi, come la ultrasonografia quantitativa, QUS (stu-
dio in pubblicazione). Questo permettera di evidenziare se esistono, e quali sono, altri

possibili parametri da monitorare nella pratica clinica (Vasikaran ez al., 2011).

Per studiare piu a fondo la complessa relazione tra terapia HAART e micro-
ambiente osseo abbiamo intrapreso lo studio dell'interazione tra i farmaci che com-
pongono la terapia antiretrovirale e il tipo cellulare responsabile della sintesi di nuova
matrice ossea (Gibellini ez @/, 2010a, 2010b, 2012b). Questo studio mostra come
equilibrio osseo governato dal rapporto OPG/RANKL risulti alterato, nelle fasi pit
precoci del trattamento con farmaci antiretrovirali, solo da alcuni composti della clas-
se dei PIL.

Lo studio dell’andamento di OPG e RANKL nel caso di trattamento della li-
nea osteoblastica studiata con altri farmaci e combinazioni di questi aiutera sicura-

mente a meglio definire le possibili interazioni tra farmaci e citochine pro inflamma-
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torie indotte dall’infezione da HIV nell’alterazione della sintesi di OPG e RANKIL.
Cionondimeno, I'analisi dei livelli di apoptosi ha messo in luce come un effetto di ac-
cumulo di taluni farmaci possa innescare meccanismi apoptotici nella linea osteobla-
stica studiata. Questo pero non preclude altre strade attraverso cui alcuni farmaci
possano esperire un meccanismo dannoso per la cellula e i suo metabolismo. Infatti,
I’analisi di markers di attivita e differenziamento osteoblastico ha evidenziato altera-
zioni nella sintesi di fattori differenziativi (RUNX-2 e PTHR1) e di metabolismo o-
steoblastico (fosfatasi alcalina e osteocalcina) gia a tempi precoci € a concentrazioni
fisiologiche dei farmaci testati, in particolare nelle formulazioni che utilizzavano far-
maci della classe dei PI. Questo lavoro ¢ solo I'inizio di un progetto piu ampio con lo
scopo di indagare e comprendere le relazioni che intercorrono tra PI e osteoblasti,
con il conseguente squilibrio dell’lomeostasi e calo di massa ossea, valutando, inoltre,
nuovi parametri utili nel monitoraggio costante del paziente HIV-infetto nel corso
della terapia HAART. Fondamentale, infine, approcciare allo stesso modo I'altro del-
la bilancia che regola I'equilibrio dell’osso, gli osteoclasti, valutando gli effetti della te-

rapia sul cross-talk di queste due componenti cellulari.

Come gia osservato da Gibellini e7 a/. (2008), gli osteoblasti posseggono le ca-
ratteristiche recettoriali per essere potenziali reservoir di infezione (presenza di CD4,
CXCR4 e CCR5), cosi come le cellule mesenchimali staminali umane (hMSC), pre-
cursori degli osteoblasti, risultano infettabili da HIV-1 (Gibellini ez /., 2011).

Sebbene siano ancora distanti da una possibile applicazione nella pratica clini-
ca, approcci di terapia genica come possibile cura e arma per Ieradicazione
dell’infezione da HIV-1 sono teoricamente possibili (Barton ef al, 2012; Lalezari,
2012; June, 2012). Nel nostro progetto abbiamo potuto osservare come il nostri co-
strutti siano in grado, in effetti, di contrastare il virus, nella sua forma provirale inte-
grata e nelle fasi pre-integrazione. Le linee cellulari da noi utilizzate ben tollerano la
presenza di queste proteine chimeriche. Non mostrano infatti alterazioni nel ciclo
cellulare, o nella replicazione, siano esse HIV-negative (Jurkat), HIV-positive
(BE5LAV) o cellule sane transfettate stabilmente e successivamente infettate. Questo
a dimostrazione della selettivita delle proteine chimeriche generate nel selezionare

con precisione solamente target virali bersaglio dell'integrasi.
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Piu in generale possiamo affermare che questo studio mostra come sia possi-
bile ingegnerizzare I'integrasi virale, esasperandone lattivita dis-integrativa che ¢ di-
per-se fortemente sfavorita nel naturale corso dell’infezione da HIV-1, alterandola in
parte e fondendola con un nuovo dominio catalitico. Inoltre questo studio potra
condurre, nei suoi sviluppi futuri, a nuove informazioni riguardo un argomento cosi
controverso come la struttura dell’integrasi di HIV-1, riguardo le necessita per quanto
concerne la sua attivita, come interazioni omomeriche, con altre proteine virali o pro-
teine cellulari (Cherepanov e7 al., 2005; Jayappa ez al., 2012; Maertens, 2003).

In ultima analisi, 1 risultati che abbiamo ottenuto sono estremamente incorag-
glanti, in quanto la possibilita di colpire il virus nella sua forma integrata rappresenta
lo strumento ideale per contrastare i reservoir virali di infezione e pone la base per un

nuovo concetto di lotta al’HIV, aprendo la possibilita di future applicazioni i vivo.
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