Caleldoscoplo

! Rajnikant M. Amin,
| Keith H. Wellst
l Bernard J. Poiesz **

Terapia
antiretrovirale

Laboratory Service, V.A. Medical Center and
Department of Pathology

*Division of Hematol ogy/Oncol ogy,

State University of New Y ork Health Science Center at
Syracuse, NY, USA

**Bjologica Technical Services,

Merck Manufacturing Division,

West Paint, PA, USA

Traduzione:
Isabella Besio

Direttore Responsabile
Sergio Rassu

MEDICAL
SYSTEMS spa.

ViaRio Torbido, 40 - Genova (Italy) Tel. 010 83.401
Stampato a Genova 1993




R.M. Amin, K.H. Wells, B.J. Poiesz Terapia antiretrovirale

ISTRUZIONI PER GLI AUTORI

INFORMAZIONI GENERALI. Caleidoscopio pubblica lavori di carattere monografico a scopo didattico su temi di
Endocrinologia, di Patologia Clinicao di particolareinteressein atri campi dellaMedicina Larivistaseguei requisiti
consigliati dall’ International Committee of Medical Journal Editors. Gli Autori vengono invitati dal Direttore
Responsabile in base alla loro esperienza e competenza. Larivista pubblica anche monografie libere, proposte
direttamente dagli Autori, purché redatte secondo le regole editoriali e conformi alo spirito della Rivista.

Testo. In considerazione del carattere didattico, la monografia deve essere articolatain paragrafi snelli, di rapida
consultazione, completi ed allo stesso tempo chiari. | contenuti riportati devono essere stati sufficientemente
confermati, € opportuno evitare di riportare contrastanti 0 solo proprie personali opinioni dando un quadro limitato
delle problematiche. Lalunghezza del testo pud variare dalle 60 alle 70 cartelle dattiloscritte, in rapporto anche al
numero di tabelle efigure. S pregadi dattilografare su una solafacciata del foglio. Tutte le pagine del testo devono
essere scritte a spaziatura 2, con sufficienti margini € numerate consecutivamente.

TABELLE E LE FIGURE. Si consiglia una ricca documentazione iconografica esplicativa (in bianco e nero eccetto in cas
particolare da concordare). Figure e tabelle devono essere numerate consecutivamente (secondo I’ ordine di comparsa
nel testo) e separatamente; sul retro delle figure deve essere indicato I’ orientamento. Le figure devono essere
realizzate professionalmente; & inaccettabile lariproduzione di caratteri scritti a mano libera. Lettere, numeri e
simboli dovrebbero essere chiari ovunque e di dimensioni tali che, quando pubblicati, risultino ancora leggibili. Si
consiglialarealizzazione di disegni e figure con unalarghezza non superiore a 9 cm. Su fogli a parte devono essere
riportate le legende per leillustrazioni. Le fotografie devono essere stampe lucide, di buonaqualita. Gli Autori sono
responsabili di quanto riportato nel lavoro ed in particolare dell’ autorizzazione alla pubblicazione di figure o atro.
FronTESPIZIO. Deveriportare il nome e cognome dell’ Autore(i) -non piti di cinque- il titolo del volume, I’ eventuale
Clinicao Itituto di lavoro, I'indirizzo compreso il numero di telefono e fax.

BisLiogrAFIA. Deve essere scritta su fogli a parte secondo ordine afabetico seguendo e abbreviazioni per le Riviste
dell’Index Medicus elo stileillustrato negli esempi:

1) Bjorklund B., Bjorklund V.: Proliferation marker concept with TPS asamodel. A preliminary

report. J. Nucl. Med. Allied. Sci 1990 Oct-Dec, VOL: 34 (4 Suppl), P: 203.

2 Jeffcoate S.L. e Hutchinson J.S.M. (Eds): The Endocrine Hypothalamus. London. Academic Press, 1978.

La Redazione & collegata on-line con le pit importanti Banche Dati europee e statunitens (per esempio: Medline,
Cancerlit, AIDS etc) e fornisce ogni eventuale assistenza agli Autori.

Asereviazioni. Utilizzare solo abbreviazioni standard. Il termine completo dovrebbe precedere nel testo la sua
abbreviazione, ameno che non siaun’ unita di misura standard.

PRESENTAZIONEDELLA MONOGRAFIA. Riporre lefotografie e le digpositive in busta separata, una copiade testo archiviata
su un dischetto da 3.5 pollici preferibilmente Macintosh, se MS-DOS il testo dovraesserein formato RTF ed i grafici
informato PC.TIF o PC.Paintbrush.

E’ inoltre necessario accompagnareil lavoro da copie di ogni permesso di riprodurre materiale pubblicato o di usare
illustrazioni che possono far riconoscere soggetti umani.

11 dattiloscritto originale, le figure e le tabelle devono essere spedite al Direttore Responsabile in duplice copia
L’ autore dovrebbe conservare una copia a proprio uso. Dopo la valutazione espressa dal Direttore Responsabile, la
decisione sulla eventual e accettazione del lavoro sara tempestivamente comunicata all’ Autore. 1l Direttore
responsabile decidera sul tempo della pubblicazione e conserverail diritto usuale di modificare lo stile del contributo;
pit importanti modifiche verranno eventualmente fatte in accordo con I’ Autore. | manoscritti e le fotografie se non
pubblicati non si restituiscono.

L’ Autore riceverale bozze di stampa per la correzione e sara Sua curarestituirle a Direttore Responsabile entro
cinque giorni, dopo averne fatto fotocopia. Le spese di stampa, ristampa e distribuzione sono atotale carico della
Medical Systems che provvedera a spedire all’ Autore cento copie dellamonografia.

L’ Autore dellamonografia cede i pieni ed esclusivi diritti sulla Sua opera alla Rivista Caleidoscopio con diritto di
stampare, pubblicare, dare licenzaatradurrein atrelinguein Nazioni diverse rinunciando a diritti d’ Autore.
Tuttala corrispondenza deve essere indirizzata a Direttore Responsabile al seguente indirizzo:

Dott. Sergio Rassu
Via Pietro Nenni, 6
2 07100 Sassari



R.M. Amin, K.H. Wells, B.J. Poiesz Terapia antiretrovirale

Editoriale

Sinora, non esiste una terapia che possa eradicare nell'uomo
I'infezione causata dal virus dell'immunodeficenza umana acquisita
(HIV-1). Questo significa che il virus si inserisce nel DNA della cellula
permanentemente.

Questo significa anche che la terapia antivirale pud oggi indurre
solamente uno stato di infezione silente e che, poiché l'infezione da
parte dell’HIV 1 dura tutta la vita, il trattamento dell'AIDS deve durare
anch'esso tutta la vita.

Nonostante questi problemi la ricerca nel campo della terapia
antiretrovirale € molto attiva e la lentezza dei progressi € dovuta
solamente alla lentezza con la quale progredisce la sindrome da
immunodeficienza cosicché sono necessari molti anni per poter
dimostrare che un farmaco pud prolungare la vita o prevenire
l'insorgenza di malattie gravi in pazienti infetti e asintomatici.

Questa monografia fornisce una panoramica delle nostre cono-
scenze sulla terapia antivirale per l'infezione da HIV 1 e la completezza
e la lucidita del volume offre la possibilita di capire i principi della
ricerca, i meccanismi di azione dei farmaci ed anticipare cosi gli
sviluppi futuri.

Gli autori come al solito sono degli specialisti del settore.

Il dottor Keith Henry Wells, baccelliere in Arte (con lode) in
Microbiologia, Ph.D. in Microbiologia e Immunologia, € membro della
American Chemical Society e della American Association for Micro-
biology. Ha maturato una grossa esperienza sulla terapia antivirale,
sulla diagnostica clinica e sulla microbiologia.

Esperto in virologia, colture cellulari, trattamento di materiali
biologici pericolosi, in fluorescenza e radioimmunologia, ha recente-
mente approfondito gli studi sulla tecnologia della reazione polime-
rasica a catena e sulla biologia molecolare.

Dotato di una grossa capacita di affrontare, risolvere ed impian-
tare nuove tecnologie a differenti problemi ha lavorato all'inizio
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all'Helena Laboratory, quindi nell'Universita del Texas nel Diparti-
mento di Microbiologia, & passato alla Kallestad Laboratories e alla
Syracuse Univerisity. Attualmente € Senior Project Microbiologist
presso la Merk Company.

Il dottor Rajnikant M. Amin, dopo aver conseguito la M.B.B.S.
presso la Barola Medical College, M.S. University, Bardoda, India ha
maturato importati esperienze presso il Dipartimento di Laboratorio,
Lich, Brooklyn, NY.

E' quindi passato al Magee Women's Hospital, University of
Pittsburgh-PA, diventando Chief Fellow, nel Dipartimento di Anato-
mia Patologica. Ricopre prestigiose posizioni quali Direttore presso
la Banca del Sangue, Syracuse, e Direttore della sezione Microbio-
logica e ancora come Professore Associato di Anatomia Patologica
presso il Suny HSC - College of Medicina, Syracuse, NY.

Il Professor Poiesz M.D. all'Universita della Pensilvania, & stato
ricercatore presso I'Albert Einstein Medical Center, Philadelphia,
quindi presso l'Istituto per la ricerca sul cancro Fox Chase, Pennsyl-
vania per poi passare alla Suny Ustate Medical Center, Syracuse, NY
e, come Professore Associato, Medical Branch, National Cancer
Institute al NIH, Bethesda, MD.

Attualmente e Direttore della Divisione di Ematolgia/Oncologia
presso il centro sanitario, Syracuse, NY ed é direttore del CNY centro
di oncologia regionale e professore di medicina e microbiologia/
immmunologia.

Gli interessi attuali nel settore della ricerca del Prof. Poiesz sono
rappresentati dai fattori di crescita delle cellule staminali ematologiche
in colture tissutali, lo screening di cellule normali e maligne in base
alla presenza di informazioni di virus tumorali ad RNA.

Il Professor Poiesz € autore di 142 pubblicazioni in importanti
riviste Mediche.

Sergio Rassu
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Introduzione

La Sindrome da Immunodeficienza Acquisita (AIDS) e causata dal
virus umano dellimmunodeficienza (HIV). E’ una malattia letale multi
sistemica, caratterizzata da una serie di infezioni opportunistiche e di
neoplasie, che insorgono come risultato di un deficit del sistema
immunitario. Il crescente deficit immunologico, le neoplasie maligne
e le malattie del sistema nervoso centrale comportano in quasi tutti
i casi la morte degli individui infetti dal HIV-1.

Secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO) il numero
di individui infetti da HIV-1 nel mondo si aggira intorno agli 8/10 milioni
ed é previsto un aumento dall’8 al 10% nel corso del XXI secolo.

Una tale diffusione riguarderebbe in particolare i paesi in via di
sviluppo, mentre negli Stati Uniti e nellEuropa Occidentale € previsto
un calo del numero dei nuovi casi della malattia entro la meta degli
anni '90.

L'HIV si trasmette durante il rapporto sessuale, con il sangue e i
derivati, per trasmissione parenterale e dalla madre infetta al figlio.

L'HIV-1 é stato classificato come un lentivirus, un retrovirus
associato ad infezione che dura per tutta la vita. Altri virus apparte-
nenti a questo gruppo sono: il virus visna/maedi, che causa la
polmonite e disordini neurologici nella pecora, il virus dell'artrite/
encefalite delle capre, il virus dell’anemia infettiva equina, il virus
dellimmunodeficienza dei bovini, delle scimmie e dei felini.

Successivamente, nel 1985, é stato scoperto un secondo virus
umano dellimmunodeficienza (HIV-2), che causa una malattia pro-
gressiva soprattutto nell’Africa Occidentale.

Dalla scoperta dell’'HIV-1, nel 1983, soltanto la Azidotimidina (3'-
azido-2, 3'-dideossitimidina, AZT, Zidovudina) si & rivelata in grado di
rallentare I'evoluzione della malattia, di diminuire I'insorgenza di
infezioni opportunistiche, di prolungare la sopravvivenza e di miglio-
rare la qualita della vita degli individui infetti da HIV.

Purtroppo una tale terapia provoca alcuni effetti collaterali come
anemia e neutropenia e la comparsa di ceppi di HIV-1 resistenti al
farmaco negli individui trattati con 'AZT.

Scopo di questa pubblicazione ¢ la trattazione di vari agenti anti-
HIV e del loro meccanismo di azione in relazione al ciclo vitale
del'HIV.
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Caratteristiche fisiche dell’HIV

L'HIV € un virus diploide ad RNA a singola elica circondato da un
involucro, la cui struttura & simile a quella di altri lentivirus. (Figura 1).

Trascriptasi inversa

%._Involucro proteico
della transmembrana

Glicoproteina | *
dell'involucro
esterno

Proteina associata

Nucleoproteina al Core

j'! __Rivestimento interno
e proteico

_ Proteina principale del Core

Membrana —— .
(nucleocapside)

Figura 1. Struttura di un tipico retrovirus.

Il virione, una struttura sferica del diametro approssimativamente,
maggiore a 100 nm, ha 72 proiezioni, che contengono glicoproteine,
codificate dal virus, nell’envelope (gp 120) legate alla proteina della
transmembrana (gp41), con interazioni non covalenti e proteine
derivate dalla cellula ospite.

All'interno di questa & presente un envelope lipidico di forma
icosadeltaedrica, composto da una proteina miristilata codificata dal
gag pl7. Il prodotto dal gag (p24) forma un core assottigliato, conico
con un nucleoide in posizione eccentrica. Quest'ultimo contiene un
RNA a elica 70S (+), proteine gag p9 e p7 e la transcriptasi inversa
codificata dal gene pol.
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I genoma dell’HIV

Il genoma provirale del’HIV (9.5 kilobasi in lunghezza), contiene
le sequenze gag, pol ed env, che codificano rispettivamente le
proteine strutturali, gli enzimi e le proteine dell'envelope. L'HIV
possiede almeno nove geni noti (Figura 2) che possiedono alle
estremita lunghe sequenze terminali ripetute (LTR, Long Terminal
Repeats) contenenti tre regioni, U5, R e U3. La 5' LTR ha un ruolo
importante nell'integrazione del provirus nel genoma della cellula
ospite e nel processo di trascrizione attraverso elementi agenti sullo
stesso lato. | diversi elementi regolatori del LTR comprendono una
regione localizzata dai nucleotidi -137 al -17 alla quale i fattori di
trascrizione cellulare come I'Spl e I'NF-kB si legano e attivano la
trascrizione dell’HIV. Comprendono inoltre un elemento regolatore
negativo (NRE) nelle basi -340 sino alla -185, ed una sequenza e
responsiva trans-attiva (TAR) nella regione +19 fino alla +80. Altri
elementi regolatori all’interno del LTR comprendono la sequenza
TATA per la funzione promotrice del core e la sequenza del segnale
di poliadenilazione. Le funzioni dettagliate dei vari geni e dei loro
prodotti verranno descritte piu avanti.

p20
/\
p23 rev rev  p27 (p21)

0 pl4 O
\ /\ / 3
vip tatvpu tat n
O

5
D gag t %f

pol env
LTR LTR
085 vpr
5 s PE6/51/34  (p157) _9p160
p p24 gp120 gp4l

Figura 2. HIV-1 Genomi provirali del DNA e i loro prodotti proteici
noti.
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Cellule infettabili dall’HIV

Diverse cellule contenenti i recettori CD4 sono infettabili dal virus
dell’HIV-1. Fra queste i linfociti T helper/inducer, i linfociti B (EBV +o
-), le culture primarie di monociti/macrofagi, le cellule follicolari
dendritiche, le cellule dendritiche del sangue periferico e le cellule di
Langherans. Inoltre diverse cellule del sistema nervoso centrale
come gli astrociti, gli oligodendrociti, e le cellule dell'endotelio capillare
sono anch’esse infettabili. Altri tipi di cellule infettate dal virus, come
le cellule di Kupffer, le cellule epiteliali dei sinusoidi epatici, le cellule
epiteliali dell'intestino, le linee cellulari del carcinoma del colon e le
cellule non umane come i linfociti T delle scimmie rhesus CD8
positive e CD4 negative, le cellule T del coniglio, e le linee cellulari
macrofagiche del coniglio. Alcune cellule che non hanno una quantita
determinabile di CD4 possono essere infettate dall’HIV-l. Queste
cellule comprendono le cellule progenitrici del midollo osseo del
midollo, le cellule gliali, le cellule neurali del feto e le linee cellulari
fibromastoidi. E’ possibile che la penetrazione del virus in queste
cellule sia dovuto alla sua interazione con altri recettori piuttosto che
con i CDA4.

Ciclo vitale dell’HIV come guida ad un po-
tenziale bersaglio per una terapia anti-
retrovirale

Il ciclo vitale dell’HIV e illustrato nella figura 3. L'HIV possiede
molte proprieta in comune con altri retrovirus. Le particelle del virus
o le cellule producenti il virus infettano le cellule quando vengono a
contatto con le cellule sia attraverso un recettore con elevata affinita,
il CD4 o, nei casi di cellule mancanti del CD4, con una reazione di
fusione a bassa efficienza. Dopo la penetrazione del virus nelle
cellule, avviene la perdita dell’'envelope da parte del virus, seguito da
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Figura 3. Ciclo vitale del virus dell'immunodeficienza umana.

una trascrizione dell’RNA virale in DNA attraverso un'azione concer-
tata della DNA-polimerasi RNA-dipendente e della ribonucleasi, nel
citoplasma della cellula. Questo DNA virale a doppia elica singolo
appena prodotto, viene integrato nel DNA genomico ospite per
azione dell’enzima integrasi a livello del nucleo delle cellule. Dopo
I'integrazione del DNA, il DNA provirale rimane permanentemente
come DNA nucleare ospite fino alla morte della cellula. Piu tardi il
DNA provirale, grazie all’aiuto del suo sito di iniziazione-trascrizione
situato nell'LTR, sintetizza una copia completa di RNA sul DNA
provirale. Questa azione e regolata dalle proteine cellulari ospiti, dai
tipi di cellule e dall’attivazione cellulare.

Nel nucleo e nel nucleolo delle cellule infette da HIV si trova una
proteina regolatrice chiamata transattivattrice virale (tat protein).
Essa si lega ad una struttura in corrispondenza dell’estremita 5'
del’RNA nascente per accrescere la stabilita delle polimerasi, che

Terapia antiretrovirale
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trascrivono i geni virali, e permette una trascrizione completa. Gli
mRNA virali vengono trasportati nel citoplasma dal nucleo per la
traduzione in proteine come la tat, la nef e la rev.

La proteina di regolazione dell’espressione delle proteine del
virus, (rev), si trova soprattutto nei nuclei e nel nucleolo delle cellule
infette. Cio & importante per la replicazione dell’HIV-1. L'RNA virale
completo viene utilizzato come stampo per sintetizzare le proteine
capsidiche e gli enzimi virali. Le proteine capsidiche vengono traslate
come poliproteine lunghe che subiscono successivamente un clivaggio
in proteine funzionali piu piccole per azione delle proteasi virali. La
traduzione viene effettuata utilizzando meccanismi cellulari. La
traslazione viene attuata grazie a dei meccanismi cellulari. La
glicosilazione e altre modificazioni post translazionali delle poliproteine
vengono effettuate da enzimi cellulari. Le proteine del capside e
dell’enzima virale si raggruppano sulla superficie interna della mem-
brana cellulare e si inseriscono nella membrana cellulare per azione
dell’acido grasso miristico localizzato all'estremita amino-terminale
della proteina precursore del capside. Le particelle progenitrici del
virus si legano attraverso le membrane cellulari acquisendo le
proteine della membrana ospite e le glicoproteine codificate con il
gene env. Un ulteriore maturazione del virione avviene attraverso la
proteasi virale.

Oltre ai sopra citati geni regolatori, I'HIV contiene altri geni che
contribuiscono alla maturazione di questo virus. Il gene vif contribu-
isce a facilitare la liberazione del virus e ad aumentarne linfettivita.
Inoltre il gene vpu determinain vitro un incremento della maturazione
e della fuoriuscita del virus dalla cellula. La proteina vpr accelera la
replicazione del virus. Il ruolo del gene non e stato ancora chiarito
completamente.

Terapia antiretrovirale
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Individuazione ed isolamento dei retrovirus

Una valutazione ideale dei composti anti-HIV in vitro viene gene-
ralmente effettuata attraverso due approcci: misurazione dell’inibi-
zione dell'effetto citopatico indotta per HIV e misurazione dell'inibizio-
ne della produzione proteica virale.

La valutazione della citopatogenicita nelle cellule mononucleari
del sangue periferico stimolate in pHA e in diverse linee cellulari puo
essere operata utilizzando I'esclusione del colore vitale (per es. blu
tripan), la captazione del colore vitale (per es. rosso neutro) o
I'incorporazione di radionucleotidi marcati. ([3H] - timidina). Inoltre
€ss0 pud anche essere misurato grazie a dosaggi della placca.
Inoltre é stata utilizzata per programmi di screening del farmaco
anche la quantizzazione delle cellule giganti multinucleate (i sincizi)
indotte dall'infezione. Un dosaggio basato sulla modificazione dei
sali di tetrazolio attraverso enzimi mitocondriali presenti solo sulle
cellule vive viene anche utilizzato per lo screening dell’attivita anti-
HIV.

Gli effetti sul legame possono essere valutati mediante o la mi-
surazione dell'inibizione della combinazione di virioni radiomarcati o
in fluorescenza con le cellule bersaglio.

Il nostro laboratorio ha descritto un eccellente dosaggio di legame.
Un composto che inibisce la formazione di DNA provirale, ma non ha
effetto sul legame o sulla trascriptasi inversa (RT) puo essere
studiato con il microscopio elettronico per individuare le particelle nu-
cleocapsidiche del core o attraverso il banding dei lisati cellulari su
gradienti di saccarosio continuo seguiti dal dosaggio dell'antigene
p24 o RT come illustrato in fig. 4, o del’/RNA virale. Gli effetti sugli
acidi nucleici in campioni freschi o in cultura possono essere misurati
attraverso I'analisi southern (DNA), northern (RNA) e con l'ibridiz-
zazione in situ dell’lRNA e del DNA retrovirale. Queste tecniche
richiedono un lavoro molto intenso, sono costose e poco sensibili;
percid il loro uso su larga scala € molto limitato. Per superare questo
problema, la reazione polimerasica a catena (PCR) (Fig. 5) ha
dimostrato di essere estremamente utile nell'individuazione di acidi
nucleici retrovirali in test in vivo o in vitro (Fig. 6). La specificita per
guesto processo puo essere ottenuta selezionando “primer” e sonde
specifiche per i retrovirus in questione.

Terapia antiretrovirale
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Figura 4. Schema del dosaggio della transcrittasi inversa facente uso
dello stampo artificiale. Primer poli rC: oligo dG. Le 18 basi del DNA dG
servono come primer per la sintesi del DNA delle 300 basi di poli rC RNA
in presenza di Mg2+ e di guanosina trifosfato radiomarcata. Questo
sistema e specifico per la transcrittasi inversa, in particolar modo la
transcrittasi inversa retrovirale umana. Uso dello stampo artificiale: il
sistema primer determina maggiori livelli di incorporazione del nucleotide
marcato rispetto ai dosaggi che utilizzano lo stampo derivato del virione
endogeno: primer.

Effetti sulla produzione di mRNA virale possono essere causati
dal’RT-PCR. In questo metodo I'mRNA, dalle cellule trattate con i
farmaci, viene trascritto nel DNA con l'uso della transcriptasi inversa
e di un primer complementare ad un segmento della sequenza d’in-
teresse. Il cDNA, in questo modo prodotto viene poi amplificato
attraverso la PCR.

Vari sono gli immunodosaggi disponibili per il dosaggio della RT
e di altre proteine retrovirali. Questi comprendono 'immunofluore-
scenza o la tecnica dell'immunoperossidasi con cellule fisse o non
fisse sia con microscopio a fluorescenza sia con citofluorimetro. In
ogni modo questi metodi non sono quantitativi, richiedono un lavoro
intenso, risulta in qualche modo soggettivo e costoso valutare I'ef-
ficacia dei composti antivirali negli studi in vitro e in vivo. Attualmente
sono disponibili sul mercato i dosaggi ELISA, per individuare I'antigene
p24 dell’HIV-1 e il gp120. Questi dosaggi sono molto sensibili e
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Figura 5. Schema della reazione polimerasica a catena attraverso tre cicli di
amplificazione. Il DNA a doppia elica che si presume contenente il DNA
retrovirale é denaturato per produrre due singole eliche di DNA. Coppie primer,
piccoli oligonucleotidi complementari al 5° capo delle eliche opposte, quando la
temperatura si abbassa. Piu tardi la DNA polimerasi stabile al calore mesco-
lata con tampone, cationi e nucleotidi, produce due copie del DNA a singola
elica usando gli oligonucleotidi corti come primer e il DNA a singola elica DNA
come stampo. Come la reazione continua, avviene un’amplificazione geometri-

ca della sequenza rara bersaglio.
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Figura 6. Titolazione dell’input delI’HIV-1 misurato sul contenuto del
DNA provirale dell’HIV-1 nelle cellule bersaglio 6 ore dopo I’infezione. La
PCR viene utilizzata per individuare il DNA provirale dell’HIV-1 6 ore
dopo I'infezione. L’esame dei DNA dalle cellule bersaglio amplificate per
le sequenze del gene gag dell’HIV-1 rivelano che il livello del contenuto del
DNA provirale dell’HIV-1 decresce parallelamente alla diminuzione del
livello dell’input del virus. Le zone Al e A2 sono i controlli negativi, il
primer, rispettivamente. | settori A3 sino ad A7 mostrano serie di controllo
di DNA positivo di 10 ng/ml (+) DNA. | settori B1-B7, diluizioni seriate 1:2,
di HIV-I trattato con DNAse utilizzato per infettare cellule bersaglio HIV
78. | settori C1 e C2 mostrano la necessita di trattare il preparato virale con
DNAse I prima dell’uso nel dosaggio. Il settore C1 mostra che il virus non
trattato contiene quantita significative di DNA dell’HIV-1 amplificabile
che puo essere digerito dal trattamento con DNAse | (C2). Il trattamento
con DNAse | non ha alcun effetto sull’infettivita dell’HIV-1. 1l settore C3
dimostra un HUT 78 non infettato.

specifici per quantificare gli antigeni virali per test in vivo e in vitro di
vari farmaci retrovirali o di anticorpi retrovirali neutralizzanti. Malgra-
do I'eccellente quantizzazione di antigeni virali, questi dosaggi Si
basano sul numero di cellule infette che esprimono gli antigeni virali
che potrebbe essere basso e sul grado di antigenemia che puo
variare nel tempo in un dato individuo. Studi sulla produzione di
proteine virali possono essere realizzati attraverso dosaggi di radio-
immunoprecipitazione (RIPA) o western immunoblot.

Gli effetti sulla maturazione virale dei vari composti possono
essere valutati con il microscopio elettronico. L'esame attraverso il
microscopio elettronico dei virioni prodotti dalle cellule in presenza di
inibitori della maturazione rivelera una predominanza di particelle
immature recanti i classici nucleocapsidi a forma di anello o a forma
semilunare rispetto alle particelle mature.

Terapia antiretrovirale
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Inibitori del ciclo di replicazione dell’HIV

Inibitori del virus libero

| virioni maturi del’HIV sono abbastanza labili e la trasmissione di
questo virus da individui infetti a non infetti richiede un contatto diretto
di fluidi dell’organismo contaminati. | diversi metodi per sterilizzare o
per disinfettare materiali a rischio biologico comprendono: la steriliz-
zazione in autoclave, I'incenerimento e soluzioni disinfettanti. Disin-
fettanti chimici come I'alcol etilico, I'alcol isopropilico, il perossido di
idrogeno, la glutaraldeide, I'ipoclorito di sodio, il lisolo o fenolico, la
paraformaldeide, il Nonidet P-40, il cloruro di ammonio quaternario,
la miscela di alcool ed acetone, e il pH estremamente alto o basso
sono in grado di distruggere I'HIV. Inoltre anche un metodo fisico,
come il riscaldamento a 56°C per almeno 30 minuti € in grado di
disattivare parzialmente o completamente I'HIV. Dati pubblicati re-
centemente dal nostro laboratorio hanno dimostrato che le modalita
di disinfezione delle lenti piul testati, se propriamente seguite, sono in
grado di decontaminare in modo sicuro le lenti a contatto da una
concentrazione di HIV maggiore alla 10 log. In questo modo verrebbe
completamente eliminato il rischio che la lente diventi vettore dell’HIV.
Inoltre i risultati di un nostro studio dove si € usato I'ozono a 1200 ppm
per due ore hanno evidenziato che esso € in grado di inattivare 'HIV
in vitro nel plasma senza modificare l'attivita del Fattore VIII Gli effetti
antivirali dell’'ozono comprendono sia la distruzione delle particelle
virali e/o l'inattivazione della trascriptasi inversa. Il trattamento con
ozono dei liquidi biologici o dei derivati del sangue potrebbe essere
un’interessante via da esplorare.

Inibitori della penetrazione del virus

La reazione di legame ad elevata affinita specifica tra la glicoproteina
dell'envelope del virus e la glicoproteina della superficie della cellula,
CD4 é di enorme importanza per l'inizio e la diffusione dell'infezione.
Inoltre esiste anche una via alternativa per la penetrazione del virus
nelle cellule CD4- attraverso una reazione di fusione a bassa efficien-
za. Una forma solubile di CD4 ricombinante (rCD4) ha inibito la
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Stadio del ciclo vitale del virus

1) Virus libero
B metile-estere, ozono, calore

2) Assorbimento del virus

3) Composti interferenti con la penetrazione
e la liberazione nel citoplasma

4) gene pol: funzione della DNA-polimerasi
RNA-dipendente (trascrittasi inversa)

5) gene pol : degradazione dellRNA
per attivita del’lRNAse H.

6) gene pol : funzione di integrasi
7) Transcrizione e translazione della
processazione del DNA provirale del'mRNA

virale.

8) Geni regolatori del virus: tat, rev, vif,
vpu, vpr

9) Mutazione ribosomiale

10) Clivaggio poliproteina Gag-pol
aloperidolo, cerulenina, inibitori del C2

11) Miristoilazione

12) Glicosilazione delle proteine virali
tunicamicina.

13) Gemmazione/maturazione dei virioni

Farmaci noti o potenziali

Disinfettanti, AL- 721, amfotericina

CD4 solubile o il suo modificato, Destrano
solfato, anticorpo anti gp120, composti o
anticorpo anti gp41, bloccanti del canale
del calcio nelle cellule neuronali

Ipericina, pseudoipercina,
analogo dell'amantidina.

Nucleosidi analoghi, composti TIBO,
analoghi diidro diazepinone, rifabutina,
suramina, HPA 23, fosfonoformato,
tannini, flavanoidi, glicirrizina,
fagaronina cloruro

Inibitori del’lRNAse H (AZT).

Inibitori non noti.

Oligonucleotidi antisenso, distruzione
del’mRNA specifico dell’HIV-1

con i ribozimi.

Oligonucleotidi antisenso,

inibitore della funzione Tat e Rev, mole
cole del TAR, decoys del TAR, inibitori
della proteina Rev

Inibitori non noti

Composto XVII, composto U-75875,
simmetrico

Analoghi di acido miristico come il 12-
metossidodecanoate

Castanospermina, 1-deossinoirimicina,
N-butildeossinoirimicina,

Interferon alfa, mutanti difettivi in vif,

Tabella 1. Stadi del ciclo vitale dell'HIV e inibitori potenziali o noti.
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replicazione dell’HIV-1 e la fusione cellulare indotta da HIV-1 e in
vitro. Il rCD4 ha anche inibito il virus dell'immunodeficienza della
scimmia dei macachi (SIVpac) nelle scimmie rhesus infette. Nono-
stante I'rCD4 abbia inibito alcuni ceppi dell’HIV-1 in vitro, & stato
molto meno efficace nell'inibizione dei virus monaocitotropici del’HIV-
1 e dell’HIV-2 rispetto a quello del prototipo HTLV-IIIg. Test clinici con
rCD4 hanno riportato o una diminuzione o nessun cambiamento
nella p24. Si puo prevedere che non si verifichi alcun effetto
dell'antigene p24, nel siero sia per la breve emivita dell'rCD4, sia per
la minore affinita degli isolati del’HIV-1 naturale con i recettori CD4
paragonati a quello dei ceppi del’HIV-1 di laboratorio. Inoltre
I'interazione CD4-gp120 puo anche essere bloccata piu efficace-
mente dal CD4 fuso alla catena pesante appartenente
all'immunoglobulina piu che dal solo CD4 solubile come descritto
negli studi in vitro.

Inoltre cellule transdotte di vettori retrovirali producenti CD4 solu-
bile sono anche in grado di proteggere cellule sensibili al’HIV
dall'infezione da HIV e una tale terapia genetica costituisce un
potenziale approccio per il trattamento dell’AIDS. Un recente studio
in vitro ha dimostrato che I'attivita anti-HIV dei globuli rossi portatori
di CD4, costruiti dopo che la proteina CD4 si é cross-legata ai globuli
rossi con un agente bifunzionale, si € rivelata essere almeno 20 volte
maggiore di quella del CD4 libero. In ogni caso sono necessatri altri
studi per valutare tali effetti benefici. Un approccio di questo tipo pud
accrescere I'emivita e la valenza della terapia basata sul CD4 per un
pit lungo tempo vitale del globulo rosso

Numerosi composti polianionici come il destrano solfato, il
pentosano polisolfato, I'eparina, I'acido aurintricarbossilico (ATA), la
suramina e il blu di evans, si sono rivelati in grado di prevenire
I'assorbimento di particelle di HIV nelle cellule CD4+, attraverso
I'inibizione del legame dell’anticorpo monoclonale anti-gp 120 con le
cellule HUT-78 cronicamente infette da HIV, in maniera dose-dipen-
dente e irreversibile. Inoltre tutti questi composti, esclusa I'eparina,
inibiscono la formazione dei sincizi. L’ATA interferisce anche con |l
recettore CD4. Per I'attivita anti-HIV dei solfato polisaccaridi come il
destrano solfato o il pentosano polisolfato, la presenza di gruppi
solfati & essenziale, mentre la componente dei carboidrati non lo é.
L'ultimo gruppo di composti puo essere esemplificato dall’alcool
polivinilico solfato (PVAS) o dall’alcool polivinilico solfato di acido
acrilico (PAVAS). Oltre all'attivita anti-HIV1, i polisaccaridi solfati e i
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PVAS sono anche in grado di inibire le replicazioni del’HIV2. Questi
composti proteggono inoltre le cellule CD4+ dall’azione distruttiva
delle cellule portratrici di gp120. Recentemente € stato provato che
il solfato schizofillano (SPG) I, una forma di solfato omopolisaccaride,
ha una potente attivitd anti-HIV. Il destrano di solfato, un polisaccaride
solfato prototipo € stato somministrato per via orale nella | e Il fase di
test clinici evidenziando un leggero miglioramento clinico e una minor
tossicita.

Comunque, in un altro studio, questo composto ha mostrato un
basso assorbimento del tratto gastrointestinale e una degradazione
significativa del tratto gastrointestinale dei ratti. Per ovviare a questo
problema, & stato condotto uno studio recente con la somministrazione
endovenosa di destranosolfato che ha evidenziato come non ha
alcun effetto anti-HIV.

Diversi composti di lipidi composti di gliceridi neutri di fosfati
dilcolina, un’etanolamina fosfatidilica (AL721) possono inibire I'infe-
zione da HIV dei PBLs. E’ stato proposto che agiscono estraendo il
colesterolo dalle membrane cellulari. Similmente anche il fosfo-
noformato palmitil disodico inibisce anche I'HIV-1. Comunque occor-
re una maggiore ricerca preclinica prima che essi possano essere
utilizzati

Penetrazione e liberazione

La fase successiva del ciclo vitale del virus & costituita dalla
penetrazione della membrana della cellula ospite. Questo processo
coinvolge una fusione diretta delle membrane cellulari e virali,
dell’endocitosi mediata dal recettore o forse di entrambe. La fusione
della membrana sembra essere mediata dalle proteine trans-
membrana gp41. Porzioni della parte amino-terminale della moleco-
la gp41 mostrano somiglianze di sequenza con le proteine di fusione
del paramixovirus. Mutazioni in entrambe le estremita amino-termi-
nali della gp120 o della gp41 possono alterare il legame gp120 -
gp41l. Cio puo essere utilizzato come potenziale obiettivo per un
intervento chemioterapeutico.

La penetrazione del virus nella cellula & seguita dalla liberazione
del nucleocapside e dal rilascio del complesso genomico RNA/RT
nel citoplasma della cellula. Composti analoghi all’amantidine nel
sistema influenzale o agenti che inibiscono la liberazione dei virus
picorna possono essere testati per inibire la liberazione dell’HIV
soprattutto per le somiglianze strutturali tra la proteina capsidica p24
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dell’HIV-1 e il capside dei virus picorna. Dioni policiclici aromatici
come l'ipercina e la pseudoipercina possono prevenire la liberazione
perché producono una stabilita della struttura capsidica del virus
insolitamente alta.

La morte cellulare neuronale causata dalla proteina dell’envelope
gp120 dell’HIV-1 é dovuta ad un aumento nel calcio libero intracellulare
pit che all'infezione da parte del’lHIV1. Sebbene questa reazione
possa essere fermata da un antagonista dei canali del calcio come
la nimopidina e si pud percio prevenire un danno neuronale, si
rendono necessarie ulteriori ricerche prima che si possano affermare
i benefici di un tale farmaco contro i danni al sistema nervoso centrale
provocati dall'HIV-1.

Trascrizione inversa

Dopo la liberazione, la sintesi di una copia del DNA provirale del
genoma dell’'RNA virale € mediata dall'RT, un enzima eterodimero
contenente subunita di 66 e 51 kDa codificate dal gene pol. Si tratta
di un enzima polifunzionale richiesto per la sintesi di una copia del
DNA del genoma dell’'RNA provirale dopo I'entrata del virus nel
citoplasma delle cellule. L'RT ha due attivitd’ enzimatiche: 1) I'attivita
polimerasica del DNA e 2) un’attivita ribonucleasica, RNAse H,
specifica per RNA in DNA: RNA forma ibrida. L'RT dell’HIV ha una
bassa fedelta sia nel copiare I'RNA che nei "templates" di DNA.
Questa bassa fedelta dell’enzima si riflette quasi sicuramente nell’al-
to tasso di mutazione del virus in vivo. Queste mutazioni rimarranno
la grossa sfida maggiore alla terapia anti-HIV.

Gli Analoghi dei Nucleosidi

Gli analoghi dei nucleosidi (figure 7 e 8), mostranti attivita anti-HIV
nei linfociti e nei monociti, si dividono in tre maggiori tipi strutturali.

Questi analoghi strutturali delle purine e pirimidine comprendono:
(1) i nucleosidi 3'- sostituti come I'AZT, la 3'-azido-2',3 dideossiuridina
(AZU), 3'-azido-2',3' dideossiguanosina (AZG), e 3'-fluoro-3'-
deositimidina (3'-FddT); (2) nucleosidi dideossi saturati come la 2',3'-
dideossiadenosina (ddA), la 2','3-dideossiinosina (ddl), la 2',3'-
dideossicitidina (ddC); e (3) i 2',3'- nucleosidi hon saturi come la 1-
(2,3-dideossi-b-D-glicero-pent-2-enofuranosile) timidina (d4T) o la
1- (2,3- dideossi-b-glicero-pent-2-enofuranosile) citosina (d4C). Il
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Figura 7. Nucleosidi Pirimidinici e loro analoghi.

meccanismo di azione di tutti questi composti si considera simile a
quello dell’AZT (figura 9).Questi composti sono dapprima metabolizzati
nel loro mono-, di-, e quindi le loro forme attive vengono trifosforilate
attraverso specifici enzimi cellulari. Il nucleoside trifosfato puo quindi
fungere sia da inibitore competitivo della RT sia come terminatore
dell’allungamento della catena del DNA attraverso la sua
incorporazione nel DNA o entrambi.
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Figura 8. Nucleosidi purinici e loro analoghi. Questi composti inibiscono
I’HIV RT attraverso lo stesso meccanismo degli analoghi della pirimidina.
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Figura 9. Rappresentazione schematica del meccanismo di azione anti-HIV
dell’Azidotimidina (AZT). Dopo la fosforilazione intracellulare dell’AZT, attra-
verso specifici enzimi cellulari, la sua forma 5' trifosfata (AzddTTP) puo inibire in
maniera competitiva il substrato naturale (dTTP) o puo incorporarsi come AzddTMP
nel DNA portando alla terminazione della catena.
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L’AZT ha dimostrato chiari benefici clinici nei pazienti affetti da
AIDS o da gravi malattie legate a questa infezione. In questi individui,
I'AZT ha portato ad una significativa diminuzione della mortalita, della
frequenza, e della gravita delle infezioni opportunistiche. Inoltre,
diversi test clinici con I'AZT in gruppi simili di pazienti hanno dimostra-
to un miglioramento immunologico e clinico. La terapia con 'AZT &
inoltre in grado di migliorare o ritardare i sintomi neurologici sia in
adulti che in bambini affetti dalla sindrome dell’AIDS.

Nonostante i sopracitati benefici clinici, I'AZT ha gravi effetti
collaterali, compresa la soppressione dell'attivita del midollo osseo,
la macrocitosi, I'anemia, la neutropenia, conseguenti alla sua
somministrazione a lungo termine. Altri effetti collaterali associati alla
somministrazione di AZT sono: nausea, vomito, cefalea, mialgie,
stati confusionali e aumento dell’aminotransferasi del siero. Per
evitare gli effetti tossici dellAZT senza compromettere ['attivita
retrovirale, i test clinici utilizzano basse dosi di AZT.

Un recente test clinico con eritropoietina umana ricombinante in
pazienti con AIDS trattati con '’AZT ha mostrato un miglioramento
dell’anemia in quei pazienti che avevano ricevuto I'eritropoietina
rispetto ad un gruppo di controllo. Inoltre recenti dati suggeriscono
che c'é stato un aumento nell'alto grado del linfoma non Hodgkin’s
delle cellule B ad elevata malignita nei pazienti affetti da AIDS grave
o da ARC quando sopravvivono fino a tre anni per la terapia con AZT.

Gli analoghi Effetti collaterali conosciuti
dei nucleosidi

AZT Nausea, vomito, cefalea, mialgia, miosite, stato confusionale,
crisi epilettiche, macrocitosi, anemia, neutropenia, tromboci-
topenia, encefalopatia di Wernick, sindrome di Steven- Johnson,
pigmentazione bluastra delle unghie, reazioni lichenoidi del
cavo orale, funzionalita del fegato anormale, emergenza di
isolati resistenti al’AZT.

ddC Eruzioni cutanee maculo-vescicolari, ulcere aftose della boc-
ca, febbre, malessere, neuropatia periferica, edema, trombo-
citopenia, leucopenia, perdita dell’'udito dovuta a danneggia-
mento del nervo VIII, ipotensione posturale.

ddl Nevralgia, insonnia, diarrea, bocca secca, eruzione cutanea,
alterata funzionalita epatica, valori elevati di amilasi e trigliceridi
nel siero, aumento dell’acido urico, atrofia retinica periferica
asintomatica, crisi epilettiche, diabete insipido, diabete mellito,
sindrome di Raynaud, neuropatia periferica, pancreatite acuta

daT Neuropatia periferica, anemia, alterata funzionalita epatica.

Tavola 1l. Vari analoghi dei nucleosidi analoghi e i loro effetti collaterali noti.
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Si ritiene che i linfomi osservati in un tale situazione siano in
relazione con il prolungamento della sopravvivenza in presenza di un
sistema immune gravemente compromesso. Comungue 0ccorrono
ancora ulteriori ricerche in questo campo per approfondire la
patogenesi. Negli individui a cui & stato somministrato 'AZT per un
periodo superiore a 6 mesi si € osservato I'emergere di ceppi di HIV
resistenti all’AZT. Lo sviluppo di una tale resistenza € legato alle
sostituzioni amino-acide in una regione codificante per la transcrittasi
inversa in isolati resistenti. Sinora non & emersa resistenza crociata
di ceppi dell’HIV resistenti al’AZT verso altri nucleosidi analoghi
come il ddC, il ddl, la d4T e I'analogo fosfonoformato.

Dopo la terapia con AZT , il 2, 3' - dideossicitidina (ddC), che &
stato il secondo analogo di nucleoside a essere testato clinicamente,
ha prodotto un miglioramento immunologico e virologico in alcuni
pazienti affetti da AIDS e la sua tossicita non si sovrappone all’AZT.
In indagini cliniche a breve termine facenti uso del DDC da solo, 0 in
alternanza con I'AZT, bambini affetti da AIDS o da ARC hanno
riportato un miglioramento immunologico e virologico. Sebbene la
capacita del ddC attraverso la barriera ematoencefalica sembri
essere bassa, nelle scimmie i livelli di farmaco che inibiscono la
replicazione in vitro dell’HIV possono essere raggiunti nel fluido
cerebrospinale dopo somministrazione endovenosa Gli effetti tossici
transitori autolimitanti del ddC comprendono eruzioni cutanee, ulce-
re aftose della bocca, febbre e malessere. Inoltre un effetto tossico
collaterale del ddC legato alla dose comprende la neuropatia perife-
rica sensitivo-motoria.

Il 2',3" - dideossiininosina (ddl), un analogo del nucleoside purinico,
€ un potente inibitore dell’HIV-1. A causa della piu lunga emivita
intracellulare (12-24 ore) della sua forma trifosforilata rispetto allAZT
e al ddC, richiede dosaggi meno frequenti. Le prima e seconda fase
dei test clinici con DDI, sia negli adulti che nei bambini, hanno
mostrato miglioramenti clinici, immunologici della carica del virus.
Benché abbia mostrato effetti virostatici in pazienti affetti da AIDS
refrattari all’AZT, non c’é stato alcun miglioramento nella conta delle
cellule CD4 nei pazienti sottoposti a trattamento prolungato con
I’AZT. Il ddI é stato associato a gravi tossicita come una dolorosa
neuropatia periferica e la pancreatite acuta.

Il DAT, nella fase | del test, ha mostrato alcune evidenze preliminari
come un miglioramento delle cellule CD4+ e dei sintomi costituzionali
cosi come una diminuzione del livello sierico della p24. Causa
neuropatia periferica.
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Malgrado il piu ampio indice di selettivita del’AZddU per I'attivita
anti-HIV, rispetto all’AZT, alcuni ceppi HIV, resistenti al’AZT, hanno
una resistenza crociata a questo farmaco in vitro. Questo dato
potrebbe limitare il suo uso clinico.

Oltre agli analoghi dei nucleosidi precedentemente trattati, anche
gli analoghi dei nucleosidi aciclici e carbociclici sono in grado di inibire
la replicazione dell’HIV. Tra questi composti vi sono la 9-(2-
fosfonilmetossietile) adenina (PMEA), la 9-(2-fosfonilmetossietile)-
2,6-diaminopurina (PMEDAP), la adenalene, I'isoddado, carbovir,
ciclobuta G e la cicliobuta A. Gli ultimi due composti appartengono ad
analoghi dicarbociclici della ossetanocina. Sia gli analoghi dei
nucleosidi aciclici che carbociclici richiedono una fosforilazione
intracellulare per trasformarsi nella loro forma di trifosfato attiva sulla
trascrittasi inversa .

Oltre all'attivita anti-HIV -1 e anti-HIV-2, il ciclobut-A agisce contro
il citomegalovirus umano (CMV) e il ciclobut G agisce contro I'Herpes
simplex virus (HSV) 1 e 2, CMV, il virus della varicella-zoster e il virus
Epstein-Barr (EBV). In questo modo tali composti possono essere di
interesse clinico per il loro vasto range di attivita antivirale dal
momento che questi virus si sono rivelati come cofattori dell’HIV
nellAIDS. Il Cicliobut A e G hanno una tossicita per il midollo osseo
che ne limita l'uso.

Il carbovir (fig. 10) & un inibitore altamente selettivo della trascrit-
tasi inversa con modesto effetto sugli enzimi cellulari. Questo effetto
inibitorio € piu selettivo di quello mostrato dai trifosfati degli AZT, ddT
e ddG.

Sebbene il PMEA e il PMEDAP siano meno potenti e meno
selettivi del’AZT nell'inibire la replicazione dell’HIV in vitro, sono piu
efficaci del’AZT in vivo. Sia il PMEA che il PMEDAP hanno anche un
vasto range di attivita antivirale contro cofattori come 'HSV, il CMV,
e 'EBV. Quindi questi farmaci possono essere utilizzati sia per il
trattamento dell’AIDS che per le infezioni opportunistiche. Inoltre il
PMEA & un potente inibitore del virus dellimmunodeficienza della
scimmia, del virus del sarcoma murino e del virus dell'immuno-
deficienza felina. Questi composti hanno un’attivita antivirale molto
prolungata che perdura per diversi giorni dopo la somministrazione
di una singola dose. Il PMEA & anche un potente inibitore della RT e
agisce anche come "terminator" della catena del DNA come altri
analoghi nucleosidi. Il PMEA ha una emi-vita intracellulare relativa-
mente lunga (16-18 ore). Sono necessari ulteriori studi pre-clinici
prima che questi composti possano affrontare test clinici.
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Inoltre due classi di composti appartenenti a derivati 6- sostituti di
acicluridina come il 1-(2-idrossietossimetile)-6-feniltiotimine (HEPT)
e alla benzodiazepina (R-78305) con composti derivati modificato
tetraidroimidazo benzodiazepinone 1(TIBO), (ad es. R-82150) come
illustrato nel figura 11, sono potenti, selettivi e inibitori specifici
unicamente dell’HIV-1 e non del HIV-2 o di altri retrovirus o di virus
RNA o DNA. Sebbene questi composti inibiscano la RT, la loro
specificita anti-HIV-1 li rende abbastanza diversi dagli analoghi dei
nucleosidi. Recentemente, il composto R-82150 ha dimostrato di
inibire la trascrizione inversa quando poli (rA). L'Oligo(dT) 12-18,
poli(rl) oligo(dC) 12-18 e il poli(rC) oligo(dG) 12-18 sono stati usati
come stampi e primers.

Il preciso meccanismo d’azione da parte del’lHEPTsull'RT non e
ancora ben conosciuto. Inoltre un derivato del TIBO come i composti
R82913 hanno dimostrato simili effetti anti-HIVI.

Il BI-RG-587, dipiridodiazepinone (figura 12), € un potente inibitore
dellRT HIV-1 e non dell’HIV-2 . Agisce come un inibitore allosterico
legandosi ad un sito separato dallo stampo, dal primer e dai siti
leganti del nucleoside trisfofato . Recentemente, I'1 - benzilossimetil-
5-etil-6-feniltiouracile, simile al’HEPT, ha dimostrato di essere il piu
potente agente anti-HIV specifico, a concentrazione nM nei linfociti
del sangue periferico. Questo composto, come I'HEPT, inibisce
anche la replicazione dei mutanti del’'HIV-1 resistenti al’AZT.

OH

00

HO

Carbovir NSC 614846

Figura 10. Struttura del (+)-g-[4-L-(idrossimetile)-ciclopentano-
2-ene-la-yl] guanina; carbovir, NSC 614846.
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Figura 11. Strutture del -(+)-(s)-4,5,6,7- tetraido-9-cloro-5-metil-6-(3-
metil-2butenile)imidazo[4,5,1-jk][1,4] benzodiazepina-2(1H)-tione (TIBO);
e -(+)-(s)-4,5,6,7-tetraido-5-metile-6-(3-metile-2-butenile)imidazo[4,5,1-
jK][1,4]- benzodiazepine-2(1H)-tione (TIBO R82150).
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Figura 12. Struttura del 6,11 diidro-11-ciclopropil-4-metildipirido
(2,3-6:2',3" -e)-(1,4) diazepina-6-uno (BI-RG-587), un derivato del
dipiridodiazepinone.
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Integrazione del DNA provirale dell’HIV

Dopo che il DNA a doppia-elica del provirus HIV contenente un
LTR ad ogni estremo € stato sintetizzato per azione della Transcriptasi
Inversa, la molecola lineare del DNA viene trasportata nel nucleo da
un meccanismo ancora non ben definito. Pud rimanere anche nel
citoplasma in forma lineare non integrata. Studi recenti condotti in
vitro suggeriscono che il DNA dell’HIV non integrato pud accumularsi
in cellule CEM notevolmente infettate dall’HIV-1 e portarle cosi alla
morte. E’ necessaria la comprensione del meccanismo preciso di
necrosi cellulare per poter bloccare tale citopatogenicita dell’HIV.

Con il trasporto della molecola lineare del DNA all’interno del
nucleo, si ha la formazione di molecole di DNA a spirale contenenti
uno o due LTR. Il DNA provirale viene quindi integrato nel genoma
dell’'ospite per azione delle integrasi virali. Durante questo processo,
l'integrasi taglia le estremita del DNA provirale, taglia il DNA ospite e
unisce con legame covalentemente le estremita del DNA virale e di
quello dell'ospite. Sinora non é chiaro quale sia realmente il precur-
sore della forma integrata: se la forma lineare o la forma circolare del
DNA a doppia-elica. Per il momento non esistono inibitori noti del
processo di integrazione.

Una volta integrato come DNA provirale, pud rimanere latente a
lungo. Sia i fattori cellulari che gli elementi regolari codificati dal
genoma virale giocano un ruolo nell'attivazione e regolazione dellHIV.

Regolazione genetica dell’HIV

L'HIV-1, un retrovirus complesso, codifica vari prodotti genetici
derivati dai geni gag, env, pol, tat, rev, e nef, per regolare la loro
espressione e quella di altri geni virali in trans; cosi come la maturazione
e la diffusione di virus infettivi.

Il gene tat, un gene regolatore, codifica una proteina da 14
kilodalton con domini funzionali multipli. Questa proteina, un regolatore
positivo, transattiva I'espressione genetica diretta dellLTR dell’HIV-
1 e determina livelli elevati di RNA specifico del’HIV-1 e della sintesi
proteica. Nella estremita COOH-terminale della proteina, si trova
un’area conservata ricca di lisina ed arginina necessaria per la
localizzazione nucleare e nucleolare del Tat.

Mutazioni all'interno di questa sequenza hanno mostrato una
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ridotta localizzazione nucleare delle proteine mutate ed hanno ridot-
to, le proprieta di trans-attivazione del Tat a livelli variabili. Quest'ul-
tima proprieta e stata dimostrata come iperproduzione della proteina
mutante che ha portato livelli di transattivazione simili a quelli rilevati
con livelli normali di proteina di tipo selvaggio.

Quest'estremitd serve anche come dominio dei legami delle
sequenze del’RNA specifico. L'estremita N-terminale della proteina,
ricca in cistina e conservata immodificata e responsabile del legame
degli ioni metallici e della proteina di mediazione: interazione proteica
per la replicazione virale.

Sono stati proposti diversi meccanismi possibili e controversi
attraverso i quali il Tat intensifica la velocita di trascrizione. Questi
meccanismi comprendono: 1) aumentata velocita di inizio di trascri-
zione 2) processivita aumentata piuttosto che termine prematuro
delle trascrizioni iniziate all'interno dell’'LTR dell’HIV-1 come puo
essere rilevato sotto forma di allungamento del Tat attraverso gli
stampi del DNA; 3) complessi di trascrizione che ne modificano
I'inizio verso una forma di terminazione resistente attraverso interazioni
con il nascente stem-loop RNA del TAR. Non si sa se il Tat modula
I'esportazione dal nucleo delle specie di RNA che contengono il TAR;
tuttavia, & stato ipotizzato che il Tat sia in grado di interessare la
suddivisione citoplasmatica in comparti e quindi, I'utilizzo della tradu-
zione sulle trascrizioni contenenti TAR.

La sequenza di nucleotidi del genoma virale, designata come
regione di trans-attivazione della risposta (TAR) localizzata nella
regione 5'R delle trascrizioni dell’'HIV-1, é essenziale per la trans-
attivazione mediata dal Tat. Si tratta di una struttura a spirale formata
da 59 nucleotidi del’/RNA. Le analisi mutazionali hanno mostrato che
i segmenti a doppia-elica del’lRNA presenti nel TAR critiche verso le
informazioni della sequenza primaria sono situati nella spirale termi-
nale dei nucleotidi e nella protuberanza dei tre nucleotidi del TAR. Il
Tat possiede la capacita di legare in maniera specifica queste regioni.
Tuttavia, studi recenti hanno suggerito che l'interazione tra il Tat ed
il TAR si verifica esclusivamente nella regione della protuberanza dei
tre nucleotidi. Inoltre, la trans-attivazione del Tat del LTR dell’HIV-1
richiede legame cooperativo sia del Tat che di una proteina nucleare
di circa 68kD a strutture a spirale differenti ma adiacenti del TAR
RNA. Proteine cellulari possono anche ritrovarsi nella mediazione
della trans-attivazione mediata dal Tat.

La seconda proteina regolatoria , Rev, & un prodotto di traduzione
di 19 kD di un messaggio multiplo diviso da un gene rev che ha due
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exoni di codificazione. Questa proteina e fosforilata in due residui di
serina ed é localizzata nel nucleo, in modo predominante, a livello
nucleolare. | domini funzionali della proteina Rev sono stati definiti
chiaramente. Il primo dominio, approssimativamente 40 aminoacidi
nella sequenza terminale NH2 ricco di arginina, & essenziale per la
localizzazione nucleolare e media I'interazione delle sequenze spe-
cifiche del Rev con elementi responsivi del Rev (RRE). Inoltre gli
aminoacidi che fiancheggiano la regione ricca di arginina sono
necessari per la multimerizzazione del Rev sulla sequenza bersaglio
del'lRRE.

Il secondo dominio funzionale, localizzato vicino alla regione
COOH-terminale, rappresenta un dominio di “attivazione” del Rev. Si
ritiene che la proteina Rev funzioni da attivatore dell’esportazione dal
nucleo di vari tipi di RNA virale sequestrato. Cid avviene sia
antagonizzando la loro interazione con i fattori di sdoppiamento o
facilitando direttamente la loro interazione con un componente della
via di trasporto del’RNA cellulare. L’'aumentata esportazione dal
nucleo degli mMRNA non divisi, specifici per trascrizioni non divise
dell’HIV-1, € mediata da una sequenza di 234 nt del’RNA bersaglio,
RRE, localizzata allinterno del gene env. L'RRE € presente nellmRNA
singolarmente diviso o nel’'mRNA piu grande non diviso. E’ stato
dimostrato che la proteina Rev si lega al’RRE in vivo con alta affinita.
Un sottodominio 66 nt a spirale dellRRE ¢ sufficiente per un legame
ad alta affinita del Rev e si e rivelato sufficiente per un’attivita
biologica parziale in vivo; mentre il imanente sito legante del RRE
aiuta a stabilizzare la struttura del’RNA del sito legante del Rev ed
€ necessario per una completa attivita biologica in vivo.

Nef ¢ il terzo prodotto genico dell’HIV-1. Si tratta di una fosfoproteina
miristilata associata con una struttura della membrana citoplasmatica.
Il ruolo del nef non & chiaro.

Oltre alle proteine regolatrici codificate dal genoma virale, I'espres-
sione genica dell’HIV & anche influenzata da vari fattori di trascrizione
cellulare. Il LTR dell’HIV-1 ha evidenziato un numero di elementi di
controllo trascrizionale che possono essere legati da proteine cellulari
costitutive o indotte dell'ospite . Queste regioni comprendono I'AP-1,
I'HFAT-1, 'USF, 'NFKB, I'SP-1, il TFIID, il TAR, 'LBP e TATA. L'NF-
kB gioca un ruolo importante nell’attivazione di molti geni coinvolti
nella risposta cellulare allinfiammazione. Questi geni sono R3-
interferon, GM-CSF, IL-2, TNF-a , IL6, la catena a del recettore
dell'lL-2, antigeni MHC della classe | ed amiloide A del siero. Usando
I'NFkB per stimolare la replicazione retrovirale nei siti dell'infiamma-
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zione, l'attivazione di questa proteina come una delle prime risposte
cellulari é stata attenuata dall’HIV-1.

Le funzioni dei siti leganti per il NFAT-1 e 'AP-1 nel LTR dell’HIV-
1 non sono chiare. | siti leganti per i fattori della trascrizione cellulare
costitutiva SP-1 ed TFIID e del TATA box sono collocate nellLTR
dell’HIV-1 e giocano il ruolo di promotori. Altri siti leganti per i fattori
costitutivi come USF ed LBP sono anche presenti nel LTR dell’HIV-
1; tuttavia, il significato funzionale di queste interazioni rimane poco
chiaro.

L’espressione genica dell’HIV-1 pud anche essere influenzata da
virus eterologhi, particolarmente da virus DNA. Il controllo della
trascrizione delllLTR dell’HIV-1 puo essere stimolata quando le
cellule sono coinfettate con i cloni molecolari del virus JC, del virus
BK, del papovavirus linfotropico, con il papillomavirus bovino, con
I'herpes simplex virus di tipo 1 e con il virus della varicella-zoster.
Inoltre, € stato dimostrato che i prodotti genici virali codificati dal virus
della leucemia delle cellule T umane, dagli adenovirus e dal virus
dell’epatite B, aumentano I'espressione del gene dipendente dallLTR
dell’HIV nelle cellule transfettate.

I CMV ed il prodotto del gene precoce del suo trans-attivatore
possono anche trans-attivare I'espressione dell’HIV-1. In maniera
analoga, cio accade anche per il virus dell’epatite B e per il virus
herpes 6 (HHV-6). L'infezione doppia delle cellule T umane CD4+ in
coltura con HHV-6 ed HIV-1 ha portato ad un aumento della
replicazione dell’HIV-1 ed un aumento della morte delle cellule.
Inoltre, é stato dimostrato che il transattivatore Tax dell’HTLV-I
induce l'attivitd del’NF-kB in cellule T infettate dallHTLV-I.

Arresto della trascrizione e/o traslazione: gli antisenso

Gli oligonucleotidi sono piccoli oligomeri di RNA o DNA a singola
elica complementari alle regioni del genoma dell’HIV che vengono
trascritte. Possono arrestare la trascrizione del DNA provirale in
mRNA virale, legandosi al DNA provirale, impediscono la translazione
(oligonucleotidi antisenso) del’'mRNA virale legandosi al’lmRNA, o
impediscono la divisione legandosi alle parti di giunzione del’lmRNA
precursore virale.

Vengono suggeriti vari modi perché arrivino nella cellula senza
essere degradati dagli enzimi ed aumentare la captazione e la loro
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migliore presentazione alle cellule. Tali approcci che hanno avuto
successo sono la sostituzione dei legami di fosfodiestere con i
metilfosfonati, i fosfonotionati, i fosforamidati ed il legame del
colesterolo nella posizione 5' terminale dell'oligomero fosforotionato.
Inoltre, un recente approccio comprendente gli anticorpi rivolti verso
liposomi contenenti RNA antisenso nella regione env si € rivelato in
grado di inibire 'HIV-1.

Gli oligomeri antisenso complementari al donatore, all’accettante
sovrapposto, ed il siti leganti del primer tRNA dell’HIV-1 hanno
evidenziato attivita anti-HIV in vitro. Il metilfosforato complementare
al primo sito accettante sovrapposto del gene tat-3 € stato in grado
di inibire la formazione di sincizi mediata dall’HIV-1e i livelli del’/RNA
dellHIV-1 ridotto e della RT in cellule trattate con gli oligo (dNmp). La
superespressione del TAR dell’HIV-1 contenente trascrizioni ha
portato ad una diminuzione dei livelli di HIV-1 nelle cellule CEM che
presentavano livelli elevati di trascrizioni tRNA-TAR chimerico.

Inoltre sono stati testati per Il'attivita anti-HIV gli analoghi
fosforotionati complementari al gene rev dell’HIV, gli oligonucleotidi
senso di questa stessa regione e gli omopolimeri. L’'omopolimero 28-
mer dell'oligodeossicitina fosforotionata ha dimostrato effetti inibitori
significativi sulla replicazione dell’HIV-1 in cellule infettate in modo
cronico dall’HIV-1 senza effetti deleteri sulle cellule bersaglio non
infettate.

Recentemente, un’omocitidina 10-mer fosforotionata non sequenza
specifica contenente una parte di colesterolo legato covalentemente
all'estremita 5' terminale ha inibito la formazione di sincizio indotta
dall’HIV-1 ed HIV-2 nelle cellule T suscettibili.

Questo oligomero non & propriamente un oligomero antisenso o
senso. In questo studio, si € anche dimostrato che esso inibisce
l'attivita della DNA polimerasica, ma non l'attivita del’'RT H dellRNAse.
Bloccava anche parzialmente il legame del gp120 con i CD4.

| dati provenienti da un altro laboratorio hanno dimostrato un’ini-
bizione della replicazione dell’HIV-1 da parte del’'RNA trascritto
nell’orientamento senso o antisenso dalla regione 5’leader/gag.

Non risulta ancora chiaro se queste molecole inibiscano la
replicazione dell'HIV e le citopatogenicita associate interferendo con
la trascrizione del’'mRNA e/o processazione, attraverso un arresto
della traduzione o attraverso altri meccanismi.

Benché i dati sopra menzionati sembrino far presagire un possibile
uso di tali oligonucleotidi (senso e antisenso), questi approcci do-
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vrebbero essere attentamente valutati in termini di costo, di diffusio-
ne alle cellule senza degradazione da parte degli enzimi dell'ospite,
e di effetti tossici con lo studio su animali prima dell’'uso in test clinici
sull’'uomo.

Un composto facente parte della famiglia delle benzodiazepine e
stato descritto come inibitore della proteina Tat.

Proteasi virale ed i suoi inibitori

Oltre a codificare la trascriptasiinversa e l'integrasi degli enzimi, il
gene virale pol codifica una proteasi che & essenziale per la proteolisi
di alcune proteine virali come le proteine del gag (p17, p24, p15, p9,
p6) (Figura 13) e dei prodotti del gene pol. La proteasi € codificata
dall'estremita 5' del gene pol nella regione della parte sovrapposta
del gag-pol. Lo spostamento ribosomiale determina la produzione
delle poliproteine precursore codificate nel gag-pol (Pr160929-poly,
Queste poliproteine (Figura 13) sono sottoposte a rottura autocatalitica
per dare origine alla proteasi virale, e successivamente alla RT, la
ribonucleasi H, l'integrasi, p17, p24, pl e p15. Inoltre, la rottura della
poliproteina gag porta alla formazione di varie proteine codificate nel
gene gag come descritto in precedenza. Questa rottura proteolitica
€ necessaria per la maturazione dei virioni.

La sequenza del sito attivo altamente conservata Asp-Thr/Ser-

‘ Pr160 szl ‘

Miristoilato

Miristoilato
NHZ—‘ p17‘ p24 leS ‘ Proteasi ‘ Trascrittasi inversa ‘RN‘ Endonucleasi ‘

Figura 13. Presentazione schematica delle poliproteine, Pr160gag-
pol e Pr55gag tradotte rispettivamente dai geni gag-pol e gag. La
rottura proteolitica del Pr55gag produce il p17, p24, pl, p9 e p6;
mentre la rottura proteolitica del Pr160gag-pol porta alla p17, p24,
pl, p15, alla proteasi, alla trascriptasiinversa, alla ribonucleasi H
(RN) e alla endonucleasi.
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Glyn nelle proteasi retrovirali e la loro esistenza come omodimeri,
suggerisce che questi enzimi sono simili nella struttura tridimensio-
nale allantenato delle proteasi aspartiche simil pepsina.

Inoltre, I'analisi con raggi X della proteasi dell’HIV-1 con una
risoluzione di 2.7 A conferma I'omologia strutturale tra le proteasi
retrovirali. La conoscenza della somiglianza tra le proteasi retrovirali
e le proteasi aspartiche dei miceti e dei mammiferi implica un
processo catalitico identico.

A causa del significato di questa ricerca, sono stati individuati vari
inibitori anti-proteasi. Gli inibitori basati sul substrato comprendono
I'aloperidolo ed la cerulenina. Usando un sistema di ricerca basato
sulla struttura con I'ausilio di un computer, si € riscontrato che
I'aloperidolo € un inibitore selettivo della proteasi dell’'HIV-1. Benché
I'aloperidolo inibisca selettivamente le proteasi del’HIV-1 e dell’HIV-
2, la concentrazione di questo medicinale, richiesta per una tale
inibizione ¢ tossica e pud essere mortale. Un altro composto, la
cerulenina € un antibiotico che si trova comunemente in natura, una
proteinase di aspartile fungina ben caratterizzata, un attivatore di
endotiapepsina, ed un inibitore della sintesi degli acidi grassi. La
cerulenina inibisce la proteasi del’HIV-1 come si evidenzia in studiin
vitro usando tre substrati: 1) un eptapeptide sintetico corrispondente
alla sequenza nel punto di congiunzione del gag p17 e p24 dell'HIV-
1, 2) un precursore gag batteriologicamente espresso e 3)
Transcriptasi inversa. La sua mancanza di specificita a causa del
vasto raggio di effetti e di citotossicita rende la cerulenina un
candidato non idoneo all’'uso clinico.

Recentemente, I'U-75875 (Figura 14), un inibitore peptidomimetico,
si & dimostrato un inibitore irreversibile della processazione della
proteina gag-pol dell’HIV-1. Le particelle del virus prodotte in presen-
za del farmaco non erano infettive, contenevano solo precursori del
gag ed erano morfologicamente immature. Questo composto, su
base molare, era potente quanto 'AZT nel blocco della replicazione
dell’HIV-1 nei linfociti umani. Inoltre, inibiva anche le proteasi dell’HIV-
2 e del SIV.

Un altro peptide, contenente una idrossietilamina attiva al centro
della molecola, indicato come composto XVII (Figura 15), &€ un
potente ed altamente selettivo inibitore della proteasi contro I'HIV-1a
concentrazioni nanomolari in varie linee cellulari.

Esso era in grado di inibire sia I'HIV-1 che I'HIV-2, ma presentava
un effetto limitato sulle proteasi aspartiche. Inoltre sono stati recen-
temente disegnati, inibitori immetrici della proteasi del’HIV basando-
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si sulla simmetria tri-

Questi composti
I'infezione acuta da
proteasi dell’HIV-1 s

Recentemente, i
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dimensionale del sito attivo dell’enzima.

si sono rivelati estremamente potenti contro
HIV-1 in vitro e altamente selettivi contro la
e paragonati ai relativi enzimi cellulari.
composti di difluorochetoni si sono rivelati in

grado di inibire la proteasi dell’HIV-1 a concentrazioni nanomolari.
Alcuni di questi composti dovrebbero essere testati in prove
precliniche per studiarne la biodisponibilita e farmacocinetica. Ben-

ché alcuni degli ini
tossicita, la conosce
posti dovrebbe esse

bitori dell'antiproteasi presentino problemi di
nza acquisita nella preparazione di questi com-
re applicata allo sviluppo di futuri farmaci.
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dell’attivita proteasica dell’HIV-1 puo essere otte-

nuta dagli inibitori del substrato come I’idrossietilamina e il composto XVII.

La sequenza del subst
I’inibitore substrato-basa
dalla freccia tratteggiata.
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Glicosilazione e miristoilazione

Durante la maturazione delle proteine dell’HIV-1 awviene la
miristoilazione delle poliproteine precursore gag e gag-pol e la
glicosilazione pesante delle glicoproteine dell'involucro virale .

Il legame covalente del miristato al residuo Gly del’NH2-terminale
residuo della poliproteina 55 gag dell’HIV-1 attraverso il miristoil CoA:
la transferasi protein N-miristoil & essenziale per il processo proteolitico
e I'assemblaggio virale. Recentemente, un analogo dell'acido miristico,
il 12-metossideconato (13-OxaMyr) si & dimostrato in grado di inibire
il processo proteolitico e la produzione del virus in cellule H9
cronicamente infettate. Inibisce anche la produzione di HIV-1 in
cellule H9 infette in modo acuto senza accompagnarsi a tossicita
cellulare. Inoltre, questo composto e 'AZT agiscono sinergicamente
per ridurre la produzione del virus in cellule H9 infette in modo acuto.
La glicosilazione delle proteine dell'involucro dell’HIV-1 é prevalen-
temente N-legato ed ¢ effettuato dagli enzimi cellulari all'interno del
reticolo endoplasmatico e del Golgi. Dopo la sintesi del precursore
della poliproteina env con I'inserimento co-translazionale nel reticolo
endoplasmatico, avviene il trasferimento del componente glicano dal
lipide carrier dolico fosfato alla catena di peptidi crescente.

Successive modificazioni di questo glicano ramificato compren-
dono la rimozione del glucosio terminale attraverso I'a- glucosidasi |
e successivamente attraverso a- glucosidasi Il all'interno del reticolo
endoplasmatico e del Golgi. A seguito di cid, la maturazione delle
catene laterali di N-oligosaccaridi delle glicoproteine avviene attra-
verso a- mannossidasi | e Il ed altre transferasi. Dopo la divisione del
precursore gpl60 e I'aggiunta delle parti di galattosio, queste prote-
ine mature vengono trasportate sulla superficie delle cellule. La
presenza di carboidrati sembra giocare un ruolo chiave nell'interazione
tra gp120 e molecole CD4, e la formazione di sincizi multinucleati.

Sono stati descritti vari inibitori della glicosilazione delle proteine
virali (Figura 16). La tunicamicina & un inibitore della glicosilazione N-
legata, mentre la castanospermina e derivati della deossinogirimicina
sono inibitori dell'a- glucosidasi I. Questi composti inibiscono anche
la citopaticita HIV-1 mediata e la formazione di sincizi. Inoltre, la loro
citotossicita e accettabile. La N-butil-deossigirimicina & considerata
un potente inibitore della replicazione del’HIV-1 piu di quanto non lo
sia il composto ad essa affine. La N-butil-deossigirimicina ritarda il
processo di formazione dell'involucro dalla forma del precursore alla
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Figura 16. Meccanismo di azione di vari inibitori della glicosilazione

superficie matura e delle proteine di transmembrana nelle cellule
infettate dall’HIV-1 e dal SIV-mac, cosi come nelle cellule infettate dal
virus ricombinante envelope HIV-1 vaccinico. Per contro, questo
composto non ha effetto sulla sintesi e processazione delle proteine

gag.

Gemmazione e maturazione

Le attuali conoscenze riguardanti la cinetica dell’assemblaggio e
del processo di gemmazione non sono chiare. | geni vpu e vif sono
rispettivamente responsabili del rilascio di particelle e della infettivita
virale. Ad oggi, non sono noti gli inibitori di questi geni o dei loro
prodotti. L'a -Interferone inibisce in coltura il rilascio della
trascriptasiinversa virale e della p24 nel surnatante da parte di linee
cellulari cronicamente infette; ma non ha effetti sui livelli di
trascriptasiinversa o p24 associati alla cellula.

Inoltre, inibisce la replicazione dell’HIV-1 in cellule, infette acuta-
mente.
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Miscellanea di composti antivirali

Si e evidenziato come vari derivati vegetali naturali inibiscano la
replicazione dell’HIV-1 in vitro. Il meccanismo(i) attraverso il quale
alcuni di questi composti inibiscano I'HIV non & del tutto chiaro. Alcuni
derivati del tannino come l'acido 1,3,4-tri-O-galloil-chinico; I'acido
3,5-di-O-galloil-scichimico; I'acido 3,4,5-tri-O-galloil-scichimico, la
punicalina e la punicalagina inibiscono la replicazione dell’HIV-1
nella linea di cellule H9 infettate con scarsa tossicita.

Inoltre due di questi composti, la punicalina e la punicalagina
inibiscono l'attivita della trascriptasiinversa dell’HIV-1 purificato a
concentrazioni di um. Una proteina di 30kDa purificata dai semi e
frutti della Mormodica charantia presenta in vitro proprieta inibitrici
dell'infezione delle cellule libere da HIV-1 in ragione della dose
riducendo la formazione di sincizi, 'antigene p24 e la trancriptasi
inversa a concentrazioni di nM. Non sono stati riscontrati effetti
citostatici o citotossici durante la sperimentazione. Recenti scritti
sugli estratti dei polissaccaridi (PC-6 e PC-7) solubili in acqua
provenienti da pigne del Pinus parviflora sieb et Zucc hanno rivelato
potenti effetti immuno-potenzianti.

Questi composti hanno anche presentato un’attivita anti-HIV-1, in
maniera proporzionale alla dose, in linee cellulari infette in maniera
cronica ed acuta, come misurato attraverso il dosaggio della p24
dell’HIV-1. Essi sono relativamente non tossici per le cellule. Inoltre,
la PC-6 inibisce anche la trascriptasiinversa dell’HIV-1, probabilmen-
te per un effetto diretto sulla trascriptasiinversa piuttosto che per
I'attivita bloccante della trascriptasiinversa quando si lega allo stam-
po.
Vari flavanoidi quali la biacelina, la quercetina, la quercetagetina
e la miricetina si sono rivelati potenti inibitori a concentrazioni di ng
della trascriptasiinversa del virus della leucemia murina di Rauscher
(RLV) e dall’HIV-1. L'inibizione della trascriptasiinversa era competitiva
nel caso della RLV e parzialmente competitiva nel caso dell’HIV nel
caso del complesso primer dello stampo (rA)n (dT) 12-18 e non
competitivo rispetto al substrato trifosfato, dTTP. L’inibizione da
parte delle biacelina & altamente specifica per la trascriptasiinversa
e non per la DNA polimerasi B o per la DNA polimerasi | se
paragonata ad altri flavanoidi. Benché sia stata osservata questa
eccezionale inibizione della trascriptasiinversa, questi composti sono
altamente citotossici per i linfociti in coltura e possono avere problemi
nel raggiungere la trascriptasiinversa nel citoplasma. Alcune
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modificazioni strutturali dei flavanoidi possono aiutare a ridurre la
tossicita ed aumentare I'ingresso nella cellula bersaglio.

Altri medicinali vegetali quali la glicirizzina, derivata dallaglycyrrhiza
uralensis, e schizymenia pacifica hanno rivelato rispettivamente
attivita anti-HIV e capacita di diminuire la trascriptasiinversa dell’HIV.

Una tricosantina, derivata dalle radici medicinali della pianta
cinese trichosanthes kirilowii maxim cucurbitaceae, € un inibitore
delle proteine ribosomiali. Inibisce la replicazione del’HIV nei linfociti
e nei macrofagi in vitro ed uccide specificatamente i macrofagi
infettati dall’'HIV. E’ in corso una seconda fase dello studio con uso di
questo composto sia con AZT che con ddl in pazienti che non hanno
risposto a terapia con analoghi del nucleoside. | dati preliminari di
questo studio indicano che I'aggiunta di tricosantina ed AZT compor-
ta una diminuzione delle cellule CD4+. Non é stata riscontrata
diminuzione nei livelli elevati di p24 con terapia combinato probabil-
mente a causa della bassa dose di tricosantina utilizzata.

La GLQ223, una versione formulata della tricosantina, ha dimo-
strato effetti anti-HIV nelle cellule linfoblastoidi T e livelli diminuiti di
p24 in monociti infettati da HIV misurata con la citofluorimetria a
flusso. Questo composto ha anche diminuito la replicazione dell’HIV-
1 in macrofagi cronicamente infettati in vitro cosi come rilevato dalla
p24 citoplasmatica (sia con ELISA che citometria a flusso) e i livelli
di RNA dellHIV-1 (analisi slot blot) senza causare citotossicita
misurabile nelle colture non infette. Effetti collaterali associati a
questo farmaco come preliminarmente illustrato nella fase | dello
studio comprendono febbre, brividi, dolori muscolari e ossei,
innalzamento degli enzimi ed eruzione cutanea.

Il cloruro di fagaronina, un alcaloide di benzofenatinidina derivato
dalla pianta africana Fagara Xanthoxyloides Lam sembra inibire la
trascriptasiinversa e I'HIV-1 a livelli di ng in linee cellulari infettate in
maniera acuta e si € rivelato non tossico alla concentrazione di 0.1 pg.

Il fosfonoformato ed i suoi analoghi, gli analoghi dell'acido
naftalenesulfonico hanno dimostrato proprieta inbitorie della
replicazione dell’HIV-1 e della formazione di sincizi. Inoltre, i derivati
dell’acido naftalenesulfonico inibiscono anche la trascriptasi inversa
del'HIV-1.
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Associazione di farmaci

Vari farmaci anti-HIV sono associati a gravi effetti collaterali.
Inoltre, stanno emergendo anche isolati resistenti associati alla
terapia con AZT. Tuttavia, alcuni di questi composti hanno differenti
meccanismi di azione sul ciclo di replicazione dell’HIV-1.

Per questo motivo, possono essere usate combinazioni di vari
medicinali per ottenere effetti sinergici contro I'HIV-1 e si possono
eliminare o ridurre i problemi succitati. Ad oggi, combinazioni di AZT
con ampligen, GM-CSF, IFNa, aciclovir, CD4 solubile, castano-
spermina, fosfonoformato, PMEA o 5-etil-1- etossimetil-6(fenilzio)
uracile hanno evidenziato effetti sinergici anti-HIV senza un
concomitante aumento della tossicita in vitro.

Inoltre, la ribavarina ha potenziato I'attivita anti-HIV del DDI o del
2',3'-dideossi-2,6 diaminopurina riboside in vitro. Osservazioni simili
sono state anche fatte con combinazioni di dipiridamolo (DPM) con
AZT o ddc in monociti in vitro. Tali azioni sono state attribuite
all'inibizione selettiva e della fosforilazione del DPM della captazione
dei deossinucleosidi. Evidenze preliminari suggeriscono che la com-
binazione di effetto dell'inibitore della proteasi C2 simmetrico dell’HIV-
1 usato sia con AZT che con ddl si & rivelata additiva o sinergica.

| dati preliminari provenienti da recenti studi clinici con terapia
combina consistente in AZT e DDI in pazienti sottoposti per tre mesi
a trattamento con AZT e con meno di 400 cellule/cmm di cellule CD4,
hanno rivelato un miglioramento nelle cellule CD4; tuttavia € ancora
necessario un maggiore follow-up per valutare I'efficacia virologica e
clinica di questi medicinali.

Sfortunatamente, I'AZT o 2',3'-dideossiriboside con ribavirina e
dextrano solfato con CD4 hanno rivelato un effetto antagonistico.
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Conclusioni

La pandemia dell’AIDS esiste da piu di un decennio. L’isolamento
del suo agente causale e le ricerche chiave nel campo della biologia
cellulare, dellimmunologia e della biologia molecolare attinenti all’'HIV-
1 hanno condotto alla comprensione della replicazione di questo
virus ed ai meccanismi della patogenesi. La conoscenza acquisita in
questi campi ha portato allo studio di numerosi medicinali anti-HIV.

| vari analoghi dei nucleosidi, particolarmente 'AZT e il ddl, sono
presto passati dall'uso di laboratorio all'uso clinico. Ad oggi, numero-
si analoghi di nucleosidi o di non-nucleosidi possono essere conside-
rati possibili agenti antivirali. Tuttavia, questi medicinali prolungano
solo la vita, ma non curano 'AIDS. Inoltre, stanno emergendo nuovi
isolati resistenti ai farmaci. | concetti molecolari circa I'HIV hanno
progredito a tal punto che “l'immunita cellulare” potrebbe un giorno
diventare realta. Vari agenti anti-HIV diretti contro funzioni specifiche
di vari geni virali sono possibilitd terapeutiche potenziali, cosi come
rilevato da studi in vitro. Oltre agli effetti anti-HIV-1, vari composti
agiscono anche contro altri virus che si pensa siano cofattori associa-
ti all’AIDS. Gli effetti della terapia combina, benché agli inizi, potranno
un giorno rivelarsi piu efficaci contro questo virus. La combinazione
di farmaci con differenti meccanismi d’azione e tossicita non additive
tra loro potranno servire a curare o, nella peggiore delle ipotesi, a
ritardare in maniera rilevante la progressione della malattia.
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