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1. PREMESSA

1.1 1l retrovirus HIV

L'HIV € un retrovirus, cioé un virus ad RNA capaderealizzare la "trascrizione
inversa" del'lRNA in cDNA grazie allenzima tradtasi inversa [1]. L'RNA virale é
contenuto in un "core" proteico con i due enzimicessari per le prime fasi
dell'infezione, la trascrittasi inversa e lintegrdl "core" virale € circondato da un
involucro lipidico derivato dalla membrana delldlgla infettata da cui € gemmato il
virione. A livello dell'involucro sono espresse dugicoproteine virali, gp4l
transmembrana e gpl20 associata alla prima in nmmdo covalente; queste sono
sintetizzate dal precursore comune gp160 (160 kKD&).

Il virus utilizza come principale recettore sullellale umane CD4, cui si lega tramite
gpl120; HIV infetta in via preferenziale le celldbe esprimono questa molecola, cioe
linfociti T helper, macrofagi e cellule dendriticffag. 1).

L’interazione gpl120/CD4 induce l'associazione lakera CD4 di alcune molecole di
superficie del linfocita T, tra cui CD38, CD59, CRZXCR4 [4, 5] Fig. 2).

La fase d’adsorbimento del virus HIV-1 si basa sucamplesso sistema d’interazioni
molecolari tra virus e cellula, ma i meccanismi @ollari coinvolti non sono ancora
compresi del tutto. Tra i differenti domini di ggl@eputati al riconoscimento di target
cellulari, il primo ad essere interessato e il ddsttoCD4-binding siteche lega CDA4.
Questo legame comporta un cambiamento conformdeiotade per cui risultano
esposti iICoR-binding sitecon cui gp120 interagisce con i recettori chenmmche |
glicosaminoglicani, ed il dominio fusogenico di dp4esponsabile della fusione tra le

membrane della cellula ospite e dellinvolucro hréFig. 3). E’ stato inoltre proposto
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che l'ansa V3 di gp120 garantisca la stabilizzezidle! legame CD4/gpl120, tramite

un’interazione secondaria con recettori chemochaglicosaminoglicani [6].
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Fig. 1 Ingresso dellHIV-1 nella cellula ed integraione del DNA virale Il legame di
gpl20 a CD4, é seguito dalla fusione delle membrelne permette I'ingresso nella cellula
del core virale contenente il genoma virale. Letg@ree del core sono rimosse e rilasciano il
SSRNA e la trascrittasi inversa, che copia il ssRi\&kdo origine a ibridi RNA-DNA. Lo
stampo originale di RNA e parzialmente degradatitadéonucleasi H ed inizia la sintesi
del secondo filamento di DNA. ItsDNA virale cosi prodotto si integra nel D
cromosomico dell’'ospite per opera dellenzima @rmitegrasi.
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Fig. 2 Associazioni laterali indotte dalla gp120 di HIV-1sulla superficie cellulare.

L’attacco virale coinvolge linterazione della gigroteina virale gpl120 con CD4, che
agisce come principale recettore sulla superfieltilare. gp120 legata a CD4 interagisce
poi con vari membri della famiglia dei recettorildechemochine, i quali agiscono come

corecettori del virus



«— gp4l

CD4 —» — opi0
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Fig. 3 L’attacco virale coinvolge l'interazione della ghroteina gp120 virale con CDA4,
che agisce come principale recettore virale swléula. 1l complesso gp120/CD4 puo,
pero, stabilire anche interazioni a bassa affioga altre molecole di superficie. Queste
interazioni potrebbero svolgere un ruolo nell'irege del virus nella cellula o nelle
alterazioni che il virus induce nei linfociti. Irifa gp120 induce l'associazione del CD4
con altre molecole di adesione e modifica I'adéaidei linfociti al’endotelio vascolare
in vitro ed il lorohomingin vivo. Queste associazioni laterali indotte ga2P potrebbero
modulare l'interazione virus/cellula e quindi andhfluenzare la suscettibilita cellulare
all'infezione.
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Successivamente si ha l'interazione di gpl20 cardkttore chemochinico [7, 8], e
l'inserimento nella membrana della cellula bersaglel’NH,-terminale del dominio
fusogenico di gp41.

Infine, gp4l assume una particolare conformazioe&tads-helix bundlela cui
formazione € accompagnata dalla fusione delle manebj9].

A questo punto il capside proteico € libero didafifiere nel citoplasma della cellula
ospite, e, in seqguito alla sua disgregazione, dahatrotrascrizione dellRNA virale
[3].

L'RNA virale e retrotrascritto in cDNA dalla tragtasi inversa, e lintegrasi virale ne
catalizza l'inserimento nel DNA cromosomico dellallgla ospite. 1| DNA virale
rimane cosi permanentemente associato al DNA dellala ospite, ed, in seguito a
divisione cellulare, € trasmesso a tutte le cefiglee; nello stato di latenza i geni virali
non sono espressi ed il provirus rimane cosi hés@sistema immunitario.

Lo stato di latenza nelle cellule ospite del prosidel'HIV perdura finché determinati
eventi ne innescano l'attivazione, inducendo l'espione dei geni strutturali del virus.
Le proteine virali possono quindi assemblarsi iteltasma cellulare al fine di formare
il “core” proteico, mentre gp41 e gp120 si vannaregkrire nelle zone di membrana in
cui avverra la gemmazione con la formazione dedimcro. In alcuni casi questo
processo porta alla lisi della cellula infettataaltri, invece, questa soprawvive.

gp120 espressa sulla superficie della cellula espteragisce con CD4 presente sulla
stessa membrana, e se il livello despressione b# @ elevato, un processo
d’autofusione pud compromettere l'integrita dellnmbrana e portare alla lisi cellulare.
Un livello d’espressione di CD4 basso, viceverassifche la gemmazione di HIV e la

conseguente autofusione non producano un estesw ddla membrana, per cui la
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cellula sopravvive. Il destino della cellula in ség all'infezione & quindi influenzato
dal livello d’espressione di CDA4.

Il genoma di HIV puo essere letto secondo tre cordi lettura che consentono la
codifica di geni sovrapposti [10F(g. 4).

Struttura del aenoma dell’HIV-1

vDr rev
aaa
LTR LTR
Gene Prodotto aenico/funzione
gag Antigene gruppo-specifico Proteine del “core”
Polimerasi Enzimi trascrittasi inversa, proteasi e integrasi
Involucro Glicoproteina transmembrana
Transattivatore Regolatore positivo di trascrizione
Reqolatore di espressione virale Permette la trscrizione dei geni strutturali
Infettivita virale Promuove l'infettivita virale
Proteina virale R Debole attivatore di trascrizione virale
vpu Proteina virale U Indispensabile per il rilascio del virus
nef Fattore di regolazione negativa Aumenta nella replicazione virale

Fig. 4 Organizzazione genetica dell'HIV-11 tre geni principali §ag, pol e envcodificano
per poliproteine, che sono poi scisse per prodarpeoteine detorevirale. | genitat, rev e ne
codificano per proteine regolatrici che svolgonorualo chiave nel controllo dell'espressione
del virus; i genwif e vpucodificano per proteine richieste per la maturazidel virione;vpr
codifica per un attivatore trascrizionale debole.sequenze codificanti dei diversi geni sono in
parte sovrapposte. Una processazione differenzialetrascritto primario dellRNA e una
traduzione degli mRNA risultanti utilizzando diversornici di lettura porta alla produzione
dei diversi prodotti genici. Siat cherev sono geni interrotti: i vari esoni che li compongon
sono riuniti durante la fase di processazione R e portano alla sintesi di Tat o Rev a
seconda della cornice di lettura utilizzata durdatieaduzione dellmRNA.
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La parte codificante del virus € fiancheggiata dle estremita da sequenze terminali
ripetute lunghe (LTRlong-terminal repea)s necessarie per l'integrazione nel genoma
dellospite. L'LTR in posizione 5' contiene sequeezhancere promoteressenziali per
la trascrizione genica; I'LTR in posizione 3' edog necessario per la poliadenilazione
dei trascritti di RNA.

Il genoma di HIV, come tutti i retrovirus, contiengenigag enve pol, che codificano
rispettivamente per le proteine del core, le glictgine dell'involucro e le proteine non
strutturali necessarie per la replicazione virale.

| geni gag e pol codificano per grandi poliproteine che sono scdaeuna proteasi
virale in unita strutturali. La poliproteina codifita dapol genera cosi tre enzimi:
trascrittasi inversa, proteasi ed integrasi. Lappoleina codificata dgag € scissa in
guattro proteine: p24, p7, p9 e pl7. La pl7 e taqustituiscono il core della particella
virale [11].

Il gene env codifica per il precursore gpl60, cheeiéso da una proteasi della cellula
ospite, producendo gp120 e gp41l.

Oltre ai tre geni principaligag env e pol), il genoma virale delllHIV comprende altri
sei geni: il fattore di infettivitd viralev{f), il gene per la proteina virale Rp(), il
transattivatoretét), il regolatore dell'espressione delle proteimalvirev), il fattore di
regolazione negativanéf) e il gene per la proteina virale Wp{). Tre di questi geni:
tat, rev e nef codificano proteine regolatrici che controllanespressione dei geni
strutturali gag, pol ed envat e rev sono geni interrotti, letti sul poliribosoma
utilizzando diverse cornici di lettura, in modo danerare il prodotto genico di tat
oppure quello direv.

Il prodotto ditat € una piccola proteina di 86 aminoacidi detta Tatesta attiva

I'espressione del provirus interagendo con unaaceeguenza di RNA, detta TAR,
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localizzata all'estremita 5' terminale di tuttragcritti, a valle rispetto al sito di inizio
della trascrizione. La sequenza TAR (trans-actiagponsive element), forma una
protrusione ad ansa di 59 nucleotidi che, interdgeton Tat, favorisce l'inizio della
trascrizione e stabilizza il complesso formato ¢&NA polimerasi mentre questa
scorre lungo il DNA del provirus; la trascrizioneom si interrompe cosi
prematuramente.

Le prime proteine virali che compaiono in seguitta drascrizione del DNA del
provirus sono le proteine regolatrici Tat, Rev &.N&iccessivamente si osserva uno
spostamento verso l'espressione dei geni per leeipeo strutturali ed enzimatiche
codificate dagag enve pol. La trascrizione del DNA del provirus in RNA ed MR é
catalizzata dalla RNA polimerasi dellospite, chigonosce il promotore situato
nellLTR in posizione 5'. Il promotore é relativame debole ed ha una bassa affinita
per la RNA polimerasi. Per questo motivo si generamascritti corti e tronchi; il
trascritto completo di HIV pud essere ottenuto splando questo promotore debole é
convertito in una forma pienamente attiva. Varitdat possono mediare questa
conversione, come ad esempio il legame di Tatlaiiento TAR del trascritto
emergente, o un fattore di trascrizione come NFdeBa cellula ospite. L'attivazione
dei linfociti T da parte dell'antigene induce laguzione di vari fattori di trascrizione,
tra cui NF-kB che promuove l'espressione del gaziBimterleuchina 2 (IL-2). Pertanto
I'attivazione di un linfocita T infettato da partell'antigene, provoca un incremento
della produzione di NF-kB, che, oltre a stimolaespressione dell'lL-2 e del suo
recettore, stimola anche l'espressione delle prewiHIV.

Caratteristica importante dellHIV € la variabiliigenetica, ossia il virus muta
rapidamente nell'ospite variando la struttura dei antigeni di superficie. Le maggiori

variazioni si trovano sul principale antigene dpadicie del virus, la gp120. Sulla base
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della frequenza di mutazioni nei diversi isolatialii questa molecola é stata suddivisa
in 5 regioni (domini) ipervariabili (V1-V5) che slternano ad altrettante regioni
maggiormente conservate (C1-Ch)d. 5. Il sito di legame per CD4 si trova vicino
all'ansa V3, in una regione fortemente conserviabamaggior parte degli anticorpi in
grado di neutralizzare l'infezione da parte di Hiidonoscono l'ansa V3, detta anche

principale determinante di neutralizzaziorjé2].

Ansa V3 Epitopo di
/ neutralizzazione

Esterno

Membrana dell involucro

Internc

@ Residui ipervariabili

® Residui meno variabili

O Residui conservati

A Residui di cisteina

T siti di glicosilazione conservati
Siti di glicosilazione variabili

Fig. 5 Rappresentazione schematica della glicoprate gp120 dellinvolucro di
HIV-1. La figura mette in evidenza i residui amminoacidpervariabili (azzurro),
quelli meno variabili (nero) e quelli conservabianco). Gli anticorpi neutralizzanti
riconoscono in genere un epitopo che corrisponda &atgione ipervariabile
denominata V3. Notare che il sito di legame per C&4 gpl20 e il dominio
fusogenico su gp41, entrambi fondamentali peufaibne del virus, sono composti
da sequenze conservate.
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1.2 La sindrome da immunodeficienza acquisita

1.2.1Decorso clinico
Successivamente all'integrazione del provirus neldiula ospite si determina nel
paziente una prima fase di infezione virale acwgbaddurata di alcune settimane. In
questa fase I'HIV infetta e uccide un elevato nandirlinfociti T CD4’; il numero di
queste cellule in circolo si riduce bruscamente treeg liberato un gran numero di
particelle virali. Successivamente il sistema imitaro risponde al virus con
anticorpi, linfociti T CD4 helper (di tipo Thl e Th2) e linfociti T CD&itotossici
eliminando efficacemente il virus dal circolo. diggetto infetto entra quindi nella fase
asintomatica della malattia, nella quale il numeliolinfociti T CD4" del sangue
periferico torna a livelli normali. In questa faselo una piccola parte dei linfociti
CD4" periferici sono infettati e questi per lo pill cemjono una singola copia di
genoma virale in stato di latenza. In realta, anchipiesta fase, la malattia progredisce,
anche se in modo inapparente, in quanto il virusacentra nei centri germinativi dei
linfonodi sulla superficie delle cellule follicoladendritiche dove riesce a entrare in
contatto con i numerosi linfociti T CD4he entrano nel centro germinativo [13]. In
guesto modo si produce un’infezione cronica checedgradualmente il numero di
linfociti T CD4", distrugge progressivamente le cellule follicoendritiche e porta a
un graduale sovvertimento della normale architattdei linfonodi. Durante questa
fase, il sistema immunitario & attivato cronicameeatporta a ipergammaglobulinemia
ed alla liberazione in circolo di livelli elevati ditochine. La graduale riduzione del
numero dei linfociti T CD3, la progressiva distruzione dell'architettura ldgonodi,
delle APC professioniste (cellule dendritiche e roégi), e della rete delle cellule
follicolari dendritiche porta a una progressiva sivoe della reattivita del sistema

immunitario, fino alla comparsa dell'ultima fasellalenalattia, 'AIDS conclamato.
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L'AIDS sopravviene quando il numero di linfocitiCD4" scende al di sotto di 200
cellulepul di sangue, evoluzione che puo richiedere tral@ anni Fig. 6).

Profilo sierologico della infezione da HIV

I |nfezigne|5ierucunversiur“!: M orte
Deplezione di cellule T
v
—Linfociti T CDe+mm3
Titolo viremia
1000- plasmatica
500-
200~
0

Fase

Malattia simil : -
influenzale Fase asintomatica sintormatica AlDS

Risposta immune verso 'HIV

Anticorpi anti-env dell’'HIV

CTL HIV-specifici ?Y

Anticorpi anti-p24 dell’HI

Virus infettivo nel plas
4
o semmanZI 2-12 anni |2-3 annil o)

Fig. 6 Tipico decorso dell'infezione da HIV-1 La prima settimana e’ caratterizzata da
una malattia simil-influenzale acuta; talvolta lalattia induce sieroconversione con un
alto titolo virale nel sangue. Segue una rispastaune adatta che controlla la malattia
acuta, ma non eradica il virus. Il virus infettied presente a basso livello nel sangue
periferico per una fase asintomatica prolungatapenaiste nel tessuto linfoide. Durante
questo periodo il numero delle cellule CD#! riduce gradualmente, sebbene la risposta
immunitaria rimanga ad alto livello. Le risposteddie differenti anticorpi sono mostrate
in figura, uno contro la proteina del nucleocapsigd’HIV-1, env, e l'altro contro la
proteina del core p24. Le infezioni opportunistice altri sintomi diventano frequenti
quando il numero dei linfociti T CD4diventa <50Q4l; quando il numero dei CD4
scende a 200, il paziente va incontro alla fase di AIDS comokto. A questo punto, i
livelli di anticorpi ed il numero dei linfociti aittossici HIV-specifici riappaiono nel
sangue periferico.
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Circa il 20-30% dei bambini, nati da madri infetien HIV, sono infettati dal virus, il
guale puo attraversare la placenta o essere trasnaaverso il sangue durante il
parto; molti bambini muoiono entro due anni dabscita.

La sindrome da immunodeficienza acquisita (AlDSxa¥atterizzata da uno stato
d'immunodepressione con maggior suscettibilita adezioni opportunistiche, e
sviluppo dalcune neoplasie. | microrganismi resgali delle infezioni
opportunistiche, normalmente controllati dall'imritan cellulo-mediata, sono:
Pneumocystis cariniifloxoplasma gondii, Cytomegalovirasnicobatteri.

Il 15-20% dei pazienti affetti da AIDS soffre anchénfezioni da patogeni come

I'Haemophilus influenzae, normalmente controllati'stnmunita umorale.

1.2.2AIDS e tumori
| tumori che piu frequentemente si riscontranopaienti con AIDS sono il Sarcoma
di Kaposi e i linfomi non-Hodgkin (NHL) a cellule.B
| NHL si sviluppano in circa il 2-10% dei soggetiV-1 infetti e sono istologicamente
eterogenei [14]. Si differenziano dai NHL presantindividui immunocompetenti in
guanto coinvolgono spesso sedi extralinfonodalineeressano il sistema nervoso
centrale in un numero significativo di casi. QuédHHL sono stati raggruppati in due
categorie: linfomi a piccole cellule non indenté®enall Non Cleaved-Cell Lymphoma,
SNCCL) e linfomi diffusi a grandi cellule (Diffudearge Cell-Lymphoma, DLCL) [14,
15].
Il Sarcoma di Kaposi (SK) é il risultato di un pesso angioproliferativo,
multicentrico, caratterizzato dalla neoproduzioneapillari e di cellule connettivali,
che interessa principalmente la cute, ma che pudfesséarsi anche a livello di mucose
e di organi interni.
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Esistono quattro forme cliniche di SK: classico editerraneo, endemico o africano,
iatrogeno (da immunosoppressione farmacologicajeemco (legato allAIDS).
HIV puo favorire la tumorigenesi attraverso l'imnudeficienza oppure attraverso

effetti diretti o indiretti del virus.

i. Immunodeficienza

L'immunodeficienza conseguente all'infezione da Hi\determinante nella genesi dei
tumori citati, come comprovato dalla significatiagsociazione tra basso numero di
linfociti T CD4" e sviluppo di neoplasie [17], ma la patogenesitdeiori associati ad
AIDS ed eventuale ruolo del virus sono ancora aegandi discussione. Il frequente
ritrovamento di sequenze di virus a DNA nelle dellonaligne (rispettivamente virus di
Epstein Barr (EBV) nei linfomi non HodgkifNHL) e virus erpetico di tipo 8 (HHV-

8) nei Sarcomi di Kapogi)[18, 19] ha fatto supporre che questi agenti siano
direttamente coinvolti nella tumorigenesi assocmlta infezione da HIV. Un ruolo
diretto di HIV appare improbabile in questi tumatgto che il virus non e in genere

presente nelle cellule neoplastiche.

ii. Effetto indiretto del virus
Una serie di osservazioni suggeriscono che HIV gassitribuire alloncogenesi anche
con meccanismi diversi dallimmunodeficienza; lanparsa dei tumori non sempre
correla con lo stato di immunodepressione, e dimcza di alcuni tumori, tra cui il
linfoma di Burkitt o il linfoma a grandi cellule BBnegativo, € maggiore nei soggetti
infettati da HIV rispetto a soggetti immunodepraasseguito a immunosoppressione
farmacologica. L'azione di HIV potrebbe essere atedda citochine o proteine virali

secrete da poche cellule infettate da HIV ed essegeado di favorire il processo di
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trasformazione cellulare di linfociti vicini. Un olo di questo genere é stato proposto
per la proteina Tat, per i numerosi effetti sullascita e sul metabolismo cellulare. Un
modello proposto per spiegare gli effetti di Tatleswwellule bersaglio prevede due
diversi meccanismi: 1) Tat extracellulare interagiscon recettori di superficie
determinando l'attivazione di segnali che inductm@roliferazione cellulare; 2) Tat
nucleare puo interagire con promotori e portare mlinsattivazione di geni cellulari e
virali [20]. In modelli in vitro la proteina Tat lasciata dalle cellule € in grado di
mantenere la sua capacita transattivante dopoeest#n internalizzata per endocitosi
[15]. L'evidenza che in pazienti con AIDS sianocoistrabili livelli misurabili di
anticorpi anti-Tat dimostra che questa & presentdivallo extracellulare. Tat
extracellulare presente a basse concentrazioninheffatto positivo sull'attivita della
protein chinasi C [16], una serina-treonina chirasnvolta nella trasduzione di segnali
di attivazione in molti tipi cellulari, inclusi irfociti T. E' stato inoltre dimostrato che
Tat agisce attivando NF-kB (attivatore trascrizienabiquitario inducibile che agisce
su un gran numero di promotori cellulari e viradi)questo potrebbe spiegare il suo
effetto diretto o indiretto, ovwvero mediato dahstio di citochine, sulla sopravvivenza
e proliferazione di differenti tipi cellulari. Tadotrebbe quindi essere coinvolta nella
proliferazione policlonale che anticipa la trasfamoone neoplastica nei linfomi

associati a HIV [21, 22].

iii. Effetto diretto del virus

La maggior parte di linfomi associati allinfezioda HIV deriva dai linfociti B, cellule
non infettate da HIV, e sarebbe legata allimmurictenza che permetterebbe
I'attivazione di virus oncogeni diversi da HIV. Tawia € anche stato osservato un

numero crescente di tumori a carico dei linfociti @ a fenotipo misto.
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Quest’'osservazione permette di avanzare lipotesiio certi casi HIV possa avere un
coinvolgimento diretto nella trasformazione neopdasdella cellula infettata. In linea
con guesta possibilita in uno studio condotto suwattgm di questi tumori che
presentavano un alto grado d’espressione di p24amtedanalisi immunocitochimiche,
e stata rivelata l'integrazione monoclonale dedlguenze provirali in un sito adiacente
al proto-oncogene-fps/feqg23], in precedenza associato a patologie tumbnddidi e
mieloidi ed espresso nelle cellule di Reed-Stempbdei linfomi Hodgkin. Queste
osservazioni, suggeriscono che HIV potrebbe camteba regolare direttamente il
processo di linfomagenesi causando la trasformezicgilulare in questo tipo di

linfomi con meccanismi analoghi ai virus cronicateetrasformanti.

1.3 Immunopatogenesi dell'infezione

1.3.1Meccanismi di sviluppo dellimmunodeficienza
Un evento chiave nella patogenesi dellimmunodefica indotta da HIV, é
l'interazione della glicoproteina dell'involucro rale gpl20 con il suo recettore
specifico ad alta affinita CD4 [24, 25]. Quest'ir@eione € cruciale per i processi di
propagazione del virus, legati all'infezione celhel ed alla formazione di sincizi tra
cellule infettate e sane, e ne condiziona il tnmpistissutale. E' attualmente a
disposizione una notevole mole di dati riguardénbiologia molecolare del virus, ma
restano ancora oscuri molti aspetti della patogetedima malattia. |l contrasto esistente
tra la gravita dellimmunodeficienza (e della demee di linfociti CD4) e l'esiguita
del numero di cellule infettate dal virus nella €assintomatica della malattia
suggerisce che linfezione ed il suo effetto citmpasulle cellule CDZ4 non siano
l'unica causa dellimmunodeficienza. Quest’ideaveéalrata dall'osservazione che in

alcuni modelli animali I'infezione cellulare nonasisocia a malattia evidente [26, 27].
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La ricerca di meccanismi alternativi che producdmomunodeficienza ha portato

all'identificazione di una serie di azioni del \@rgul sistema immunitario indipendenti
dalla sua attivita citopatica diretta sui linfoc@D4" [24].

Alcuni dei meccanismi possibili sono:

- l'interazione del virus o della gp120 liberatd daus con la cellula pud innescare
l'inattivazione di linfociti T non infettati con duzione di anergia o morte cellulare
programmata (MCP);

- gp120 puo inibire il riconoscimento dell'antigdegando un sito del CD4 coinvolto

nell'interazione con molecole MHC II;

- il virus puo innescare fenomeni di autopatotassicontro cellule non infettate.

Queste, infatti, possono interagire con immunocesgl contenenti la gpl20 e
diventare cosi bersaglio di citotossicita cellulargicorpo-dipendente (ADCC), oppure
possono endocitare la glicoproteina virale, prcamdss presentarla in superficie e
diventare cosi bersaglio di linfociti T CD4itotossici (CTL). E' stato anche proposto
che gpl20 possa attivare i linfociti T direttamenfienzionando da superantigene,
oppure mimando molecole MHC allogeniche, e possa tmescare fenomeni tipo

“graft versus host disease”;

- linfezione di cellule accessorie professionipt® inibire la corretta processazione
degli antigeni ed una presentazione inappropriataipnescare delezione clonale dei
linfociti T;

- €’ stato dimostrato che HIV danneggia il micro@mnle timico, e, nonostante il ruolo

del timo nell'adulto non sia chiaro, é stato ipmdip che, in condizioni di deplezione
dei linfociti T CD4', la funzione di sostituzione delle cellule mancdatparte del timo

diventi importante.
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1.3.2 HIV e Citochine
Le citochine giocano un ruolo importante nel colfdralel’'omeostasi del sistema
immunitario e sia l'infezione che la replicaziona HIV sono continuamente regolate
da una complessa rete di citochine prodotte dauleellliverse. Durante il corso
dell'infezione la secrezione di citochine da padei linfociti Thl (responsabili
dellimmunita cellulo-mediata), quali IL-2 e IFN-e generalmente ridotta laddove la
produzione di citochine da parte dei linfociti TH2esponsabili dell'attivazione
dellimmunita umorale), quali IL-4, IL-10 e citocte proinfiammatorie quali IL-1, IL-
6, IL-8 TNF-, risulta aumentata. Numerose citochine sono cdiavaella
modulazione dell'infezione e della replicazionevitro sia in linfociti T CD4 sia in
cellule della linea macrofagica. Gli effetti di gt citochine possono essere inibitori,
stimolatori o bifunzionali (cioé sia inibitori ctgtimolatori).
Le citochine stimolanti includono: TNé&- TNF, IL-1 e IL-6 le quali promuovono la
replicazione di HIV-1 nelle cellule T e nei macrgifadi derivazione monocitaria
(MDM); IL-2, IL-7 e IL-15 regolano positivamente leplicazione in cellule T e |l
fattore stimolante le colonie macrofagiche (M-C®&H)egola positivamente nei MDM.
Le citochine inibenti includono: IFN; IFN-B e IL-16 per quanto riguarda i linfociti T
e MDM; IL-10 e IL-13 per quanto concerne i soli MDM
Alle citochine bifunzionali appartengono IFN4L-4 e il fattore stimolante le colonie
macrofagiche e granulocitiche (GM-CSF) che mostrafietti sia stimolanti che
inibenti .
Particolare importanza deve essere inoltre datg-alhemochine secrete da diversi tipi
cellulari quali monociti/macrofagi, linfociti T, bblasti, mastociti e responsabili della
chemiotassi linfocitaria, dellinflammazione e dethatopoiesi. In particolare tre di

guestep-chemochine quali CCL3, CCL4 e CCL5 sono statetileate come ligandi
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naturali per CCR5 e sono considerate importariitmii dei ceppi macrofagici tropici
(M-tropici) di HIV-1 [28]; I'a-chemochina CXCL12, invece, si lega al suo ligando
CXCR4 ed e considerata un importante sopressofinfilione dei ceppi linfocito

tropici (T-tropici) [28, 29].

1.3.3Co-recettori di HIV
L’ingresso del virus dell’HIV-1 dipende da un comgdo sistema di interazioni virus-
ospite in cui sono coinvolte varie molecole sullpexficie cellulare [30-32].
L’attacco virale coinvolge linterazione della gigroteina gp120 virale con CD4, che
agisce come principale recettore virale sulla ¢zllgp120 legata a CD4 interagisce poi
con vari membri della famiglia dei recettori chemimici, che agiscono come co-
recettori del virus [30].
In particolare tre recettori chemochinici sembraswnlgere un ruolo importante
nell'infezione di diversi tipi di cellule umane:
- CXCR4 (anche conosciuto come FUSINA o LESTR) é il rexettper il fattore di
derivazione stromale (SDF-1 o CXCL12), ed e sopttattusato come co-recettore dai
ceppi di HIV-1 “linfocito-tropici’, che generalmeatsi sviluppano negli stadi avanzati
dell'infezione [32, 33]; in conformita a quest’inézione questi ceppi virali sono stati
definiti X4-tropici.
- CCR5 ¢ il recettore dell@-chemochine CCL3, CCL4 e CCL5, ed é soprattuttdousa
dai ceppi di HIV “macrofago-tropici”, che predommanei primi stadi dell'infezione e
possono infettare diversi tipi cellulari; in comfoita a quest’interazione sono stati
definiti R5-tropici.
- CCR3 ¢ il recettore dell’eotaxina o CCL11, ed & consitte un importante co-
recettore virale nella microglia [34].
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Oltre ai recettori chemochinici anche altre pratgmesenti sulla membrana plasmatica
sembrano influenzare la suscettibilita celluladénézione, ad esempio I'espressione
di CD26 o di CD44 sembra favorire l'infezione datpadi ceppi R5 [35-39]. Inoltre,
durante la gemmazione virale dalle cellule infettaholte molecole della superficie
virale rimangono incorporate nell'involucro viralehe deriva dalla cellula ospite).
Alcune di queste sono molecole d’adesione e cansdono all’'attacco virale ad altre
cellule interagendo con i rispettivi ligandi fisaglici espressi dalla cellula bersaglio [4,

30].

1.4 Epidemiologia, Diagnosi, Terapia
1.4.1 Epidemiologia

Al fine di descrivere 'andamento dell’epidemia H&V/AIDS nel nostro Paese e di
valutarne le attuali dimensioni € necessario ptaserpreliminarmente alcuni elementi
di storia naturale dell'infezione da HIV.
Come noto, l'infezione da HIV pud essere trasmdssaite i rapporti sessuali, con
'esposizione a sangue, da madre a figlio duramigrdvidanza o al momento del parto
(piu raramente con l'allattamento).
Stime della probabilita di trasmissione dell'infezé da HIV per un singolo rapporto
sessuale sono disponibili da studi realizzati siapaesi industrializzati, sia nelle aree
in via di sviluppo. Per quanto riguarda la trasimiss da donna a uomo, si passa da una
stima massima di 13% in Kenya, al 3%-6% in Tailandl 0.1% in Europa. Uno studio
condotto negli Stati Uniti su omosessuali masahiata invece una probabilita pari al
0.5%-3%. La variabilita delle stime puo dipendeeewha serie di fattori, alcuni dei
quali sono in grado di aumentare (infezione recenia stato avanzato, presenza di

ulcere genitali, ectopia cervicale), altri di riderril rischio di trasmissione sessuale
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dell'infezione da HIV (uso adeguato del profilatticsomministrazione di farmaci
antiretrovirali).

Il rischio di trasmissione parenterale negli opariasanitari si avvicina al 2%, mentre
non e valutabile il rischio cui si espone un tosgdipendente, poiché in funzione della
molteplicita dell'esposizione e delle modalita dedtessa (scambio di siringhe).

| primi casi d’AIDS, furono diagnosticati in Italiael 1982, a distanza di circa un anno
dalla segnalazione di casi sporadici (diagnostinatimosessuali) di Sarcoma di Kaposi
e di polmonite d&Pneumocystis carinisegnalati negli Stati Uniti. Alla fine del primo
semestre del 1984 non si contavano piu di 10 cA$D&, nel secondo semestre dello
stesso anno, fu diagnosticato il primo caso d’AiD8n tossicodipendente.

Nel corso degli anni, 'AIDS e diventata la piu iorpante causa di morte fra i giovani
adulti di sesso maschile, ed una delle principallengiovani donne.

A partire dalla meta degli anni '80, nei maschieth compresa fra i 25 ed i 29 anni,
AIDS ha determinato un aumento inaspettato detlamento della mortalita generale,
sino ad allora in costante diminuzione.

Nell'ultimo decennio la proporzione di pazientigisso femminile tra i casi adulti e
andata progressivamente aumentando, passando.a¥ #1&él 1985 al 24.9% del 1996.
L’incidenza dei casi di AIDS & andata aumentandocneso degli anni sino a 1995,
dopodiché e stata rilevata una tendenza alla dirione. Il tasso di letalita e
complessivamente del 67.6%, ma tende al 100% péd@anosticati nella prima meta
degli anni '80.

La definizione di caso di AIDS si e basata su driesclusivamente clinici sino a
guando, nel 1985, si sono resi disponibili testodwgyici per la diagnosi d’infezione da
HIV. La definizione originale, messa a punto dahtee for Disease Control (CDC) di

Atlanta nel 1981, e stata aggiornata nel corsoidegli (ultima revisione 1993). In
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Tab.1 e riportata la classificazione CDC delle patologidicatrici d’AIDS e del
sistema di classificazione comprendente tre cakegdiniche (A, B e C), ciascuna
suddivisa in tre gruppi secondo il numero di liifoc€D4" presenti nel sangue
periferico (5004l, 499-2000l e <200{ul).

Per concludere, iI cambiamento dei comportamentipbgato alla riduzione del
numero delle sieroconversioni nei tossicodipendengintre € aumentato il numero di
casi tra i soggetti eterosessuali. L'infezione temda a diffondersi lentamente al di
fuori dei classici gruppi ad elevata frequenza dimportamenti a rischio,
configurandosi sempre di pil come una classica tti@la trasmissione sessuale.
L'impatto delle nuove terapie antiretrovirali staokre modificando il corso della
malattia da HIV, avendo come conseguenza un prigbatiungamento del tempo

d’'incubazione e della sopravvivenza delle persdfetta da AIDS.
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Tabella 1: Classificazione CD(revisione 1993)

1) Classificazione CDC delle malattie indicatrici diAIDS.

Categorie cliniche in soggetti con infezione da ldbtumentata:

Categoria A*

Categoria C

Asintomatico: nessun sintomo al momento
dell’'infezione

Candidiasi di bronchi, trachea o polmoni

Infezione acuta: malattia tipo febbre ghiando

arercldama cervicale (invasivo)

Persistente per settimane con esordio al

Coccidwiciusi
extrapolmonare

disseminat

a

momento dell’infezione

Criptociccosi extrapolmonare

Linfoadenopatia generalizzata persistente

Criptagdjosi cronica intestinale

(PGL): linfoadenomegalia persistente per 3

Malattiacitomegalovirus (fegato, milza,

mesi 0 piu

linfonodi)

in assenza di segni diretti di infezione

Retinitectamegalovirus (con perdita de
vista)

Categoria B**

Encefalopatia legata allHIV

Angiomatosi bacillare

Herpes simplex: ulcere croaiochbronchiti,

Candidiasi orofaringea

polmoniti, esofagiti

Candidiasi vulvovaginale: persistente, freque

nteoplisismosi disseminata o extrapolmonar

A%

0 resistente alla terapia

Isopsoriasi cronica imaks

Displasia cervicale (moderata o grave) /

Sarconéagosi

carcinoma cervicalm situ

Linfoma di Burkitt

Sintomi costituzionali, tipo febbre o diarrea,

Linfa immunoblastico

persistente oltre 1 mese

Infezioni ddycobacterium avium o M.

Kansaii,

Leucoplachia villosa, orale

disseminate o extrapoiand

Herpes zoster, almeno due episodi distanti 0

PolindePneumocystis carini

Coinvolgimento da piu di un dermatomero

Leucoenogflia multifocale progressiva

Porpora idiopatica trombocitopenica

Setticemia danBaella (ricorrente)

Listeriosi

*

**

8§ Durata > di un mese

Categorie cliniche

Non si devono essere verificate le condizionlelehtegorie B e C
Non si devono essere verificate le condizioniaeategoria C

N° linfociti T CD4" A B C
(1) =500l Al
(2) 200-499l A2 B2 C2
(3) 2000l A3 B2 C3
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1.4.2 Diagnosi

La diagnosi di laboratorio dell'infezione da HIVsi basa sia sulla determinazione
degli anticorpi virus-specifici sia sull'evidenziame degli acidi nucleici, e/o degli
antigeni virali nonché sull'isolamento del viruseiue approcci, quello sierologico e
sicuramente quello maggiormente impiegato, in quafiidabile, rapido, economico,
automatizzabile e utilizzabile per indagini su &grala (es. donatori di sangue) e in
grado di offrire livelli di sensibilita e specifté in costante miglioramento. D’altro
canto, la ricerca del virus e/o delle componentlyirisulta essenziale in determinate
circostanze quali la diagnosi di trasmissione gahti dell'infezione o in fasi precoci di
infezione quando gli anticorpi virus-specifici neano ancora evidenziabili. Inoltre, la
determinazione quantitativa del’lRNA virale si &efata un parametro virologico
estremamente utile per il monitoraggio dell'infero e del trattamento antivirale
specifico.

Dal punto di vista sierologico, sono essenzialmentei gruppi di proteine HIV-1
specifiche in grado di indurre una risposta anpeate utile ai fini diagnostici:

- proteine codificate dal gemy,

- proteine codificate dal geneol; la trascrittasi inversa p51 e p66 e la
endonucleasi/integrasi p23;

- proteine codificate dal gengag la proteine strutturali maggiori p24 e pl8, la
proteina strutturale interna p7 e il precursore. p55

La maggioranza dei soggetti produce anticorpi $jgecentro un periodo di 6/8
settimane dall'infezione, un lasso di tempo notmedfinestra diagnostica” o “latenza
sierologica”. Gli anticorpi anti-HIV prodotti pestono per tutta la vita, specialmente
quelli antienve quelli diretti contro il dominio immunodominantié gp41; un certo

declino si osserva invece per gli anticorpi ay#g Il modello di risposta ai vari
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antigeni virali appare sostanzialmente costanteaeisoggetti, mentre esiste una certa
variabilita individuale nell’entita della rispostamorale specifica. In particolare,
anticorpi anti-p24 e anti-proteine dell'involucrgpdl ed il precursore gpl60) sono
quelli maggiormente evidenziabili nelle fasi precatella sieroconversione. Gli
anticorpi anti-integrasi (p32) appaiono dopo dilljukretti contro la trascrittasi inversa

(p51 e p66) e come gli anticorpi anti-env, persistper tutta la vita.

1.4.3Indagini sierologiche

I. Saggi di screening

| saggi comunemente usati a scopo di screening saggi ELISA di tipo indiretto o a
sandwich d’antigene, e meno frequentemente didgrapetitivo. Essendo I'ELISA un
saggio di screening, non sorprende che sia statdegrata la sensibilita del sistema
anche se cido comporta una riduzione del livellspcificita. Questo in considerazione
delle conseguenze potenzialmente gravi derivahilid risultato falso negativo e dalla
disponibilitd di saggi di conferma cui € comunqguecessario sottoporre ogni siero
risultato ripetutamente positivo o equivoco in umopiu saggi ELISA. | campioni
risultati non reattivi non richiedono ulteriori disa 1l valore predittivo di un risultato
ELISA varia considerevolmente in rapporto al tipopdpolazione testata. Infatti, la
percentuale di risultati falsi positivi & sostahmiante maggiore in una popolazione a
basso rischio (es. donatori di sangue) e questoe dessere tenuto presente
nell’'interpretazione preliminare dei risultati.

Il test ELISA si basa sulla cattura d’anticorpi cifiei anti-HIV da parte d’antigeni

virali microtitolati e posti in pozzetti su piastra
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ii. Saggi di conferma

Il saggio di conferma piu comunemente usato & ununoblot (Western Blot). | lisati
virali crudi di HIV, previa parziale purificazionesono separati in base al peso
molecolare mediante elettroforesi su gel e suceasgnte trasferiti su membrane di
nitrocellulosa. La specificita del saggio € elevsghbene i risultati siano generalmente
espressi solo qualitativamente (presenza o asskmegattivita con una o piu bande), é
anche possibile una valutazione quantitativa (demstrica) della reazione

A causa della possibilita’ della comparsa di falesitivi, il Western blot non puo
essere utilizzato come saggio di screening,. infa0-30% di soggetti omosessuali o
bisessuali, negativi per HIV-1 sia mediante ELISA son PCR, dimostra reattivita
(indeterminata) per una o piu bande. Esso puoressgndi utilizzato come saggio di
conferma, per la determinazione della specificgartultati positivi nei saggi ELISA.
Inoltre, uno studio longitudinale su un gruppo @ggetti omosessuali con un risultato
iniziale indeterminato in Western Blot ha dimostrathe tale reattivita persisteva
inalterata per piu di un anno. Risultati analogbhe stati ottenuti in gruppi di
popolazione a basso rischio. L'alta frequenza sliltati indeterminati, la stragrande
maggioranza dei quali dovuta a reattivita non dfpda, rende il Western Blot un test
non idoneo per indagini su larga scala, mentre ima@tla sua elevata utilita come test

di conferma di un risultato positivo o equivocdshISA o altro test di screening.

iii. Indagini virologiche

a) Isolamento virale

La tecnica dell'isolamento virale e consideratariatodica di riferimento di tutte le
procedure diagnostiche, ed e la piu utile per etimnuna diagnosi di certezza

d’'infezione da HIV. L’isolamento, abbinato ad altreetodiche dirette (PCR), &
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indispensabile per effettuare una diagnosi precbioéezione congenita in neonati da
madri sieropositive per HIV-1. Infatti, la persista nel sangue del neonato di anticorpi
materni impedisce l'utilizzo di metodiche sierologe. Negli adulti la sua applicazione
e limitata a quei soggetti che presentano una lsigieo indeterminata per HIV-1. La

sua esecuzione comporta I'impiego di colture linfrde primarie e continue, personale
altamente qualificato, laboratori particolarmentieeazati (classe P3) e richiede tempi
d’esecuzione relativamente lunghi. Queste limitazioon ne hanno permesso la
diffusione né I'applicazione come test diagnosticooutine. La diffusione del virus &

pressoché ubiquitaria nel soggetto infetto, pestdigolamento pud essere effettuato

da diversi tessuti e fluidi corporei.

b) Determinazione della proteina p24 di HIV-1

Le proteine p24 e pl7, derivanti dal precursore p5%odificate dal gengag
costituiscono il “core” di HIV-1. La proteina p24up essere presente nel plasma in
forma libera o legata ad anticorpi specifici. Dueaike prime settimane successive
all'infezione non sono riscontrabili anticorpi ahtiV, per cui € possibile identificare
lantigene p24 nel siero di soggetti infetti. Coa ¢omparsa degli anticorpi virus
specifici, e nella fase asintomatica, € difficikdividuare la proteina p24 libera, in
seguito alla formazione di immunocomplessi conlatrei anticorpi anti-p24. Negli
stadi terminali della malattia si osserva un aumeldll’antigene p24 libero nel plasma
del paziente, ed una progressiva diminuzione, ditedo scomparsa degli anticorpi anti-
p24. Il saggio della p24 libera puo essere di ailiagnostico nel caso di una sospetta
infezione recente e nella diagnosi di infezione meonati da madre sieropositiva. E’
necessario in ogni caso ricordare che questa peotein € un marcatore virale presente
in tutti i pazienti.
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Il test ELISA di cattura per la determinazione defiroteina p24 viene effettuato
utilizzando anticorpi monoclonali specifici per gaoteina p24, fissati ad un supporto
solido, ed incubati con il siero (con altri fluidorporei) del paziente, o in alternativa
con il surnatante di colture delle cellule del pare. L'antigene p24 di HIV-1 non
complessato reagira con il corrispondente anticongella fase successiva verra
aggiunto un antisiero anti-p24 marcato con un eazibmavvenuta reazione verra a
qguesto punto evidenziata con un substrato idonadgilita di questo saggio e pero
limitata dal fatto che la p24 pud essere complassain anticorpi specifici, in
particolare nella fase asintomatica della mala®er ovviare a questo, si prevede un
trattamento a pH acido del siero che permette skadiare gli immunocomplessi,
aumentando percio la sensibilita del saggio in stiggllV-positivi sia sintomatici che

asintomatici.

c) PCR

La tecnica d’amplificazione genica mediante reaziarcatena della polimerasi (PCR)
per la ricerca del DNA provirale di HIV é oggi @tiessenzialmente nelle seguenti tre
situazioni: 1) diagnosi di trasmissione verticadd’chfezione da HIV-1; 2) tipizzazione
delle varianti genomiche dei ceppi di HIV quandchiesto per motivi medico-legali;
3) monitoraggio della terapia antivirale specificdell’insorgenza di ceppi resistenti.

La rilevazione dellamplificato pud essere eseguitamite rilevazione enzimatica
(primer o sonda biotinilata), ed anche in questpcd saggio deve essere eseguito in
pitl repliche e il numero di cellule infette detematio deve essere riferito a®lt®llule.
Bisogna tuttavia sottolineare che questa metodica esiste sotto forma di kit
commerciale, ed é pertanto utilizzata soltantoalootatori specializzati che siano in

grado di eseguire saggi di biologia molecolareandszioni controllate. Dal momento
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che la determinazione del numero di cellule infetienite PCR quantitativa € in grado
di rilevare tutte le cellule portatrici di cDNA (gle latentemente infette, quelle
cronicamente infette e quelle che replicano vittisaanente), essa non fornisce alcuna
informazione sulla replicazione attiva del virusa @ l'unica che entro certi limiti,
consente di valutare I'estensione dell'infezionterdée e pud rappresentare un buon

marcatore di progressione dell'infezione.

1.4.4 Terapia
| farmaci antivirali per essere utilizzabili devoessere selettivi, vale a dire capaci di
inibire la replicazione virale senza interferirande funzioni dell'ospite,
A differenza dei farmaci antibatterici, che miraaatrutture o vie biosintetiche che non
esistono nell'ospite, nei farmaci antivirali la ettivita € relativa: i virus, infatti,
utilizzano i meccanismi biosintetici ed energetigll'ospite, quindi il farmaco in
genere presenta un’affinita anche per le struttetlellari analoghe a quelle virali. Ne
consegue che i farmaci antivirali sono provvistudi certo grado di tossicita. D’altro
canto, una maggiore selettivita presuppone unimggtrento del bersaglio virale e
quindi una maggiore probabilita di salvezza per mutante divenuto resistente al
farmaco. Tossicita e farmacoresistenza costitugapnindi i principali problemi della
terapia antivirale, specialmente se protratta. sthente 1 farmaci anti-retrovirali
approvati per il trattamento dell'infezione da HISbno sedici, molti altri sono
attualmente in svilupporgab. 2).
Il ciclo vitale di HIV si avvale di una successiodediversi stadi, e per ogni stadio si
sono identificati farmaci in grado di ostacolaizlone virale:

- Adsorbimento e penetrazione nelle infezioni virali, gli agenti capaci di inre

'assorbimento possono svolgere un’azione efficaegka prevenzione delle infezioni,
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ma hanno una scarsa efficacia nel controllo dilqugik stabilite. L'entrata del virus
nella cellula consta in realta di tre fasi sucoasgiostituite da 1) legame di gp120 a
CD4, 2) legame di gpl120 ai recettori chemochin®i,fusione della membrana del
virus con quella della cellula ospite. | farmaduatmente disponibili mirano ad inibire
ognuno di questi passaggi. Per tale motivo possessere distinti in inibitori del
legame a CD4, inibitori dei recettori chemochi{iCCR5 e CXCR4) ed inibitori della
fusione.

- Inibitori del legame a CD4 questi farmaci mirano ad impedire il legame diL2p a
CD4, per esempio il PRO 542 € una proteina di fissianticorpo simile CD4/IgG2 in
grado di essere legata da gp120 di HIV e si e dimt@savere attivita anti-retrovirale in
vitro contro isolati primari [40] e in vivo su motdenimali [41].

- Inibitori dei recettori chemochinici: una nuova prospettiva di strategia terapeutica si
basa sull’evidenza che le chemochine, in vitroamepsi al proprio recettore ed
impedendone l'interazione con I'HIV, possono init@rla replicazione.

- Inibitori della fusione: questa € una nuova generazione di farmaci chia guimibire

la fusione virus/cellula; attualmente l'unico inixie della fusione approvato é
'enfuvirtide (T-20), un altro, il T-1249 e in carsli sperimentazione clinica.

- Trascrizione: la trascrizione del’RNA genomico nel DNA bicatgio provirale ad
opera della trascrittasi inversa (T1) & una fagdiaativa assolutamente specifica per i
retrovirus ed €& quindi logico che su di essa siinetti vari inibitori, assimilabili a due
diverse categorie: 1gli inibitori analoghi nucleosidici della TI (NRTI$ che,
fosforilati dalla cellula, vengono inseriti dalld Tiel DNA nascente determinandone
l'arresto della sintesi (terminatori di catena);gh)inibitori non analoghi nucleosidici
(NNRTIs) della TI che, formando complessi con I'enzimajmiiscono la funzione. A

differenza dei primi, che agiscono su tutti i retros, questi inibiscono solo 'HIV.
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Farmaci anti-retrovirali

attualmente approvati

Farmaci anti-retrovirali in sviluppo

Inibitori della TI di HIV

Analoghi nucleosidici

zidovudina (ZDV, AZT)
didanosina (ddl)
zalcitabina (ddC)
stavudina (d4T)
lamivudina (3TC)
abacavir (ABC)

Non analoghi nucleosidici

neviparina (NVP)
delavirdina (DLV)
efavirenz (EFV)

Analoghi nucleotidici
tecnofovir (TDF)

Inibitori delle proteasi di HIV

atazanavir (ATV, BMS-232 632)
tripanavir (TPV, PNU-140690)
mozenavir (DMP-450)

TMC 114

Inibitori delle proteasi di HIV
saquinavir (SQV)

ritonavir (RTV)

indinavir (IDV)

nelfinavir (NFV)

amprenavir (APV)
lopinavir/ritonavir (LPV/r)

Inibitori delll adsorbimento e della

penetrazione

Inibitori del legame a CD4

PRO 542
BMS-806

Inibitori dei recettori chemochinici — CXCR4
AMD-3100

Inibitori dei recettori chemochinici — CCR5

Schering C (SCH-C, SCH 351125)
PRO 140

Schering D (SCH-D)

UK 427,857

Inibitori della fusione
T-1249

Inibitori dell'adsorbimento e della
penetrazione

Inibitori della fusione
enfuvirtide (T-20)

Inibitori dell'integrasi

S-1360

Tabella 2: Farmaci anti-retrovirali approvati e in corso di sviluppo.

40




Caratteristica comune di tutti gli inibitori nuckidici della Tl € un buon indice
terapeutico, poiché hanno un’affinita per I'enzimieale molto superiore rispetto a
guella per la DNA polimerasi cellulare. Una canast&éca negativa di questi farmaci
quella di selezionare con relativa facilita, se iggati singolarmente, mutanti resistenti
che possono rendere inefficace la terapia entrbipoesi di somministrazione.

Con lintegrazione del DNA provirale nel genomaldelellula ospite, gli inibitori della
Tl non esercitano piu alcun’azione inibente. TutdavVintegrazione nel genoma della
cellula ospite, mediata dall'integrasi virale, @itibe costituire un potenziale bersaglio
farmacologico, ma i tentativi finora effettuati nbanno avuto successo. Inoltre, sono
risultati inefficaci i tentativi di blocco dellaane della proteina virale di regolazione
tat, che funge da attivatore della trascrizione.

- Traduzione e modificazioni post-traduttive la traduzione degli mRNA virali
avviene interamente con gli apparati cellulariteio non sono attaccabili da farmaci
selettivi. Sono invece operate dal virus le modiioni post-traduttive. La proteasi
virale & un enzima dimerico della famiglia dell®tgasi aspartiche codificate dal gene
pol, di cui si é identificata la struttura tridimensie; questo ha permesso di
sintetizzare varie molecole, a basso peso molexotapaci di formare complessi con
'enzima inibendone ['attivita.

- Assemblaggio, liberazione e maturazione dei virionisono attivi gli inibitori delle
proteasi che, se incorporati nei virioni in gemroae, impediscono la scissione
proteolitica dei precursori proteici p55 e pl68pettivamente nella proteina capsidica
p24 e nella proteina di matrice p17 e negli endimintegrasi e proteasi.

Da alcuni anni si utilizzano contemporaneamentd¢asas con diversi meccanismi

d’azione, realizzando cosi un’associazione sinardic spettro farmacologico € cosi
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parecchio aumentato. Con la terapia combinata &igitenere una maggiore efficacia
antivirale ed una riduzione del rischio di seleziEmutanti resistenti.

Rimane in ogni caso determinante la tempestivitia déagnosi e del trattamento.
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2. SCOPO DEL LAVORO

In questa tesi ci siamo proposti di analizzaraudlo svolto nell'infezione da HIV da

parte di alcune molecole di membrana dei linfo€jtipartendo dall'osservazione che,

nei linfociti T helper, il legame di gp120 a CD4lucte l'associazione laterale di varie

molecole al CD4 stesso e che gp120 derivate da gepp diversi inducono spettri di

associazioni in parte differenti [42, 43]. Era stagertanto proposto che lo spettro di

associazioni indotto dalla gpl20 potrebbe avereruoio nelle differenze clinico-

biologiche mostrate dai diversi ceppi virali.

In questo lavoro ci si € concentrati su tre moledodotte ad associare a CD4 da

gpl20, scelte sulla base di varie osservazioniemeettevano in relazione con diversi

aspetti dellinfezione da HIV (vedere le sezioni ‘Wintroduzione” specifiche per

ciascuna molecola): il recettore costimolatorio 1BOS, il recettore di morte

CD95/Fas e la molecola multifunzionale CD38.

Il lavoro svolto ha permesso di ottenere i seguasltati principali:

- Sie osservato chie4/ICOS e un ottimo marcatore dell'evoluzione di H4/ICOS
in quanto i suoi livelli di espressione correlanomodo stretto con la viremia.
In vitro, gpl20 induce l'espressione di H4/ICOS & stimolazione di
qguest'ultimo protegge i linfociti dall’apoptosi iotta da gp120. Altri autori
hanno poi dimostrato che la stimolazione di H4/IC@Bisce I'infezione virale
agendo a livello della fase d’ingresso del virus.
- Si e osservato che difetti ereditari della funzidih€D95 (Fas)sono associati a

un’evoluzione rallentata dellimmunodeficienza inggetti infettati da HIV.

Infatti questi difetti sono particolarmente freqtiemei soggetti HIV definiti

“non progressors”.
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Si e osservato che I'espressioneCi38 inibisce I'infezione cellulare da parte
di HIV agendo a livello della fase d’ingresso dels. Questa azione inibitoria
non dipende dal “signaling” della molecola ed é atimmda un peptide sintetico
solubile corrispondente agli aminoacidi 51-74 dgharzione extracellulare

membrano-prossimale di CD38.
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3. RUOLO DELLA MOLECOLA COSTIMOLATORIA
H4/1COS NELL’EVOLUZIONE DELL’INFEZIONE
DA HIV-1

3.1 Introduzione

3.1.1 L’attivazione dei linfociti T
L’attivazione dei linfociti T e’ regolata da segnahe si avvalgono del complesso T
Cell Receptor (TCR)/CD3 e da varie molecole coskarie che interagiscono con i
loro ligandi espressi dalle Cellule Presentantntigene (APC). In assenza di segnali
costimolatori la cellula diventa anergica 0 muogee gpoptosi.
La molecola costimolatoria meglio conosciuta @D28, che e’ espresso in modo
costitutivo; i suoi ligandi sono B7-1 (CD80) e B{@2D86) espressi dalle cellule APC.
Esso amplifica i segnali innescati dal complessoRT&d induce proliferazione,
secrezione di citochine ed inibisce l'induzioneadergia e I'apoptosi.
Altri membri della famiglia sono:
- CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4), classificat@me membro della
famiglia di CD28 sulla base di una elevata omolatjissequenza con CD28 e della
capacita di legare anch’esso B7-1 e B7-2, ma cqggioee affinita’ rispetto a CD28. A
differenza di CD28, molecola costimolatoria espseassche dai linfociti T quiescenti,
CTLA-4 é espresso solo dai linfociti T attivatiragmette un segnale inibitorio.
- PD-1 (Programmed Death Gene-1), come CTLA-4, inibiscprbliferazione mediata
dall'attivazione del TCR nei linfociti T e la prodione di citochine; non ha omologia
di sequenza con CD28, ma lega due ligandi appartieatta famiglia di B7, PD-L1

(B7-H1) e PD-L2 (B7-DC).
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- ICOS/H4 (Inducible Costimulator), come CTLA-4, ha una #iigativa omologia di
sequenza con CD28 ed e espresso solo da linfodititiVati. Lega B7h (B7RP1 o
GL50), un membro della famiglia di B7 espresso sgle cellule della linea
ematopoietica sia in quelle della linea non-emampa. Come CD28 trasmette
segnali costimolatori che potenziano la prolifepae cellulare e la secrezione
citochinica indotta dalla stimolazione del TCR. &#molazione di CD28 porta alla
produzione di IL-2, mentre ICOS costimola la pmedzione di linfociti T e la
secrezione di diverse citochine, quali IL-4, ILIB;6, IFN-y, TNF-a, IL-10, GM-CSF,
ma non IL-2.

La molecola H4 e stata descritta per la prima vd#bnostro laboratorio nel 1996 nel
topo e nel 1999 nelluomo, utilizzando un anticomponoclonale prodotto da criceti
armeni immunizzati con un clone linfocitario T dopb. L’anticorpo era stato
selezionato sulla base della sua capacita di coltim I'attivazione di linfociti T di
topo innescata da anticorpi anti-TCR. Successivéeniéroczek e coll. hanno clonato
nelluomo una nuova molecola costimolatoria, dem@ta ICOS (Inducible T-cell Co-
stimulator), espressa selettivamente da linfocittfivati [59], che e successivamente
risultata corrispondere a H4 [60].

| membri della famiglia di B7 sono espressi sui oti, sulle cellule dendritiche, sui
linfociti B e talvolta sui linfociti T, sulle celle epiteliali ed endoteliali [44, 45].
Sebbene B7-1/B7-2 siano principalmente espresdi degani linfoidi, B7h, PD-L1 e
PD-L2 sono espressi anche in organi non linfoidglgpolmone, cuore e rene [45-48] .
Dal punto di vista funzionale, ICOS e’ piu’ potentieCD28 nel regolare la produzione
di citochine nelle cellule gia attivate, ma non fiefociti T naive quiescenti, la cui

attivazione sembra dipendere prevalentemente cadiamolazione mediata da CD28.
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Sembra inoltre che ICOS sostenga preferenzialmian®viluppo dei linfociti Th2.
Infatti i cloni linfocitari Th2 esprimono ICOS avelli piu’ alti rispetto ai linfociti Thl
[49-51], ed il blocco o l'assenza dell'interazionen ICOS e B7h favorisce Il
differenziamento dei linfociti Thl “in vitro” [52-f. Tuttavia, esistono prove a
supporto del fatto che la costimolazione indottd@@S possa contribuire anche allo
sviluppo di alcune risposte Thl.

La funzione di ICOS nelle cellule CD&' ancora poco conosciuta, ma e’ stato
recentemente suggerito che esso svolga un ruola ngposta anti-tumorale e nella
risposta ai patogeni intracitoplasmatici. E’ staoltre suggerito che ICOS possa
essere coinvolto nel differenziamento dei linfoditregolatori (Treg), che producono

elevati livelli di IL-10 [58].

3.1.2 Ruolo di H4/ICOS nell'infezione da HIV
L’infezione primaria da HIV produce una sindromeiiinfluenzale caratterizzata da
alta viremia e dal crollo del numero dei linfociD4" circolanti. Successivamente
un’efficace risposta immune porta ad una nettazighe della viremia e ad un
incremento, fino anche alla normalizzazione, dehero di linfociti CD4, ma essa non
riesce a eradicare l'infezione, che entra in udumgato stadio asintomatico. In questa
fase il virus persiste nei tessuti linfoidi ed iumero di linfociti CD4 cala
gradualmente. Quando il numero di linfociti CDgcende sotto ai 5Q0 la risposta
immunitaria collassa, la viremia progressivameniementa e il paziente entra nello
stadio di AIDS conclamato caratterizzato dallo gwio di infezioni opportunistiche
e/o di particolari tumori [61, 62].
La conta delle cellule CD4nel sangue periferico & utilizzata routinariamenédia

valutazione dell’'evoluzione dell'infezione, tuttavessa non predice la durata dello

a7



stadio asintomatico. Nel tentativo di individuaneowi parametri utili nella prognosi
della malattia, vari autori hanno valutato il sfgpgato prognostico di vari marcatori di
immunoreattivita, quali I'espressione di alcuni oaori di superficie dei linfociti
attivati ed i livelli serici di varie citochine [6@&6]. Il marker prognostico piu accurato é
sembrato essere I'espressione superficiale dellecola di attivazione CD38. Infatti
nellinfezione acuta l'espansione periferica denfdciti CD8'CD38 precede la
risoluzione dei sintomi e la caduta della virerm@ntre nello stadio asintomatico i
livelli di espressione del CD38 nei linfociti CD8appresentano un buon indicatore

predittivo del declino delle cellule CD4 dello sviluppo del’AIDS [68-70].
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3.2 Scopo del lavoro

In questo lavoro ci siamo quindi proposto di valateespressione di H4/ICOS durante
il corso dell'infezione da HIV-1 e la sua utilit@ome marcatore della progressione

dell'infezione stessa, in rapporto ad altri mardaqoali CD38, CD25 e HLA-DR.
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3.3 Materiali e Metodi

3.3.1 Pazienti HIV'

L’'analisi & stata condotta sul sangue perifericteratto da 55 pazienti HIV La
sieropositivita e stata definita dalla presenzardicorpi anti-HIV rilevati tramite test
ELISA (E.I. DuPont, Wilmington, DE) e comprovatancsuccessiva analisi in Western
Blot (E.I. DuPont, Wilmington, DE). | pazienti somstati suddivisi in classi distinte in
base ai dati clinici ottenuti all'inizio dello stieded ai criteri classificativi del Centre
for Disease Control (CDC) di Atlanta: 14 pazientgentavano infezione primaria da
HIV (IP), 20 erano asintomatici (ASN) e 21 presgata AIDS conclamato. | controlli
per lo studio erano rappresentati da 25 donataii §&ta media dei donatori era 31

9 anni (range: 23-45 anni), mentre quella dei maed 40+ 9 anni (range: 26-61
anni). | pazienti IP sono stati studiati dopo #@atento con HAART costituito
dall’associazione di un inibitore delle proteasiu mlue inibitori della trascrittasi
inversa. Tre pazienti con AIDS seguiti nel follow-arano andati incontro al fallimento
della terapia (iniziale risposta con livelli di HHRNA minori di 500 copie/ml seguiti da
in progressivo incremento dei livelli di HIV-RNA mgiori di 500 copie/ml). La carica
virale é stata valutata tramite kit Chiron ED utiati sono espressi come numero di
copie di RNA/ml di plasma.

| pazienti coinvolti nello studio sono stati segtesso il Dipartimento di Malattie

Infettive ed il Dipartimento di Ematologia dell’Urérsita Cattolica di Roma.
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3.3.2 Anticorpi monoclonali ed analisi in immunofluorescea
Per le analisi in immunofluorescenza sono stattiusaeguenti anticorpi: anticorpi
monoclonali per antigeni umani anti-CD3, -CD4, &€DCD25, -CD38, -CD14, -
CD16, -CD19, -CD45, -HLA-DR (Becton-Dickinson) cagati con PE o con FITC
(Becton-Dikinson). Gli mAb in grado di riconosce@®69, CD2 e Ly-6C sono stati
acquistati dalla Pharmingen (San Diego, CA)
L’anticorpo C398.4A (H4), utilizzato in esperimestil modello murino o sul quello
umano, sono stati prodotti nel nostro laboratoripuweificati per cromatografia di
affinita su proteina G dal supernatante della caltiel corrispondente ibridoma.
La produzione dell'anticorpo anti-H4 C398.4A (IgGcdiceto) e’ stata condotta come
riportato nella referenza [73]. L'mAb era rivelabon un siero di capra anti-lg di
criceto coniugato con FITC, pre-adsorbito con I¢pgio e di ratto (Caltag, Burlingame,
CA, USA). L'analisi delle cellule attivate con PH#a effettuata usando anticorpi anti-
CD25, -HLA-DR (Becton Dickinson), -CD137 (Ancell,aBport, MN) e anti-CD38
(OKT10) (ATCC, Rockville, MD) individuati con un eiio di capra anti-lg di topo
coniugato con FITC (Becton Dickinson). Nelle coldoai a tre colori H4 era colorato
con l'anticorpo C398.4A coniugato con biotina piwa@tum-Red Avidina (Sigma-
Aldrich,St. Louis, MS, USA). | campioni sono stathalizzati con citofluorimetro
FACScan (Becton Dickinson) utilizzando una finesk&C/SSC per i linfociti. La
densita antigenica e’ stata espressa come rapgpelitointensita media di fluorescenza

(MFI-R) calcolato con la formula:

_ MFI dell'istogrammadel campiong(unita arbitrarie)

MFI -R =
MFI dell'istogrammadel controllo (unita arbitrarie)
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3.3.3 Analisi delle associazioni intermolecolari laterali metodica del
cocapping ed analisi mediante FRET
| linfociti CD4" sono stati coltivati per due giorni in RPMI+10%FB8g/ml PHA,

lavati e coltivati per ulteriori tre giorni in RPM10%FBS+10 U/ml di IL-2
ricombinante, quindi usati nei saggi di cocappiSmno stati utilizzati due set di
anticorpi: uno era coniugato con arsonato (Ar)lerato con siero di coniglio anti-Ars
coniugato con FITC purificato per affinita, gli mlterano coniugati con biotina e
colorati con avidina coniugata con rodamina (TRITZgctor, Burlingame, CA). Per
'analisi sono stati utilizzati i seguenti anticonpurificati mediante cromatografia
d’affinita su proteina G: OKT3 (CD3), OKT4 (CD4),KD9 (CD71) (ATCC);
Moon1(CD31).

Le cellule sono state quindi lavate, risospese PMR-10%FBS e trattate con
concentrazioni saturanti |(@/ml) di gpl2@s ricombinante (Intracell, London, UK),
rgpl2Qun (Agmed, Bedford, MA) o gpl26: purificata per affinita’ (ABI, Columbia,
MD) o con lo stesso volume di PBS (Phosphate Buffalinum) a 4°C per 30 min.
Concentrazioni saturanti dell’anticorpo monoclon@l&T4 sono state aggiunte alla
sospensione cellulare ed abbiamo proseguito liazidme a 4°C per ulteriori 30 min.
Le cellule sono state quindi lavate con PBS freddmlorate a 4°C per 30 min con un
siero anti-Ars coniugato con FITC. Il capping eatst indotto per 15 min a 37°C
usando I'mAb appropriato coniugato con Ars piu gianti-Ars coniugato con FITC.
Le cellule sono state quindi lavate con PBS fretids®% FBS + 0.1% Na#) colorate a
4°C con anticorpi (C3984A, OKT3, OKT9, Moon-1) cagati con biotina e avidina
coniugata con TRITC, fissate con paraformaldeidamalizzate con un microscopio a

fluorescenza. Le cellule che presentavano una aztmme con FITC limitata ad un
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terzo della membrana erano considerate positiveapping. |l_cocappig e’ definito

come colocalizzazione della colorazione con TRIETarea di formazione del “cap”.

3.3.4 Saggio di morte cellulare

| linfociti CD4* (1C0cellule/pozzetto) coltivati per 6 giorni con PHA+HLsono stati
incubati con solo terreno (controllo) o con antmaanti-Fas (isotipo IgM) (1g/mL)
(UBI, Lake Placid, NY), o con gplgQ ricombinante (Rg/mL) (Agmed, Bedford,
MA) o con gpl120s; purificata per affinita (@g/mL) (ABI,Columbia,ML) in piastre a
96 pozzetti in un volume finale di 100 di RPMI+10%FBS. Dopo 24 ore veniva
effettuta la conta delle cellule sopravvissute gmigpozzetto con test di esclusione al
blu tripano [5, 74]. | risultati sono stati espiessme “perdita di cellule specifica %”

calcolata come segue:

totale delle cellule vive nel pozzetto del test
100 - x100

totale delle cellule vive nel pozzetto del contoll
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3.4RISULTATI

3.4.1Espressione della molecola H4/ICOS durante I'infene da HIV-1
Per valutare la possibile utilita della valutaziated/'espressione di H4/ICOS nel corso
dell'infezione da HIV, abbiamo condotto un’anali$ie ha coinvolto 55 pazienti infetti
da HIV: 14 con infezione primaria (pazienti IP), @fintomatici (pazienti ASN), e 21
con AIDS conclamato. | dati ottenuti mostravano dheproporzione di cellule
CD4'H4/ICOS era pili elevata nei pazienti IP e AIDS che neiadori sani (controlli),
e nei pazienti con AIDS rispetto a quelli con ASKaly. 3 e Fig. 7). | linfociti CD8"
avevano un andamento simile, ma le differenze esagmficative solo tra i soggetti PI
ed i soggetti di controlloT@b. 3). Le variazioni osservate nell’espressione di BOS
rispecchiavano variazioni reali nel numero di dellid4/ICOS in quanto anche il
numero assoluto di cellule CEH4/ICOS e CD8H4/ICOS (celluleful) era
significativamente piu alto negli IP che negli ASNnei controlli Tab. 3). Questo
spettro di espressione suggerisce che H4/ICOS spmaesso durante corso della
infezione da HIV con una netta cinetica bifasieagliale € molto piu evidente rispetto
a quella accennata dagli altri marcatori di attivaeg presi in esame in questi stessi
pazienti, ovvero CD38, CD25 e HLA-DR #b. 3).
L'analisi di questi dati evidenzia tuttavia una emle variabilita nell'espressione di
H4/ICOS nei pazienti con IP. Per valutare se qudetse legata all'intervallo
intercorso tra la sieroconversione e la nostraiginabbiamo diviso il gruppo IP in due
sottogruppi: uno comprendente i pazienti valutattnm di tre mesi dopo la
sieroconversione (IP-precoci, n=6), l'altro commtente i pazienti valutati dopo 4-12
mesi dalla sieroconversione (IP-tardivi, n=8). Qaeslisi ha dimostrato che gli IP-
precoci presentavano proporzioni di cellule H4/ICG®)nificativamente pill elevate

rispetto agli IP-tardivi tanto a livello delle aglit CD4 che di quelle CD8
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GS

PBMC?CD4* PBMC CD8*
Gruppo di
Pazienti H4/ICOS  CD25 CD38 HLA-DR H4/ICOS CD25  CD38 HLA-DR
CTR (n=25) 3 39 43 8 4 5 39 17
(2-5) (26-35) (39) (6-10) (2-4) 4-7) (30-48) (14-24)
Pl (n=14) 120 120¢ 62 170¢ 120 Qp-d 570.c 37Pe
(5-46) (8-23) (6%) (12-31) (2-31) (0-1) (51-61) (29-44)
AD (n=20) 6° 23 66 21b¢ 3 P 73 50PC
(2-10) (21-30) (83) (15-26) (1-4) 1-4) (61-79) (38-61)
AIDS (n=21) 13 33 82 52 3 5 91b 60
(10-19) (21-39) 9a) (29-83) (1-10) (3-8) (84-94) (52-71)

Tab.3 Espressione percentuale di H4/ICOSin PBMC CRACDS8 nei gruppi di pazienti HIV e nel gruppo di
soggetti di controllo(a): | PBMC sono stati colorati con anticorpi anti-CD4 e &€BE e con anticorpi anti-CD25, -
CD38 o HLA-DR marcati con FITC. H4/ICOS e’ stato fia@® con un anticorpo anti-H4 e con un siero anti-lg di
criceto FITC. | risultati sono espressi come percertuthl CD4 e CD8 che co-esprimono H4/ICOS. L'analisi
statistica e’ stata effettuata con il test di Mann-wéytn(b): dati significativamente differenti rispetto al contll
(CTR); (c): dati significativamente differenti rispetto ai paziensiirdomatici (AD); (d): dati significativamente

differenti rispetto ai pazienti AIDS.
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CD3PE

CDS PE

H4 FITC H4 FITC

Fig. 7 Analisi citofluorimetrica dell’espressione di Hfnano su linfociti T CD4 e
CDS§' isolati da un soggetto HIVin fase asintomatica (ASN) ed uno in fase di
infezione acuta (Pl). Le cellule PBM sono state ifmate mediante
centrifugazione su gradiente di densita, quinddrae con anticorpi monoclonali
anti-CD4 o anti-CD8 coniugati con (PE) e con mAli-&4 (C398.4A) rivelato
successivamente con Ig di capra anti-criceto cat@igon FITC.
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(CD4'H4/ICOS’: IP-precoci 4@816% vs IP-tardivi 183%, p<0.01, CD8H4/ICOS:
IP-precoci 2218% vs IP-tardivi 4%, p<0.05 rispettivamente). Inoltre gli IP-tardivi
presentavano anche pit elevate proporzioni di leellDDSHLADR" (IP-precoci
52+8% vs IP-tardivi 286%,p<0.05). Al contrario non si osservava nesstufiereinza
significativa nell’'espressione di CD25 e CD38.

Questi dati suggerivano che H4/ICOS fosse prefeaénente espresso nelle
primissime fasi dell'infezione. Per confermare daegossibilita abbiamo seguito
'espressione della molecola per 11 mesi in trdgudizlP-precoci Fig. 8). La prima
analisi, effettuata al momento della diagnosi iaspnza di una viremia molto elevata,
ha evidenziato elevati livelli di espressione di/lg®S sia sui linfociti CD4 sia su
quelli CD8'". Successivamente i pazienti sono stati sottoostattamento con terapia
HAART (Highly Active Anti-Retroviral Therapy), lauple induceva un drammatico
crollo sia della viremia sia I'espressione di H4DE. Successivamente entrambi i
parametri rimanevano bassi per tutta la restantatawalel follow-up (48 settimane) che
accompagnava il paziente nella fase asintomaticaalattia. Abbiamo anche seguito
per varie settimane I'espressione di H4/ICOS inpaeienti con AIDS conclamato in
cui la terapia HAART non aveva avuto esito positiguesti pazienti mostravano
un’iniziale risposta alla terapia (con livelli dil#RNA minori di 500 copie/mL),
seguita da un progressivo incremento dei livelli HV-RNA. Quest’analisi ha
dimostrato che il fallimento della HAART si accongo@ava a un rapido aumento
dell’espressione di H4/ICOS sia nelle cellule CB# in quelle CD8 Questa cinetica
di espressione era caratteristica di H4/ICOS imtpugli altri marcatori di attivazione
esaminati (CD25, CD38, e HLA-DR) presentavano uredd” simile, ma con
movimenti pil contenuti e meno strettamente legatnovimenti della viremiaKig.

9).
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Fig. 8 Andamento dell’espressione di H4/ICOS in tre pazientpitBcoci. | risultati sono espressi cme
proporzione di PBMC CD%e CD8 esprimenti i marcatori di attivazione H4/ICOS, CD25, 3De HLA-
DR analizzati a tempi diversi. Il tempo t=0 corrigde alla prima analisi in concomitanza con l'inizio del
trattamento con terapia HAART. Il pannello di sinistrastra i livelli plasmatici di HIV-RNA a tempi
diversi.
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Fig. 9 Cinetica di espressione di H4/ICOS in tre pazienti coD@\ | risultati sono espressi come percentuale
di PBMC CD4 e CDS8 esprimenti | marcatori di attivazione H4/ICOS, CD25, e HLA-DR analizzati in
tempi successivi. Il tempo t=0 corrisponde alla priaralisi e mostra il fallimento della terapia HAART
(livelli di HIV-RNA superiori a 500 copie/ml). Il pareilo di sinistra mostra | livelli plasmatici di HIV-RNA a

tempi diversi.



3.4.2 Correlazione funzionale tra la glicoproteina di HAM gp120 e H4/ICOS
L’'osservazione che I'espressione di H4/ICOS in @aiziHIV" correla con I'andamento
della viremia suggerisce che l'espressione delldecata sulla superficie cellulare
possa essere direttamente indotta dalla presenpeodotti virali. Tale possibilita é
stata investigata valutando in vitro gli effettilldeglicoproteina dell'involucro virale
gp120 sulla espressione di H4/ICOS. Cellule monteate di sangue periferico
ottenute da donatori sani sono state coltivate riesgnza o assenza di gpi20
ricombinante (1Qg/ml) per tre giorni e la cinetica di espressionédd/ICOS é stata
valutata mediante citofluorimetria. Questi espenthehanno dimostrato che
lincubazione con gp120 induce in modo significatiuna espressione transitoria di
H4/ICOS sui linfociti CD4. Una simile induzione era anche osservabile sfipditi
CDS8', ma non sono stati raggiunti valori statisticareesignificativi. Allo stesso modo
gp120 sembrava anche indurre I'espressione di COBR5, e HLA-DR nelle cellule
CD4" e CD8, ma senza che venissero raggiunti valori stagistente significativi
rispetto ai controlli non trattati con gpl128id. 10. Inoltre gp120 non induceva affatto
'espressione di altre molecole di attivazione q@i137, CD95L e CD44v (dati non
mostrati).

In passato abbiamo dimostrato che il trattamento gp120 delle cellule T CD4
potenzia I'associazione del CD4 con il complessBCOLR e ne induce I'associazione
con altri recettori di superficie [75, 76]. Poich&/ICOS presenta un certo grado di
associazione laterale spontanea con CD4 e conniplesso CD3/TCR, abbiamo
valutato se gp120 modificasse tali associaziomirédit Abbiamo saggiato l'effetto di
gpl20 derivate da diversi ceppi virali (gp3120 gpl2Qw, e gpl2@g) sulle

associazioni laterali di H4/ICOS attraverso espenith di cocapping condotti su
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Successivamente € stato indotto il capping di C34 & valutato il cocapping di H4,
CD3, CD31 e CD71. Si e cosi osservato che tuttgplE20 impiegate potenziano il
cocapping del CD4 con CD3 e H4/ICOS. L’effetto gpacifico in quanto le gp120 non
inducevano nessuna associazione del CD4 con lecoleléi controllo CD71 e CD31

(Tab. 4).

Molecola che

da’ cocapping CTR gp12Qs gp12Quy gp12Q,5,
H4/ICOS 35+ 22 58 + 28 54 + 23 54 + 29
CD3 41+ P2 67 +18 65+ 23 61+16
CD71 15+ 4 14+5 16 + 10 18+7
CD31 9+ 8 9+7 8+7 5+5

Tab. 4 Capping di CD4 e co -capping di diverse molecole di digie in linfociti
CD4" attivati con PHA e trattati 0 no con gp120 derivatediversi ceppi virali(a): i
risultati sono espressi come percentuale di linfociti Cbde hanno mostrato co-
capping con le molecole evidenziate. | risultati r@gentano la media £ D.S. di dati
derivati da cinque esperimenth): differenze significative rispetto al controllo (teht
Mann-Whitney).

Numerosi autori hanno dimostrato la capacita di2@pdi indurre morte cellulare
programmata in cellule T CD4 che questa & probabilmente innescata attraverso
meccanismo dipendente dall'interruttore di apoptbas (CD95) [5, 77-81]. Dal
momento che H4/ICOS possiede un’attivita costinaolatsulle cellule T [82] e molte
molecole costimolatorie hanno un’attivita protedtivei confronti dell’apoptosi indotta
da vari stimoli, abbiamo valutato I'effetto deliensolazione via H4/ICOS sull’apoptosi
indotta da prodotti virali. A tal fine, linfociti TCD4™ preparati da donatori sani e

attivati con PHA sono stati trattati con gpikr® gpl2Q@s1 0 con un mAb anti-CD95 in
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presenza ed in assenza del mAb anti-H4 ed e stémdigvalutata la sopravvivenza
cellulare dopo 24 ore. Liaig. 11 mostra che sia le gp120 sia I'anticorpo monod®na
anti-Fas inducevano una marcata perdita cellulacbeela stimolazione di H4/ICOS
inibiva parzialmente questo effetto apoptotico.

L’effetto era specifico in quanto non era indottla stimolazione di una molecola di

controllo come MHC di classe I.
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Fig. 11 1l legame dell'anticorpo anti-H4/ICOS proteggéniociti T CD4" dalla MCP
indotta in vitro da gp120 o mAb anti-Fas. Le ca@lslono state incubate con gpis20
gpl2Qun, 0 mAb anti-Fas in presenza o assenza dellmAbHAICOS o anti-MHC-I.
Dopo 24 ore in coltura la sopravvivenza cellulastada valutata con il test di esclusione
al blu tripano. I risultati sono espressi comedparcellulare relativa %, come indicato in
Materiali € Metodi e rappresentano la media + DS dei dati ottenutirique esperimenti.
L’asterisco indica i dati che sono significativartemiversi rispetto al controllo (cioe
cellule trattate con il corrispondente agente @asite MCP in assenza degli mAb per
H4/ICOS o MHC-I).
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3.5 DISCUSSIONE

In questo lavoro abbiamo valutato 'espression&adablecola attivatoria H4/ICOS nel
corso dellinfezione da HIV-1 e il suo ruolo comeantatore della progressione della
malattia.

Abbiamo osservato che H4/ICOS, ma anche HLA-DR e3&Dsono espressi dai
linfociti T CD4" e CD§ sia durante la fase dell'infezione primaria siaashtie gli ultimi
stadi dell'infezione, quando si manifesta il dranio@ crollo dei linfociti T CD4
circolanti e lo sviluppo di AIDS conclamato. Diverappare invece il comportamento
di CD25, che marca non solo i linfociti attivati nasache i linfociti Treg, la cui
espressione nella fase di AIDS conclamato € similguello dei controlli, mentre
nellinfezione primaria € significativamente ridett Questa osservazione potrebbe
indicare un’inibizione selettiva da parte del virssll'espressione di CD25 o una
riduzione selettiva del numero di linfociti Treg.

Sebbene questi studi trasversali non abbiano exigkennessua peculiarita di ICOS
rispetto a CD38 e HLA-DR, la successiva valutazidoegitudinale della cinetica
d’espressione di questi marcatori nel corso déllaione primaria e in corso di
fallimento della terapia HAART ha invece dimostrate I'espressione di H4/ICOS e’
sostanzialmente differente da quella degli altré adoarcatori. Infatti, in entrambe le
condizioni di malattia, 'espressione di H4/ICOSgefella che segue piu da vicino (con
una correlazione diretta) 'andamento della virermantre I'espressione di HLA-DR e
CD38 presenta una latenza decisamente maggiore.

Poiché vari prodotti di HIV (come gpl120, Tat o Nefno in grado di indurre una
parziale attivazione linfocitario, si pud propouaiee I'elevata espressione di H4/ICOS
possa dipendere da un’azione diretta di prodatiiivsui linfociti T. Questa possibilita

e confermata dalla nostra osservazione che linboba in vitro di linfociti T
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(prelevati da soggetti non infetti) con gp120 ineltentro poche ore un’espressione
transiente di H4/ICOS nei linfociti CD4in assenza di altri stimoli attivatori. Questa
azione potrebbe dipendere dalla stimolazione di @B4arte di gp120. Piu difficile &
invece spiegare l'induzione di una debole esprassai H4/ICOS anche nei linfociti
CDS§', privi di CD4; in questo caso si pud suggerire clespressione possa essere
indotta da fattori prodotti dai linfociti CD4 oppure dall'interazione di gp120 con
corecettori virali (ad esempio recettori chemodhini glicosfingolipidi) espressi anche
dai linfociti CDS§'.

L'espressione di H4/ICOS potrebbe proteggere otif T dall'azione tossica dei
diversi prodotti virali e eventualmente del viruesso inibendo I'apoptosi e quindi la
deplezione dei linfociti CD4+. Questa possibilitduwggerita dalla osservazione che la
stimolazione di ICOS protegge i linfociti dall’apgi indotta in vitro da g120 o da
anticorpi anti-Fas. Questa attivita protettiva pblre essere legata al “signaling” di
ICOS oppure a un’interferenza esercitata a livdlidla interazione tra gpl120 e CD4
dall'associazionee laterale di ICOS a CDA4.

La possibilita che ICOS possa inevenire direttamemei processi di infezione é
sostenuta dalla recente osservazione, fatta daaatori, che la stimolazione di ICOS
(mediante anticorpi monoclonali o una forma sokililel suo ligando fisiologico)
inibisce l'infezione cellulare da parte di cep@ §§XCR4-tropici che CCR5-tropici del
virus; questa azione inibitoria richiede il “sigimg’ da parte di ICOS in quanto é
inibita da suoi inibitori farmacologici e sembrairagprevalentemente a livello delle
primissime fasi dell'infezione, probabilmente aelie dell'ingresso del virus nella
cellula.

In conclusione, diversi profili di espressione @dS, CD38 e HLA-DR sembrano

caratterizzare le varie fasi dellinfezione da HIYelle prime fasi dell'infezione
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primaria, H4/ICOS e’ espresso ad alti livelli, nentespressione di CD38 e HLA-DR
aumenta in una fase piu tardiva; nella fase asiatican sono presenti bassi livelli di
H4/ICOS ed intermedi di CD38; infine, nella fase AIDS conclamato, sono
osservabili livelli intermedi di espressione di HZIDS ed elevati livelli di CD38 e
HLA-DR.

La riduzione dell'espressione H4/ICOS e la dimionz dei livelli plasmatici degli
RNA virali sono la prima risposta ai trattamenttiggtrovirali con gli inibitori delle
proteasi nelle fasi precoci dell'infezione da HIduesto suggerisce quindi che
'espressione di H4/ICOS possa essere utilizzataecparametro per monitorare la
risposta biologica dell’'organismo in seguito a #ji@drattamenti anti-HIV.

Inoltre i dati di questo lavoro, insieme a quelli Zhou et al, suggeriscono che
linduzione dell’'espressione di H4/ICOS potrebbedumare direttamente I'evoluzione
dell'infezione. Da un lato, H4/ICOS potrebbe avara effetto protettivo sulla
deplezione dei linfociti CD4+ inibendo lapoptoseidlinfociti CD4+ e la loro
infezione. Dall’altro lato questi stessi effettitpgbbero favorire il virus, inibendo la
morte dei linfociti infettati e ostacolando la sup&zione cellulare. Anche I'azione
funzionale di H4/ICOS sui linfociti T helper potitsb avere un duplice ruolo. Da un
lato la stimolazione della secrezione di IL10 édpinta” verso la differenziazione di
tipo TH2 potrebbe favorire il virus, riducendo IBIp” nei confronti della risposta
antivirale cellulo-mediata; dall’altro lato studieaenti (Mesturini, osservazione
personale) indicano che nelluomo, ICOS indurrebbe solo la secrezione di IL10,
ma anche (e prevalentemente) la produzione di elévelli di IFN-gamma, il quale

potrebbe avere un positivo effetto di stimolo delinunita antivirale.
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4. RUOLO DI FAS NELLA RITARDATA
PROGRESSIONE DELL'IMMUNODEFICIENZA
DA HIV-1

4.1 |l sistema Fas

4.1.1 La superfamiglia dei recettori del TNF (TNFR)
Fas appartiene alla superfamiglia del RecettoreTdetor Necrosis Facto{TNFR)
[84-87]: essa comprende piu’ di 20 membri che soamtterizzati da un dominio
extracellulare che contiene da 1 a 6 domini ridohcisteina (CDR) e comprende
molecole come irecettori -1 e -2 del TNF (TNFR-2§ il recettore peNerve Growth
Factor (NGF), CD40, CD27, CD30, 4.1BB ed i recettori gdRAIL (TNF-related-
apoptosis-inducing ligand) DR4 e DRS5. | ligandi dueste molecole, invece,
appartengono alla superfamiglia di TNF, che comgpeenNF, FasL, linfotossina (LT),
CD40L, CD27L, CD30L, 4.1BBL e TRAIL.
Questi recettori possono essere divisi in due gruppbase alle funzioni delle loro
code citoplasmatiche:
- il primo gruppo comprende i recettori di morteyre Fas, TNFR1 ed i recettori di
TRAIL (quali DR4/TRAILR-1, DR5/TRICK-2/KILLER/TRAILR-2,
DcR1/LIT/TRID/TRAILR-3, DcR2/TRUNDD/TRAILR-4 e OPG)[88]. Essi sono
caratterizzati nella loro coda citoplasmatica dametivo citoplasmatico, denominato
“‘death domain” (DD), che funziona come sito diattro, tramite il DD presente su
proteine adattatrici, per interazioni omotipiche. firoteina adattatrice di Fas e’ FADD
(Fas-Associated Death Domain), che e’ in gradeeglaisi a pro-caspasi-8 attraverso |l
dominio DED (Death Effector Domain). Il reclutamentli procaspasi-8 porta alla

formazione di un complesso trimolecolare chiani¢ath Inducing Signaling Complex
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(DISC), che attiva caspasi 8 e da’ inizio alla eascdi trasduzione del segnale. Nel
TNFRL1, il DD e’ anche in grado di associarsi cornalira molecola adattatrice,
TRADD (TNFR1-associated death domain protein), ehén grado di reclutare tre
mediatori, FADD, RIP1 (receptor-interacting protdih e TRAF2 (TNFR-associated
factor 2). Cosi’ come nella via di segnalazion&as, FADD attiva la cascata caspasica
ed innesca l'apoptosi. Al contrario, RIP1 e TRAF2dmno l'attivazione cellulare e
promuovono linflammazione attraverso l'attivaziotieNF-kB e delle MAPK.

- Il secondo gruppo comprende la maggior parte rdeettori “TNFR-like” che
agiscono principalmente come fattori di crescitssifbon hanno un DD, ma presentano
una sequenza consenso per le proteine TRAF. Loolstidel TNFR2 porta al
coinvolgimento di TRAF2, che si associa con TRA6 TRAF1 sia TRAF2 possono
reclutare c-IAP1 e c-IAP2 che presentano un’agthanti-apoptotica, essi sono infatti
in grado di inibire l'attivita’ di molte caspasi.uftavia, 'associazione di c-IAP1 con il
TNFR2 e’ in grado di potenziare l'apoptosi innescatla TNF, innescando

'ubiquitinazione e la degradazione di TRAF2 [89] .

4.1.2 Fas: struttura e suo ruolo nella cascata apoptotica
CD95 (APO-1/Fas) € una glicoproteina di membranaagpnente alla superfamiglia
dei recettori per il TNF/NGF, nel sottogruppo decettori di morte [90, 91]. Fas €’
caratterizzato, nella porzione extracellulare, ddodnini ricchi in cisteine (CRDs);
nella porzione intracellulare e’ invece presenteDldy importante per la trasmissione
del segnale apoptotico. L’interazione di Fas, atdatm in forma trimerica, con un
trimero di FasL (CD95L) [92] innesca la cascataségnali che portano alla morte
apoptotica della cellula. L'attivazione di Fas podlla formazione del DISC [93] in

seguito al reclutamento della molecola adattatriE&DD [94, 95] che media
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l'interazione fra Fas e la procaspasiFiide) [96-98] Fig. 12). Attraverso un processo
auto-catalitico si ottiene l'attivazione di casp@sihe porta alla produzione della forma
attiva, che viene rilasciata nel citosol come etetcamero.

Caspasi-8 attivata innesca 2 distinte via apogtetida via estrinseca, che procede
attraveso la cascata apoptotica, e la via intresehe richiede lintervento del
mitocondrio. La prima e’ prevale nelle cellule @etli “tipo I, la seconda nelle cellule

dette di “tipo II".

VIA INTRINSECA VIA ESTRINSECA

STRESS
deprivazione di citochine

Caspasi-8

e Caspasi-3

Pro-caspasi

j Forma attiva l

APOPTOSI

APOPTOSOMA

Fig. 12 La cascata di trasduzione di segnale innescataredattori di morte: vie
intrinseca ed estrinseca. La via estrinseca e'siat@ dal legame del ligando al recettore
di morte e porta all’attivazione di caspasi-8; la intrinseca, invece, e’ innescata da
alterazioni mitocondriali che causano il rilasciaciocromoc e l'attivazione di caspasi-
9. Entrambe le vie convergono su caspasi-3. Latione di caspasi-8 puo’ anche
causare l'attivazione della via intriseca scindeledfmrma citosolica di Bid e rilasciando
tBid o attivando una sfingomielinasi acida e praehdo ceramide.
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Nelle cellule di tipo I, la caspasi 8 (e forse @),1detta caspasi “iniziatrice” attiva le
caspasi “esecutrici” 3, 7, 6, le quali intervengdnovaria misura sui diversi aspetti
della morte cellulare programmata [99, 100]. Nek#lule di tipo Il caspasi 8 scinde
Bid, che appartiene alla famiglia di Bcl-2; la fanscissa di Bid attiva la via

mitocondriale Fig. 13). Il mitocondrio ‘attivato’ rilascia nel citoplassnSMAC/Diablo

e citocromo c, che, insieme con pro-caspasi 9 dlAfarmano un complesso chiamato
apoptosomache porta all’attivazione di caspasi 9. Questwafquindi altre caspasi

che si trovano a valle e che propagano il segrmdetatico Fig. 12) [101].

Via di trasduzione del segnale di Fas Via di traSI(IjUZiOITeI dz! segnale di Fe
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Fig. 13 lllustrazione delle due vie di trasduzionelel segnale innescate da CD. (A)
Nelle cellule di tipo I, grandi quantita’ di casp&sono attivate dalla formazione
DISC, in grado di scindere diversi substrg§B) Nelle cellule di tipo II, il legame di
CD95L a Fas porta alla produzioni di piccole guantdi caspasi 8; queste cellule
dipendono dal dallamplificazione del segnale daeael mitocondrio, il quale rilascia
nel citosol fattori in grado di attivare caspagid®in ultima analisi caspasi 3.

70



4.1.3 Inibitori del signaling di Fas
Queste vie di trasduzione del segnale sono sotioniirollo di tre famiglie di inibitori
che agiscono a diversi livelli: la famiglia di B2J-la famiglia di FLIP (FLICE Inhibitor
Protein) e la famiglia delle IAP (Inhibitor Of Aptgsis).
La famiglia del Bcl-2 comprende diverse molecole ezione anti-apoptotica (Bcl-2,
Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, BIf-1, NR-13 and Diva) o prepoptotica (Bax, Bcl-XS, Bak,
Bad, Bok) [102-105]. Molecole come Bcl-2 e Bcl-Xkpn azione anti-apoptotica,
risiedono nella membrana mitocondriale esterna,treda molecole con azione pro-
apoptotica possono essere presenti sia nel cigdgahella membrana mitocondriale.
Durante I'apoptosi, i membri pro-apoptotici delarfiglia vengono attivati.
Le IAP comprendono una serie di proteine (c-IAP1lAR-2, X-IAP, N-IAP,
survivina), che agiscono inattivando varie caspls. queste la piu studiata e dotatata
di attivita’ pro-apoptotica piu’ potente X-1AP (il suo gene e’ sul cromosoma X), che
inibisce le caspasi 3 e 9 [106-110].
FLIP e’ stato inizialmente identificato come progeivirale (VFLIP); gli omologhi
cellulari FLIPS e FLIPL condividono con caspasirBelevata omologia di sequenza e
posseggono un dominio DED funzionale che puo’ kigal DED di FADD
competendo per lo stesso sito con caspasi 8. Quasigcole sono prive di attivita
enzimatica e sono in grado di inibire il processatmedi procaspasi 8, sviluppando

un’azione dominante negativa sulla caspasi stessa.
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4.1.4 Difetti nella funzionalita’ di Fas: ALPS
Anomalie ereditarie, in grado di rendere il sistamanunitario incapace di eliminare i
linfociti capaci di riconoscere antigeni self, pmss causare malattie autoimmunitarie
sia nell'uomo sia nel topo.
Topi lpr/lpr e gld/gld sono stati la prima dimostrazione di un quadro
autoimmune/linfoproliferativo con accumulo di licit negli organi linfatici secondari
e presenza di autoimmunita’. Entrambi i ceppi dpaopresentavano inoltre un
accumulo di linfociti negativi per gli antigeni sliiperficie CD4 e CD8 (linfociti DN).
Nelluomo é stata descritta una condizione similgéogi Ipr denominataSindrome
Autoimmune/Linfoproliferativa(ALPS) [111-114]. | pazienti, in genere in eta
pediatrica, presentano una diminuita funzione dedlscata di trasduzione del segnale
di Fas e manifestazioni autoimmuni severe che odgono principalmente le cellule
del sangue (variabili associazioni di anemia, troaitopenia, neutropenia, ma anche
glomerulonefrite e vasculite). Infatti, i criterhe oggi classicamente per digniosticare
'ALPS includono 1) una linfoproliferazione non neoplastica, con ladenopatia e/o
splenomegalia,2) una ridotta risposta apoptotica dei linfociti cle seguito a
trattamento con anticorpi anti-F&),una percentualel1% di linfociti T doppi negativi
(DNT) per CD4 e CD8 (CDEDSTCRaB") nel sangue periferico o la presenza di
cellule DNT nei tessuti linfatici @) la presenza di autoimmunita’ e/o di autoanticerpi
una storia famigliare di ALPS [115].
Il difetto funzionale di Fas é dovuto a mutazioeiaderie a carico del gene di Fas
(ALPS-la) [116] o di FasL ALPS-Ib) [117] oppure a mutazioni del gene che codifica
per caspasi 100LPS-11) [118]. Queste mutazioni comportano una ridottazionalita’
della caspasi ed interferiscono con la cascatatapogn Un ulteriore sottogruppo e’
rappresentato dai pazierALPS 1l per i quali il difetto apoptotico e dovuto ad
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mutazioni sconosciute nella cascata di trasduzimiesegnale. Recentemente, e’ stata
descitta una mutazione a carico del gene che cadifer caspasi 8 che risulta in una
ridotta apoptosi linfocitaria ed omeostasi ma, diaenente dagli altri pazienti ALPS, e’
presente anche un difetto di attivazione sia nedlule T sia B e NK, cui consegue
limmunodeficienza [119, 120].

Il nostro gruppo ha identificato pazienti che prégaao un quadro clinico simile a
guello ALPS, ma mancante della presenza di cetlolgpie negative per CD4 e CDS8
[121]. Tuttavia essi presentano una diminuita fomalita’ di Fas senza presentare
mutazioni a carico di Fas o FasL. McKusick ha pstpda denominazion®ALD
(Dianzani’'s Autoimmune Limphoproliferative Disepg®r questa forma di malattia
(OMIM ref#605233). DALD sembra essere geneticamestgrogenea: diversi geni
potrebbero essere coinvolti nelle diverse famiglienolteplici alterazioni genetiche
potrebbero essere richieste per manifestare la ttmalaQuesto e’ suggerito
dallosservazione che, spesso, entrambi i gendteripazienti sono sani, ma sono Fas

resitenti, il che suggerisce la presenza di unagpomente ereditaria.

4.2 Fas nell'infezione da HIV-1

Nei pazienti con AIDS, i linfociti T non infetti telono a andare incontro ad apoptosi
spontanea e mostrano un’aumentata risposta a egmak di morte, come la
stimolazione di Fas o del CD3/TCR (activation-ingdiccell death, AICD) [121, 89].
L’apoptosi coinvolge i linfociti T attivati, sopttatito CD4, ma anche CD8 cosa non
sorprendente dato che i linfociti T quiescenti amal a essere molto resistenti
all'apoptosi indotta da vari stimoli [122-125]. Ipaptosi nei linfociti T attivati non

infettati € probabilmente indotta da alcune compingrali, come gp120, tat, nef o
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vpr e potrebbe avere un ruolo nella deplezioneodidria che si verifica nel corso
dello sviluppo dell’AIDS.

Fas sembra svolgere un ruolo chiave in questa apiopha € € possibile che siano
coinvolti anche altri recettori di morte [89]. #fomeno é stato studiato in dettaglio nel
caso della gp120 la quale potrebbe agire a) innéscan “signaling” di CD4 capace di
favorire le interazioni Fas/FasL, b) stimolandcettmmente Fas, o c) interferendo con

I'attivitita di altri recettori pro-apoptotici.

a) Il triggering di CD4 favorisce l'interazione Fas/Bh
Esperimenti in vitro mostrano che il legame di Ciiddparte di anticorpi o di gp120 le
rende sensibili al’AICD (Activation-Induced Celldath), innescata dalla stimolazione
del TCR/CD3 [122]. Il possibile ruolo di Fas in gt azione €& suggerito dal fatto che
la stimolazione di CD4 non induce apoptosi linfada in soggetti con ALPS, portatori
di difetti funzionali di Fas [7]. Sembra che lanstlazione di CD4 eserciti un duplice
effetto sul sistema Fas/FasL:
i. up-regola lI'espressione di Fas e ne aumenta laci¢apdi trasdurre il
segnale apoptotico, diminuendo contemporaneameesgpréssione di
molecole anti-apoptotiche, come Bcl-2 e Bcl-xL;
ii. up-regola l'espressione di FasL nelle cellule Thlne& macrofagi,
favorendo conseguentemente l'uccisione delle eellfas. Infatti,
I'effetto pro-apoptotico della stimolazione di C24 inibito in parte da

antagonisti dell'interazione Fas/FasL.

b) 1l legame di gp120 a CD4 puo’ indurre direttameldevia di Fas
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Il fatto che antagonisti recettoriali dell'interape Fas/FasL inibiscano solo
parzialmente la morte cellulare indotta da CD4 suigge il possibile coinvolgimento
di meccanismi indipendenti da questa interazior#l][1Una possibilita’ e’ che il
legame di gpl20 a CD4 induca direttamente l'ativae della segnalazione tramite
Fas. Questa possibilita € suggerita dal fatto che molti tipi cellulari la
sovraespressione di Fas puo’ innescare direttaminterasmissione del segnale
apoptotico anche in assenza di FasL, probabilmente conseguenza
dell'oligomerizzazione spontanea del recettore B, Poiché esperimenti di FRET e
di co-capping hanno dimostrato che gp120 inducecissione tra CD4 e Fas e che
guesta capacita correla con l'attivita pro-poptotiti gp120 derivate da diversi ceppi
virali, si pud proporre che questa associazionerddg sia capace di innescare
direttamente la trasduzione del segnale di Fasdésmdmne I'oligomerizzazione [4, 76,
131] (Fig. 14). Una possibilita € che la stimolazione di CD4pdate di gp120 inneschi
un segnale “inside-out” capace di indurre la treakione di Fas nei raft lipidici della
membrana (microdomini ricchi in colesterolo, chazZionano come piattaforme per la
formazione di complessi proteici coinvolti nellasduzione del segnale) oppure il suo
legame al citoscheletro tramite Ezrina; infattreclutamento nei raft e il legame a
ezrina sembrano essere eventi chiave nell'attifiitizionale di Fas. Una possibilita
alternativa € che la gpl20 legata a CD4 interagiicettamente anche con Fas
ponendosi a ponte tra le due molecole, oppure amdoadificazioni conformazionali di
CD4, il quale potrebbe a sua volta interagire &teente con Fas; in entrambi i casi
l'oligomerizzazione di CD4 indotta da gp120 caubbeeanche l'oligomerizzazione di

Fas.
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Fig 14 Stimolazione diretta di Fas indotta dal legame di g120 aCD4. gpl120
induce la co-aggregazione di Fas e CD4, questo mairre l'attivazione di Fas
dovuta alloligomerizzazione di Fas stesso e alkmperazione tra le vie di
segnalazione di CD4 e Fas. La co-aggregazione Bdsfibtrebbe essere dovuta
all'attivazione di un segnale “inside-out” che B’dgrado di indurre il legame di Fas
al citoscheletro attraverso ezrifd) e/o il reclutamento di Fas nei raft@) in
altrnativa, la co-aggregazione potrebbe esseretdalliassociazione di CD4 e Fas,
mediante gp120 che fungerebbe da pontg¥a® a cambiamenti conformazionali a
CD4 che porterebbero all’esposizione di siti deleg per Fa@).

c) ruolo dei corecettori virali CCR5 e CXCR4
Arthos et al. hanno dimostrato che I'apoptosi itaatei linfociti T CD4 da parte di
gp120 potrebbe coinvolgere l'interazione di gpl2M ¢ suoi corecettori CXCR4 e
CCRS5 [91]. Infatti entrambi i corecettori virali 50 capaci di dare un contributo al
segnale apoptotico, CCR5 attraverso l'attivazioabedcaspasi, CXCR4 attraverso la

via mitocondriale.
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4.3 Rallentata progressione dell'infezione da HIV-1 nesoggetti

“Long-term non —progressors”

L’evoluzione naturale dell'infezione da HIV porthoasviluppo di AIDS conclamato in
un arco di 2-10 anni dalla sieroconversione inecifc 85% dei soggetti infettati.
Viceversa circa il 10% dei soggetti infetti evolre AIDS prima dei 2 anni (Fast
progressors), mentre il 5% non mostra segni din@sgjone per oltre 10 anni (long —
term non progressors, LTNP).

Lo stato di LTNP sembra in alcuni casi legato pbeticolari caratteristiche del ceppo
virale infettante, ma in altri casi sembra impul&ba un’intrinscea resistenza del
soggetto infettato. Le ragioni di questa resistedegono ancora essere chiarite del
tutto, ma e’ stato suggerito che un ruolo possaressvolto in alcuni casi da varianti
alleliche dei corecettori virali CCR5 e CCR2 e dalhemochina SDF1, il ligando del
corecettore virale CXCRA4. Infatti i polimorfismi ®BA32, SDF1-3'A e CCR2-64I di
questi geni sono significativamente piu frequergi soggetti LTNP rispetto alla
popolazione generale e sono stati associati conridogta funzionalita del rispettivo
corecettore virale [126-130]. Tuttavia questi panfismi non esauriscono il problema
dei meccanismi causali della condizione LTNP inrgaauna elevata percentuale di

soggetti LTNP non é portatore di questi polimorfism
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4.4  Scopo del lavoro

Questo lavoro e’ stato effettuato per valutare rs@ ndotta funzionalita’ di Fas possa
avere un ruolo nella rallentata progressione defianunodeficienza propria dei

soggetti LTNP. Infatti poiché Fas sembra essenevadtio nella deplezione dei linfociti

CD4+ nel corso della malattia, un suo difetto fonzle potrebbe rallentare questa
deplezione. | nostri risultati dimostrano che ciica0% dei soggetti LTNP presentano
una difettosa risposta dei linfociti alla stimotazé di Fas, contro il 2% circa dei
soggetti di controllo. 1l difetto non sembra dipente dal ceppo del virus infettante, ma
sembra invece avere una componente ereditarigpatnebbe essere un nuovo fattore

genetico capace diritardare la progressione dedlattia.
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4.5 Materiali e Metodi

4.5.1 Pazienti

| pazienti “long term non-progressor” (LTNP) e “Aprogressor” (NP) erano pazienti
asintomatici che presentavano una conta di linfdc€D4>5004l ed un titolo virale,

in assenza di una terapia antiretrovirale, nonvallde dal momento della
sieroconversione rispettivamente da piu’ di 10 aenida 5-10 anni. | pazienti
“progressor” (PR) erano pazienti asintomatici cheevano avuto una rapida
diminuzione del numero dei linfociti T CD4e una viremia in crescita (200-300
CD4'/ul e un numero di copie virali >50.0@Q0/in un periodo di tempo minore di 5
anni dalla sieroconversione); 'AIDS conclamatcsiito diagnosticato in accordo con i
criteri del Centers for Disease Control di Atlant3SA. La sieropositivita’ e’ stata
definita come presenza nel siero di anticorpi tinerso il virus, valutati mediante

ELISA e Western Blot.

4.5.2 Cellule e analisi immunofenotipica

PBMC umani sono stati isolati da preparazioni dngue periferico tramite
centrifugazione su gradiente di densita (LymphoprBgcomed, Oslo, Norway).
L'espressione delle molecole di superficie e statelutata mediante
immunofluorescenza diretta ed analisi citofluorinoet (FACScan, BD, San Jose’, CA,
USA). A questo scopo sono stati utilizzati i seguemticorpi monoclonali (mAb):

anti-CD3 (Leu-4), -CD4 (Leu3a), -CD8 (Leu2a), -T@R (Becton Dickinson), -Fas
(Immunotech, Marseilles, Frances). | linfociti DirpCD4 e CD8 sono stati ricercati
mediante doppia immunofluorescenza, utilizzandomAb anti-TCRif3 FITC e dei

mAbs anti-CD4 e -CD8 coniugati PE. L'espression&al e’ stata valutata su linfociti

T quiescenti e attivati, invece, mediante doppianimofluorescenza utilizzando i
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mADbs anti-CD3 PE e anti-Fas FITC (Chemicon, TenacGlA). L'espressione di Fas
e’ stata calcolata come rapporto delle intensitadiaine di fluorescenza (MFI-R) in

tutti i linfociti secondo la seguente formula:

MFI dell'istogramma del campione (unita’ arbiiegr

MFI-R=

MFI dell’istogramma del controllo (unita’ arbitia)

4.5.3 Saggio di Morte Cellulare
La morte cellulare indotta dalla stimolazione disFa dalla ceramide C2 e’ stata
valutata su linee cellulari T ottenute da PBMCvatii con 1pg/ml (t=0) e 0.1ug/ml
(t=15) di PHA e coltivate in RPMI 1640 + 10% FBS2+5U/ml di rIL-2 (Biogen,
Geneva, Switzerland). La funzione di Fas e’ staatutata 6 giorni dalla seconda
stimolazione (t=21 di coltura). Le cellule sonotstamcubate con terreno di controllo o
un mAb anti-Fas (CH11, isotipo IgM) (ig/ml) (UBI, Lake Placid, NY, USA) in
presenza riL-2 (1U/ml) per minimizzare la mortduale spontanea. La sopravvivenza
cellulare e’ stata valutata 18 ore dopo contandcelule vive in ciascun pozzetto
mediante il test di esclusione con il Tripan Blue stesse condizioni sono state
utilizzate per valutare la morte cellulare indateametil-prednisolone (PDN) (1Q0M)
0 C2-ceramide (N-acetil-D-sfingosina), (8@) (Sigma, S. Louis, MO USA). Le cellule
di due controlli sani sono state incluse nei teshe& controlli positivi. | risultati sono
stati espressi come sopravvivenza cellulare relapercentuale, calcolati secondo la

seguente formula:
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totale delle cellule vive nel pozzetto del test
100 - x100
totale delle cellule vive nel pozzetto del contoll

Il limite superiore di normalita’ per la morte adlre in risposta ad anticorpi anti-Fas, a
C2-ceramide e a PDN e’ stato definito come medzaDEV.ST. dei dati ottenuti da 68
controlli sani; le risposte tra la media + 1 DEV.®Tla media + 2 DEV.ST. sono state
definite come “border line”.

Nelle linee cellulari ibride, la morte cellularedwita dagli anticorpi anti-Fas e’ stata
valutata mediante Il'utilizzo del kit Annexin-V FlaqdBoeringer, Gmbh, Germany). In
breve, 16 sono state colorate con annessina V e loduroagiii@o (1pg/ml) in 10 mM
HEPES/NaOH pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM Ca@€d analizzate al citofluorimetro
selezionando la regione delle cellule Propidio tigga

Le linee cellulari ibride sono state prodotte matkafusione cellulare con PEG tra
linee cellulari T attivate con la PHA ed una lineantinua T HUT-78. Le cellule fuse

sono state selezionate in terreno RPMI 1640 + 1B% + anti-Fas (ug/ml).

4.5.4 Fusione somatica
Le cellule HUT-78 (linea T linfoide umana) sono tetafuse mediante PEG
(polietilenglicole) con i linfociti T di 3 i pazienLTNP, della madre del LTNP-10 e
con i linfociti T di soggetti sani. Dopo un giorfeocoltura € stata messa sotto pressione
selettiva con Jug/ml di mAb anti-Fas e 5QM ceramide fino alla morte delle cellule di

controllo (HUT-78 da sole), anch’esse fuse.
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4.5.5 Analisi genica
La ricerca delle mutazioni nel gene di Fas e’ sidtettutata mediante un’analisi SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism) e seqiaenento del cDNA .
L’'RNA totale e’ stato estratto da PBMC freschi dbhit Ultraspec (Biotex, Houston,
Texas, USA). Rg di RNA totale sono stati utilizzati come stamper fa sintesi di
cDNA. L’intera sequenza codificante per il gend-ds e’ stata amplificata in un unico
frammento di 1114 bp. La PCR e’ stata effettualezéindo 25 pmol di ciascun primer
e un quarto della reazione di sintesi del cDNAsdiuenziamento del cDNA e’ stato
effettuato con il kit di sequenziamento Dye Terrtuma(Applied Biosystem, Perkin-
Elmer, Foster City, CA, USA) utilizzando un sequatare automatico ABI Model
373A.
| polimorfismi CCR#\32, SDF1-3'A e CCR2-64l sono state analizzate come
precedentemente riportato (74-77).
L’'RNA provirale e’ stato ricercato mediante PCRiJizeando primer per le sequenze
conservate di gag, LTR/gag o pol. Come controkdlonstesso tubo di reazione e’ stato

amplificato il genebax
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4.6 Risultati

4.6.1 Ruolo di Fas nella progressione dell'infezione dadW1
In questo lavoro abbiamo valutato la possibilita ain difettoso funzionamento di Fas
possa ritardare la progressione dell'infezione d¥.HAbbiamo percio’ valutato la
suscettibilita’ dei linfociti T derivati da 18 sogii LTNP e di 4 soggetti NP (non
progressor) alla morte cellulare indotta dalla stamione di Fas. Quattro soggetti HIV
PR asintomatici, 9 pazienti con AIDS conclamato & g$bggetti sani sono stati
utilizzatii come controlli. Abbiamo anche valutato risposta dei linfociti T di questi
soggetti ad altri due stimoli: C2-Ceramide (Ceax)¢lii via di induzione dell’'apoptosi €’
parzialmente sovrapponibile a quella di Fas e Rsetbme (PDN), che induce morte
cellulare in modo indipendente da Fas. Lo studistato condotto su linee cellulari T
coltivate per 21 giorni, dato che e’ in questo stazhe esse mostrano, nei soggetti di
controllo, la maggiore sensibilita’ alla morte oddire Fas-indotta. Inoltre questa
cultura a lungo termine permetteva di minimizzaleeffetti che i prodotti di HIV
potevano avere esercitato in vivo sul sistema di[88-105].
Il nostro studio ha evidenziato che la morte ceflelindotta da Fas e Ceramide era
significativamente ridotta nei soggetti LTNP e N&petto ai soggetti di controllo, ai
soggetti PR e con AIDS conclamatad. 15eTab. 5). Al contrario, la morte cellulare
indotta dalla stimolazione di Fas era significatieate piu’ elevata nei soggetti PR e
con AIDS rispetto ai soggetti di controllo, mentyeella indotta dalla Ceramide era
piu’ elevata nei soggetti con AIDS rispetto ai ¢ofit Infine, la morte cellulare indotta

da PDN era paragonabile in tutti i gruppi analizzat
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Fig. 15Morte cellulare indotta da Fas, Ceramide e PDN in divgmgppi di pazienti HIV e un gruppo di soggetti

di controllo. Le linee cellulari, coltivate per 21 g, sono state trattate come descritto in Materidetodi e la
sopravvivenza cellulare e’ stata valutata dopo 18 oresultati sono espressi come sopravvivenza relativa
percentuale. Ciascun membro di un gruppo e’ sempre @apptato con lo stesso simbolo. Le linee orizzontali
rappresentano il numero superiore di normalita’ Il pdliongi destra mostra | pazienti LTNP ed | NP che sonno
omozigoti (ho) o eterozigoti (he) o che non mostranbnpmfismo nei geni per CCR5-D32 (R5), SDF-1-3'A
(SDF1) e CCR2-641 (R2); (-) = non valutato.




mAb anti-Fas ceramide PDN

controlli | #* | Sopravv. n. di Sopravy. n. di Sopravv. n. di
cellulare | resistenti | | cellulare | resistenti | | cellulare | resistenti
relativa (%0)" relativa (%0)° relativa {%0)"

controlli | #& | 60+11 2 (3% 53+16 2 (3% 45413 3049

LTNP 28 | B1E11M*= |9 (300%™ | | B1E18A* |77 (329%™ | | 54419 30(17%)

NP 4| glegmee 30750y | | Teklen*e (125w | 516 0 (0%)
FP 4 [37E11M |0 (0% 4844 0 (0%) 52419 [1(25%)
AIDS 0 |38£12% |0 (0%) 40£12% |0 (0%) 37615 |0(0%)

a numero i soggetti in clascun gruppo

b i nsultati sono espressi come media + DS della sopravvivenza cellulare relativa %0 rivelata dopo
18 hr di incubazione con i reagenti indicat

co 1 risultatl sono espressi come numers (percentuali tra parentesi) del soggetti resistenti in ciascun
gruppo alla morte cellulare indotta dagli simoli indicati.

“oyalonl significativamente differenti rispetto a controlli (la sopravvivenza cellulare relativa e’ stata
analizzata con 1l test di Mann-Whitney, il numero del soggettl resistentt con 1 test esatto di Fisher)
*valori significativamente differenti rispetto at soggettt FP (test Mann-Whitney)

?walori significativamente differenti rispetto al soggetti ATDS (test hann-Whitney)

Tab. 5 Morte cellulare indotta da anticorpi anti-Fasyazeide, and PDN in soggetti
sani di controllo and e nei diversi gruppi di [@ati.

Analizzando i singoli soggetti possiamo dire chél@2oggetti LTNP e 3/4 NP erano
resistenti alla morte indotta da uno dei due stinolparticolare, 4 soggetti LTNP e 1
NP erano resistenti ad entrambi gli stimoli, 5 LTHR2 NP erano resistenti solo alla
morte cellulare indotta dalla stimolazione di Fas3 LTNP erano resistenti solo a
Ceramide. Al contrario, nessun soggetto PRoao AIDS e’ risultato resistente a
Fas o Ceramide. La resistenza alla morte cedlufadotta da PDN e’ stata riscontrata
solo in 3 soggetti LTNP, di cui 1 solo soggetto @nahe resistente a Fas e Ceramide, 1
soggetto era resistente solo a Fas e 1 solo a @enarh’analisi statistica di questi
risultati ha dimostrato che la frequenza di resgéea Fas era significativamente piu’
elevata nei LTNP (9/18) rispetto ai controlli (2J&8ai soggetti con AIDS (0/9), e nei

NP (3/4) rispetto ai controlli; inoltre la frequenai resistenza alla ceramide era
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significativamente piu’elevata nei LTNP (7/18) e$f ai controlli (2/68). Al contrario,
la frequenza di resistenza a PDN non era aumentatanodo statisticamente
significativo in nessun gruppo di pazienti. Va amdottolineato che 6/9 dei soggetti
LTNP che non sono risultati resistenti allapoptasiotta da Fas mostavano una
risposta “border-line” molto vicino al limite supere di normalita’.

Per valutare se la ridotta risposta apoptoticaefaks/uta a un ridotta espressione di
Fas, abbiamo confrontato I'espressione di Fasmfeciti T dei soggetti Fas resistenti e
in controlli sani Fas-sensibili medante immunofkemrenza diretta e analisi
citofluorimetrica. L'analisi e stata effettuatalgwee T coltivate a lungo termine con lo
stesso protocollo utilizzato per preparare i lintioger la valutazione della funzione di
Fas. Questa analisi ha dimostrato che I'espressioRas nei soggetti fas-resistenti non
era diversa rispetto ai soggetti di controllo (atetn mostrati).

Poiché la condizione di LTNP e’ stata associatpa@imorfismi CCR5A32, SDF1-3' e
CCR2-641 dei geni dei corecettori virali CCR5, CCR2del ligando SDF1 del
corecettore CXCR4 [94-97, 112, 113] abbiamo rideraguesti polimorfismi in 12
pazienti LTNP e 1 paziente NP per valutare se [mesenza correlasse con la Fas-
resistenza. | dati mostrati nelldg. 15 hanno escluso la presenza di correlazioni tra
Fas-resistenza e questi polimorfismi.

Abbiamo quindi indagato se la Fas-resistenza dgeiti LTNP fosse causata da difetti
genetici ereditari simili a quelli convolti nellwikippo dell’ALPS.

Per prima cosa abbiamo valutato la funzionalit&as in parenti di primo grado non
infetti di alcuni soggetti LTNP: la madre della pate LTNP-10 e entrambi i genitori
del paziente LTNP-9 (entrambi i pazienti mostravama risposta “border-line” alla
stimolazione di Fas); tutti i genitori erano sabame si puo’ osservare dalig. 16, la
madre del paziente LTNP-10 era resistente alla enoellulare indotta da Fas ed il
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padre del paziente LTNP-9 presentava una rispostadér-line”; al contrario, le
cellule derivate dal figlio della paziente LTNP-&Qalla madre del paziente LTNP-9
mostravano una normale risposta alla stimolazioneFak. Questa osservazione
suggerisce che il difetto abbia una componente itared e sia indipendente
dall'infezione.

Poiché nei soggetti con la variante DALD dell’ ALRSstata dimostrata in passato la
presenza di molecole con azione dominante negatila funzione di Fas [86, 87],
abbiamo valutato se queste molecole fossero preseciie nei soggetti LTNP Fas-
resistenti. Abbiamo quindi fuso i linfociti T deati da 3 soggetti LTNP e dalla madre
Fas-resistente di LTNP-10 con cellule HUT-78, umm@d T continua Fas-sensibile.
Dopo la fusione le cellule ibride sono state caliévin presenza di anticorpi anti-Fas
per indurre l'apoptosi delle cellule Fas-sensibilutte queste fusioni hanno dato
origine a linee ibride Fas-resistenti, che non s&tate invece ottenute quando le HUT-
78 erano fuse con linfociti T Fas-sensibili otterd# controlli Fig. 17). Nelle cellule
ibride la resistenza allapoptosi non era dovutaHB/ in quanto questo era
apparentemente del tutto assente nelle celluledabrinfatti ripetuti tentativi di
amplificare, mediante PCR, i geni di HIV pgag, pol e per le Long Terminal Repeats
(LTR) hanno sempre dato risultati negativi (datnnmostrati). Inoltre, la fusione
effettuata tra la linea HUT-78 e linee Fas-sensd®livate da 3 pazienti con AIDS, 2
pazienti PR e 10 controlli sani non ha dato magioe a linee ibride Fas-resistenti,
mentre la fusione con linfociti Fas-resistenti dati da 5 pazienti autoimmuni non
infetti da HIV ha generato linee ibride Fas-resistédati non mostrati).

Poiché nei pazienti con ALPS la Fas-resistenzassi@a a mutazioni del gene di Fas e
all'espansione dei linfociti T DN, abbiamo valutajoesti parametri anche nei soggetti

LTNP Fas-resistenti. La ricerca dei linfociti T Diel sangue periferico mediante
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immunofluorescenza e citofluorimetria non ha evdato lespansione di queste
cellule in nessun soggetto (i T DN erano sempre xBitnilmente nessuna mutazione
del genei di Fas e stata evidenziata da una rigdroautazioni mediante analisi SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism) e seqisnento degli esoni e delle

porzioni introniche prossimali (dati non mostrati).
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Fig. 16 Morte cellulare indotta da Fas, Ceramide e PDN paeenti sani dei pazienti
LTNP-10 e LTNP-9. L’anialisi e’ stata effettuatal gaziente LTNP-10X( ), sulla madre
sanad® ) e sul figlie( ), e sul paziente LTNPA), (sulla madre sana ( ) e sul pagre ( ). Gli
esperimenti sono stati effettuati ed espressi obeseritto in Fig. 1¢
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Fig. 17 Morte cellulare in risposta all’attivazione della viasdignal azione di Fas e Espressione di Fas stesso neliecktiulare HUT-
78 parentale e nelle linee ibrid®tunute dalla fusione della linea wt con linee T Fasstesiti alla morte cellulare Fas-indotta. Le linee
erano derivate da 3 pazienti LTNP e dalla madre sanpad#ént e 10. Pannello superiore: le linee ibride, ma ndinka  parentale,
sono resistenti alla morte cellulareFas-indotta, valutata 12h dalla stimolazione mediaakerazione con  Annessina V e ioduro di
propidio. | grafici mostrano la colorazione coAnnessina V delle cellulg@ropidio negative nelle cellule trattate con anticanpii -Fas
(curva nera) rispetto alle cellule di controllo (curvag). Il numero indica la proporzione di cellule  Ansg® V* nel campione
trattato - la proporzione di cellulénnessina V nel controllo. Pannello inferiore: Le linee ibride dspono li velli paragonabili di Fas
sulla superficie cellulare rispetto alla linea HUT -7@r&fici mostrano la colorazione con anticorpi anti -F&BC (curva nera) rispetto
al controllo negativo colorato con anticorpi dello stes®tipo (curva grigia).



4.7 Discussione

Questo lavoro dimostra che i linfociti T di una s@erevole proporzione di soggetti
LTNP presentano una ridotta suscettibilita’ alla rtao cellulare indotta dalla
stimolazione di Fas. La ceramide utilizza una vianduzione di morte parzialmente
sovrapponibile a quella di Fas, non e’ quindi senglente che una parte dei pazienti
presenti resistenza ad entrambi gli stimoli [98]difetto sembra essere specifico In
gquanto l'apoptosi indotta da metilprednisolone (PDibn era significativamente
ridotta. La funzione di Fas non era del tutto dhatfiei soggetti Fas-resistenti in quanto
la risposta apoptotica aumentava sia quando laktmone di Fas era protratta per 48h
sia quando lo stimolo dato dallanticorpo anti-F&® potenziato incrementando il
“crosslinking” del recettore mediante anticorpiidgt(dati non mostrati).

Questo studio non puo escludere che la Fas-ressteia stata acquisita nel corso
dell'infezione, in seguito ad un’azione diretta deirus o alla selezione di
sottopopolazioni linfocitarie Fas-resistenti, chetrpbbero essere state ulteriormente
espanse durante la coltura in vitro. Tuttavia vdati suggeriscono che questa
possibilita sia improbabile e che invece la Fastesza possa avere una componente
genetica ereditaria indipendente dall'infezione:

1) la possibilita della selezione di cloni cellilgas-resitenti durante le culture a lungo
termine sembra esclusa dallosservazione che dttdife’ stato osservato anche in
colture a breve termine (6 giorni) (dati non mastra

2) La possibilita che la resistenza sia dovutainddizione virale per sé é esclusa
dallosserazione che nei soggetti con AIDS o PRiteione di Fas non era ridotta, ma
anzi era aumentata rispetto ai controlli; questofeaona la nozione che l'infezione e

vari prodotti virali sensibilizzino la funzione Bas.
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3) La possibilita’ che la Fas-resistenza possaressdotta solo dai particolari ceppi di
HIV infettanti i LTNP sembra esclusa dallossenaam che la paziente LTNP-10 era
stata infettata dal marito, il quale era morto @gwto a una evoluzione rapida di
malattia dopo soli 5 anni dalla sieroconversiona/¢oo non era un LTNP).

4) Viceversa la possibilita che la Fas-resisterid@isauna componente ereditaria e sia
indipendente dall'infezione & sostenuta dalla assgone che era presente anche nella
madre della paziente LTNP-10 e nel padre del pgziemNP-9, i quali erano sani e
non infettati da HIV.

5) Inoltre questa possibilita e’ anche sostenutdi @sperimenti che dimostrano che |l
fenotipo “Fas-resistente” puo’ essere trasmessaoido stabile dai linfociti dei soggetti
LTNP alla linea HUT78 Fas-sensibile in seguito sidne somatica. Questo suggerisce
che le cellule Fas-resistenti possiedano geni abdificano molecole capaci di
un’azione dominante negativa sul sistema Fas fuante delle HUT-78. Questi
“dominanti negativi’ non sono prodotti dal virusl d@aomento che il genoma virale non
era amplificabile dalle linee ibride.

Questi dati suggeriscono che i soggetti Fas-registehe presentano una ritardata
progressione della malattia, possano essere portit@lterazioni geniche simili a
guelle che causano I'ALPS. Poiché non abbiamo iddato nessuna mitazione del
gene di Fas nei soggetti LTNP, si pud suggerire ithero difetto funzionale sia
causato da alterazioni genetiche che colpiscongalali segnalazione di Fas a valle
rispetto al recettore, come gia proposto per 'AHRSe la DALD. Il fatto che i
soggetti LTNP non presentassero nessun segno dbAldh € sorprendente in quanto
la penetranza della malattia e piuttosto modesgeritori dei pazienti con ALPS sono

in genere sani, benché portatori del difetto funale di Fas).
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E’ ancora poco chiaro quali siano i fattori in gvadi alterare il decorso “normale”
dellinfezione da HIV e fattori virali e dovuti &llspite potrebbero esserne
responsabili. Come gia accennato potrebbero essémgolte alcune molecole virali;
'esempio piu’ convincente e’ rappresentato & il cui difetto potrebbe essere
responsabile della ritardata progressione dellaatti@lin alcuni soggetti LTNP. Dal
punto di vista dei fattori dellospite & stato sagtp un ruolo per gli aplotipi HLA e
per i geni del fattore complementare C4, del Tumecrosis Factor (TNF) o della
proteina legante il mannoso (mannose binding prpt®IBP) [131]. In modo piu
convincente vari gruppi hanno dimostrato il coigyiento della famiglia dei recettori
delle chemochine [94-97]. | soggetti omozigoti pakiele polimorfico CCR5A32, che
codifica per una forma tronca del recettore CCRB fimzionale come corecettore
virale, sono resistenti allinfezione virale; inecsoggetti eterozigoti per lo stesso
polimorfismo sono solo parzialmente protetti dafidzione virale e presentano una
ritardata progressione della malattia. Similmemnteha il polimorfismo 641 del gene
per CCR2 e’ stato associato a una ritardata pregpres della malattia. L'allele SDF1-
3’A del gene per SDF-1, il ligando del corecettmiale CXCR4, €’ in grado di
conferire un effetto protettivo recessivo nei sdggeTNP. Tuttavia, alcuni studi
evidenziano che queste mutazioni siano importariti s1 alcuni soggetti LTNP e é
quindi probabile che I'evoluzione della malattipeinda da molteplici geni in grado di
lavorare in modo indipendente o di interagire cbfemotipo virale. Questo lavoro
suggerisce che un ruolo nella evoluzione della thalgpossa essere svolto da
alterazioni genetiche a cariche della via di seaiahe di Fas che potrebbero ridurre
la suscettibilita’ dei linfociti T CD2 alla morte cellulare indotta da prodotti virali.

Queste alterazioni sono indipendenti dai polimonfi€CCR5A32, CCR2-641 e SDF1-
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3'’A e potrebbero essere un nuovo fattore che ce@oped causare una ritardata

progressione della malattia.

93



1221 LA MOLECOLA CD38 INTERFERISCE CON IL
PROCESSO DI INFEZIONE DA  HIV-1
MEDIANTE UNA SEQUENZA OMOLOGA AL
LOOP V3 DI gp120

5.1 La molecola CD38

5.1.1 CD38: una molecola multifunzionale
Le associazioni laterali indotte da gpl120 sullaestipie cellulare, oltre ad alterare il
funzionamento delle molecole coinvolte, potrebbermodulare [linterazione
virus/cellula ed influenzare la suscettibilitd a&re allinfezione. Tra le molecole che
potrebbero avere un’azione di questo tipo CD38&iarbuon candidato per due motivi:
- @ uno dei piu utilizzati marcatori prognosticilieoluzione dellimmunodeficienza
da HIvV;
- presenta analogie funzionali con CD44, molecoda |a quale € stata proposta
un’attivitd co-recettoriale per I'HIV.
CD38 e una glicoproteina di tipo Il a singola catéransmembrana del peso di 45 kDa.
La molecola € composta da un breve dominio citopddEo (23 aa), una regione
transmembrana (22 aa), ed un lungo dominio exitdaed (259 aa), contenente quattro
siti di glicosilazione ed uheparin-binding motifFig. 18).
CD38 umano e codificato da un gene che si esterdeip di 60 kb, presente in
un’unica copia, formato da otto esoni e sette mth varia lunghezza ed espresso da
cellule della linea emopoietica in modo variabgecondo il tipo cellulare e lo stadio

maturativo.
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Questa molecola e espressa ad alti livelli dallkileemieloidi immature, non lo € piu
nelle forme mature, ed € nuovamente espressa dafieakzione cellulare. Nella linea
B e espressa dai linfociti B attivati e ad altisslivelli dalle plasmacellule. Nella linea
T & espressa a livelli gradualmente crescenti osdacdella maturazione timica ed a
bassi livelli dai linfociti vergini maturi, mentraon si trova nei linfociti memoria
guiescenti. L'attivazione dei linfociti T, sia vengsia memoria, induce un’espressione
molto elevata di CD38 che, per questo motivo, ési@mato un buon marcatore
d’attivazione. CD38 e anche presente nella magpeme delle cellule NK, nelle

piastrine e negli eritrociti.
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Fig. 18 Struttura del CD38 umano.CD38 € una glicoproteina di tipo
Il del peso di 45 kDa. La molecola € composta da breve coda
citoplasmatica (23aa), una singola regione trandmana (22aa), ed
un lungo dominio extracellulare (259aa), contenedtesiti di
glicosilazione ed uheparin-binding motif
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Tra i tessuti solidi, € espresso nelle isole pataiee, dalle cellule epiteliali
prostatiche, dagli astrociti e dalle cellule dilRoje. Altri tessuti che esprimono CD38
sono il muscolo striato e liscio, i tubuli renalieecellule gangliari della retina.

Le funzioni attribuite a CD38 sono molto eterogenee

- CD38 e una_molecola d’adesione, infatti, si ledarecettore CD31 (espresso da

leucociti e cellule endoteliali) ed & coinvoltovarie interazioni intercellulari comprese
guelle tra leucociti e endotelio vascolare [132]18buesta molecola sarebbe, pertanto,
anche un recettore di homing dei leucociti.

- CD38 possiede una funzione ecto-enzimatica: Igione extracellulare della

molecola, infatti & dotata di attivita ADP-ribosiliclasica, per cui CD38 € un
ectoenzima [135]. Poiché I'ADP-riboso ciclico (CARPe un secondo messaggero che
agisce da mobilizzatore del calcio dalle risenteaitellulari, indipendentemente dalla
via dell'inositolo trisfosfato, & stato propostceda funzione enzimatica della molecola
sia importante nella generazione di flussi df'Gatracelluari. Quest'ipotesi tuttavia si
scontra con la localizzazione extracellulare del@ecola, ed é stato proposto che si
potrebbe formare un omodimero di CD38 che verrebteznalizzato e agirebbe come
trasportatore di CADPR. Secondo altri ricercatmnece, I'attivita enzimatica avrebbe
solamente il ruolo discavenger receptpranche alla luce di una seconda attivita
enzimatica della molecola, ovvero [lattivita cADPHRrolasica che catalizza la
degradazione del cADPR ad ADPR [136].

pY

- CD38 trasduce_segnali d’attivazione. Questa fumzi non € necessariamente

dipendente dall’attivita ecto-enzimatica, infaldi,stimolazione di CD38 attiva una via
di trasduzione tirosin-chinasica probabilmenteutaeido come trasduttori del segnale
altre molecole transmembrana, come CD4 nei linfaGitil CD19 nei linfociti B o

CD16 nelle cellule NK, con le quali & capace deiagire lateralmente anche grazie ai
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rafts [132], microdomini presenti nella membranasphatica ricchi in colesterolo,
glicosfingolipidi e sfingomielina. | rafts lipidigpossono funzionare come piattaforme
per la formazione di complessi “multicomponenti’iromlti nella trasduzione del

segnale.

5.1.2 CD38 come marcatore di evoluzione della malattiatdy/
L’'espressione di CD38 & aumentata nei linfociti CBBpazienti con AIDS.
CD38 e stato fino ad ora studiato principalmentane&omarcatore prognostico
nell'infezione da HIV-1, infatti, 'espressione deéD38 nei linfociti periferici € elevata
nel corso dell'infezione primaria, diminuisce neldse asintomatica, e quindi aumenta
nuovamente nella progressione verso I'AIDS [137&l punto di vista prognostico,
I'espressione di CD38 sembra avere particolarergaiei linfociti CD8. Nell'infezione
primaria un aumento dei linfociti CD8D38" nel sangue periferico evidenzia un’attiva
ed efficace risposta citotossica contro il viruprecede la scomparsa dei sintomi e la
diminuzione della viremia nellinfezione acuta. Idefase asintomatica, viceversa,
laumento di queste cellule segnala I'accelerazided'infezione ed € un marker
predittivo per il declino delle cellule CD4 lo sviluppo dell’AIDS; inoltre, una rapida
discesa del numero di cellule CIED38 nel sangue periferico in seguito
all'instaurazione di una terapia HAART (terapiaiaaitovirale altamente attiva) € un
marcatore positivo dell’efficacia della terapia $.339]. Nei bambini & stato descritto
un valore prognostico anche per I'espressione &iei linfociti CD4: in questo caso

un’elevata espressione e positivamente correlatdacsopravvivenza [140, 141].
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5.2 Scopo del lavoro

Scopo del lavoro era la valutazione se CD38 potasseferire con linfezione
cellulare da parte di HIV partendo da due ordirvgservazioni:

1)Dati in vitro dimostrano che linterazione di @8l di HIV con CD4 induce una
potente associazione laterale di CD38 a CD4 [143].XQuesto suggerisce che CD38,
oltre ad essere un buon marcatore di evoluzionaadattia, possa anche svolgere un
ruolo diretto nel meccanismo di Iinfezione interfefe in qualche modo
nell’'interazione tra virus e cellula [132-146].

2)Il livello di espressione di CD38 da parte diigalinee tumorali T correla
negativamente con la loro suscettibilita all'infez in vitro da parte di vari ceppi HIV-

1 X4 di laboratorio (HIV-4s e HIV-1,) e diisolati primari X4 e X4/R5 [147].

99



5.3 Materiali e Metodi

5.3.1 Costrutti e trasfettanti
Il cDNA di CD38full-lengthe delle forme mutanti codificanti per tre molectytenche,
mancanti di 15, 81 e 109 aa nella porzione COOmhitaale della molecola (chiamate
rispettivamente CD3&sgs CD38 .19 CD38.1917), SONO state ottenute da Hoshino et al.
[148] e clonate nel plasmide pcDNA3/neo dopo digest per mezzo degli enzimi di
restrizione Hindlll e Notl. Una sequenag/c-tag € stato aggiunta alla porzione NH
terminale della molecola per mezzo di PCR utilizmanl primerl (forward) 5'-
TTTAAGCTT ATGGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACRIGGCCAACG
CGAGTTC-3' e il primer2 (reverse) 5- TAAATTC ACCACACCATG -3. |
prodotti di PCR sono stati digeriti con gli enzidindlll ed EcoRI e ligati nei plasmidi
codificanti per il CD38 intero e per le forme trdweg a loro volta digeriti con Hindlll
ed EcoRI.
Il cDNA codificante per la molecola mancante deflarzione intracitoplasmatica
(CD384.300 € stato anch’esso preparato mediante PCR utililtzd primer3 (forward)
5- AAGCTTATGCTCTGTCTTGGCGTCAG -3’ e il primer2. Il prodottdi PCR e
stato digerito con gli enzimi Hindlll ed EcoRI egdto nel plasmide
pcDNA3/CD38/neo, digerito Hindlll/EcoRI.
La forma mutante CD38,57 anch’essa ottenuta per PCR, € stata preparitaanido
un primer4 specifico per CD38 (forward &GCGCCAGACGTGGAGC*CGCTTTC
CCGAGACCGTCCT -3) mancante dei 18 nucleotidi dmdinti per gli aa GPGTTK
(aa 52-57) di CD38 insieme al primer2. Dopo la ficazione, i prodotti di PCR sono
stati digeriti con gli enzimi Narl ed EcoRI e ligatel plasmide pcDNA3/CD38/neo

digerito Narl/EcoRl.
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La presenza di eventuali mutazioni nei costrutti stata esclusa mediante
sequenziamento.
| plasmidi (1Qug) sono stati linearizzati con I'enzima Pvul e fe#tsiti nell’'appropriata

linea cellulare (5x1&ellule/0.8 ml PBS) mediante elettroporazione a\26®6QF.

5.3.2 FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
L’'mAb OKT4 (ATCC) specifico per il CD4 é stato cogiato con Cy3 utilizzando il kit
FluoroLink-Ab Cy3 Labeling Kit. Il successo dellmriugazione e stato controllato
mediante spettrofotometria e spettrofluorimetria.
Le cellule sono state lavate con PBS + 5% FBS #00NaN; freddo, incubate in
ghiaccio per 1 ora con OKT4 coniugato con Cy3l@bfocromo accettore) e con un
mAb coniugato con FITC (il fluorocromo donatoregsifico per la molecola di cui si
voleva valutare I'associazione con CD4 (nel nosatso CD38). Quindi, le cellule sono
state lavate, risospese in PBS + 0.1% Ned\analizzate immediatamente.
Un citofluorimetro FACScan é stato utilizzato pedutare il trasferimento di energia
da FITC al Cy3. Il fluorocromo FITC é stata ecatat488nm e I'emissione Cy3 e stata
raccolta ad una lunghezza d’'onda >600nm. Il datoalto € stato convertito in canali
medi di intensita’ di fluorescenza ed é stato usatme indicatore per la presenza (uno
spostamento positivo rispetto al controllo) o agaefnessuno spostamento o uno

spostamento negativo) del trasferimento di energia.

5.3.3 Allineamenti di sequenze
Per analizzare le analogie tra la sequenza di Cld8&%resa tra gli aa 45-74 (CD38
74) € le sequenze lentivirali del loop V3, sono saflastiti allineamenti binari e multipli
utilizzando, rispettivamente, software come LALIGNDIALIGNZ2. Per valutare la
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significativita degli allineamenti, sono state gewe 1000 sequenze random con la
composizione amminoacidica simile a quella del peptCD38s.74 utilizzando |l

software RandSeq. Queste sono state poi testatallipeamento con le sequenze del
loop V3 di gpl20. E’ stato quindi calcolato empameente un valore di p, ottenuto
come frazione delle sequenze che mostravano ureathento uguale o superiore a

qguello ottenuto con CD3874

5.3.4 Saggi di binding gp120/CD4

CD4 ricombinante solubile (rshCD4) e stato adsorhlta concentrazione dug/ml a
piastre da 96 pozzetti specifiche per saggi ELIBApiastre sono quindi state saturate
con PBS+2%BSA, lavate con PBS+1%BSA+0.05%Triton0®-&d incubate per 2h a
37°C con 100l di PBS contenente di gp120 (04lM) coniugata con Biotina. Dopo 6
lavaggi, la piastra e stata incubata per 30 mintemperatura ambiente con
streptavidina-HRP (1g/ml). Successivamente, dopo 6 lavaggi, la piagtiratata
incubata con 104 di soluzione di sviluppo, preparata a partiretaeolette di OPD
sciolte in tampone citrato. Dopo 30 min. di incubae la reazione e stata bloccata con

acido solforico 1N e le piastre sono state letke450nm.

5.3.5 Linee Cellulari
| PBMC sono stati purificati da sangue periferico dbnatori sani mediante
centrifugazione su gradiente di Ficoll. Le cellsleno state coltivate in RPMI 1640
(Gibco Life Tecnologies, Gaithersurg, MD) + 10% FB%tal Bovine Serum) (Gibco
Life Tecnologies, Gaithersurg, MD), a 37°C in atfeos al 5% di CO2 alla

concentrazione di 5x2@ellule/mL.
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Le linee cellulari HeLa e MT4 sono state coltivaispettivamente in DMEM (Gibco
Life Tecnologies, Gaithersurg, MD) + 10% FBS e RPMAO + 10% FBS.

Nei saggi di vitalita, attivazione ed apoptosi gklie le colture sono state allestite in
presenza o assenza del peptide sGP3aBIBP (range: 0.1-100 nM).

Sui PBMC ¢ stata valutata I'espressione, mediamaunofluorescenza, di diversi
antigeni di superficie (CD38, CD25, CD4, CD3 e CQ3fer valutarne I'attivazione.

In tutte le linee cellulari sono state valutateitalita cellulare con il metodo del metil-
tetrazolio (MTT) e l'apoptosi con la tecnica delopdio loduro (Pl)/Annessina V

FITC.

5.3.6 Saggi Virologici
Negli esperimenti di infezione acuta sono stattiusaeppo di laboratorio HIV-jg e
gli isolati primari HIV-1,g3(sottotipo A, R5) ed HIV-} s29 (Sottotipo C, R5) [144]. Gli
stock virali sono stati titolati biologicamente cdnmetodo della diluizione limite
utilizzando cellule MT-2 per il ceppo HIVpE, o PBMC attivati con PHA (Sigma,
S.Louis, MO) alla concentrazione did/ml per gli isolati primari. Prima dell'infezione
le cellule sono state incubate per 30 min. in terd&kPMI 1640 + 2% di FBS
contenente sCD387MMBP a differenti concentrazioni (0.1-100 nM). Sasgeni virali
sono state aggiunte alla sospensione cellulareoiontale da ottenere una molteplicita
di infezione (MOI) pari a circa 0.1.
La MOI rappresenta il numero di particelle viraifattanti presenti in una sospensione
virale espresso come CGliml (dose infettante la coltura cellulare) rapptateon il
numero di cellule cimentate con detta sospensione.
Le cellule sono state mantenute in contatto consdspensioni virali per 2h.

Contemporaneamente, su cellule di controllo présatel e non con sCD38/MBP e
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stata simulata un’infezione mantenendole per 2le retésse condizioni delle cellule
infettate, ma in assenza del virus. Dopo 3 lavag&BS le cellule sono state risospese
in un terreno di coltura appropriato RPMI 1640 d@86 FBS, IL-2 (2 U/mL) e PHA
(1ug/mL), per 7 giorni a 37°C in atmosfera al 5% di CO surnatanti sono stati
recuperati a differenti intervalli di tempo tramitentrifugazione a 1500 rpm per 10
minuti, sono stati congelati a -80°C e raccolti [@emisurazione tramite un test ELISA

per la p24 virale di HIV-1 (NEN Life Science Product, Inc.-Boston, Ma).

5.3.7 Saggi di proliferazione
Negli esperimenti di proliferazione, i PBMC sonatstseminati in piastre da 96
pozzetti in numero di focellule/pozzetto in terreno RPMI 1640 con 10% BSE in
presenza o assenza di anti-CD3 (OKT@g/inl), usato in adesione, ed in presenza o
assenza di dosi crescenti di peptide sGR3BIBP. Le cellule sono state incubate per
72 ore, e le ultime 6 ore con timidina triziatd-T (Amersham, Little Chalfont)

(0.5uCi/pozzetto, 48Ci/mmol), quindi sacrificate ed aredte al contatorg-

5.3.8 Anticorpi Monoclonali
Nello studio sono stati utilizzati i seguenti aotigi monoclonali (mAbs) coniugati con
Isotiocianato di Fluoresceina (FITC) o FicoeritrfiRE): anti-CD4, anti-CD3 (Coulter,
Hialeah, FL), anti-CD95 (Chemicon International, mexula, Ca), anti-CD38
(CALTAG Laboratories, Burlingame, CA), anti-CD25 ACTAG Laboratories,
Burlingame, CA). Gli appropriati mAbs dello stesswotipo sono stati usati come
controlli negativi. Le immunofluorescenze sono etajuindi analizzate con un

citofluorimetro FACScan.
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5.3.9 Analisi dell'attivita spermicida
12 campioni di sperma sono stati raccolti dal Gemr Fertilita’ della Divisione di
Ginecologia dellOspedale Maggiore della Carita’Nbtivara ed analizzati in accordo
con le direttive WHO (1992); 8 derivavano da sofigetormali, mentre 4
appartenevano a soggetti astenospermici, cioé coa motilita ridotta degli
spermatozoi. | campioni sono stati quindi tratcatn il peptide sCD38.,/MBP diluito
in PBS alla concentrazione di 10 nM per circa 3@unia 37°C. | controlli, costituiti
dagli stessi campioni di sperma, sono stati indutmat la stessa quantita di PBS senza

il peptide.

I. Analisi dello Sperma
Dopo la raccolta, i campioni di sperma sono statubati a 37°C per 30 min. su un
“orbital mixer” per raccogliere gli spermatozoi. campioni sono stati valutati al
microscopio ottico (MO) per valutarne motilita e¢alita, direttamente o dopo 15 minuti
di incubazione con 10 nM di sCD3§/MBP.
Per la valutazione della vitalita cellulare, $0 di campione sono stati diluiti con
un’uguale quantitd di una soluzione di coloraziandase di Eosina-Nigrosina ed
incubati per 30 sec. Quindi, con una goccia di usesluzione é stato effettuato uno
striscio su un vetrino per microscopio. Il campi@nstato poi lasciato asciugare all’aria
e quindi osservato al microscopio ottico. Almen® 2permatozoi sono stati osservati
con un obiettivo 100X ad immersione. Gli spermatazee non erano colorati sono
stati considerati vivi, mentre quelli con una caldone da rosa a rossa sono stati
considerati morti.
Per la valutazione della motilita cellularepbdi campione sono stati posti su un

vetrino da microscopio e coperti con un vetrino ragyetto; sono quindi stati
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analizzati al MO in contrasto di fase. Circa 20@rspatozoi sono stati analizzati in
doppio per valutarne la loro motilita.
Contemporaneamente, sono stati effettuate analisutine su ciascun campione come

controlli interni.

5.3.10 Valutazione delle Citochine
Il sistema BD Cytometric Bead Array (BD Bioscencesnsente di determinare la
concentrazione di piu’ citochine in un surnatantedmante il citofluorimetro
FACSCalibur. In particolare il kit Human Thl/Th2 t©kine ha permesso la
contemporanea valutazione delle seguenti citoching, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a ed
IFN-y.
In breve, i surnatanti delle colture cellulari sostati incubati con sei popolazioni di
microsfere di cattura (a diverse intensita di fesmenza in base alla citochina
riconosciuta) e sei tipi di anticorpi diretti verlosei differenti citochine; queste sono
riconosciute da entrambi i reagenti, e discrimirateitofluorimetro in base al tipo e
alla quantita.
Le curve standard sono state generate per ogohaii@ con il reagente fornito dal kit e
la concentrazione in pg/ml delle citochine nel stante € stata determinata tramite
analisi con il CBA software.
Mediante kit ELISA commerciali abbiamo valutatactencentrazioni di CCL3, CCL4 e

TNF-a presenti nei surnatanti di coltura.
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5.3.1 Risultati

5.4.1 Effetti di CD38 sul processo di fusione virale
Per valutare la possibilita che CD38 interferisoa @ I'infezione cellulare da parte di
HIV-1 abbiamo utilizzato trasfettanti per CD38 delinea MT2, una linea T umana
CD4'CXCR-4'CD38. Questa linea & stata trasfettata stabilment®MA del CD38
full-length e con il plasmide vuoto, ottenendo rispettivamextoai cellulari esprimenti
alti livelli di CD38 (MT2.CD38) e cloni mock (MT2.M I livelli di espressione delle
molecole CD4 e CXCR4 (rispettivamente recettorererecettore di HIV) erano simili
nelle due linee. Questi cloni cellulari sono staiizzati in esperimenti di infezione con
HIV-1,5 (Fig. 19 e in esperimenti di co-coltura con la linea della H9,z (Fig. 20).
Come si puo osservare dalla figure sia i livellip@4 virale presenti nei surnatanti di
coltura, sia la formazione dei sincizi indotti d&/HL sono significativamente piu bassi
nelle cellule MT2.CD38 rispetto a quelli delle cgdl MT2.M.
Per valutare se l'azione di CD38 dipendesse dantegerenza nel legame di HIV alla
cellula, abbiamo valutato la capacita di gpl20edjatsi alle cellule MT2.M e MT2
incubando queste cellule con gplg0FITC e valutando in legame mediante
citofluorimetria. Questi esperimenti hanno dimostran legame di gpl2@ molto

minore nelle cellule MT2.CD38 rispetto alle cellbdd2.M (Fig. 21).
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Fig. 1€ Infezione con HIV-1,5. Valutazione della p24 virale
nei trasfettanti MT2.M e MT2.CD38, a diversi tempi
dall'infezione
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Fig. 2C Cocoltura con cellule H4 s A) Fotografie al M.O. (100x) che
mostrano i sincizi a 12h nelle co-colture MT2.MMT2.CD38 con le
cellule H9ys; B) Conta dei sincizi nelle co-colture a diversi tempi
dall'infezione
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Fig. 21 Legame della gpl2@-FITC alle cellule MT2.M e
MT2.CD38

Per valutare la specificita degli effetti osservatibiamo paragonato l'effetto di CD38
con quello di altre molecole di superficie, che ggr@ano (CD59 e CD95) o non
presentano (CD31) associazione laterale con CD4),[1E1]. Non avendo a
disposizione linee cellulari umane prive di questelecole, abbiamo trasfettato il
cDNA di CD4 umano nella linea T murina SR.D10 o#etio la linea SR.hCD4, che e
stata quindi ulteriormente trasfettata con i cDN&lel molecole umane CD38, CD59,
CD95 e CD31 ottenendo cloni cellulari (SR.hCD4.CP38R.hCD4.CD59,
SR.hCD4.CD95, SR.hCD4.CD31) esprimenti livelli ppraabili delle diverse
molecole. Questi cloni cellulari sono quindi stailizzati in esperimenti dbinding di
gp120 FITC. Questi trasfettanti tra I'altro perme@eino di valutare i livelli di legame di
gpl120 FITC a CD4 in assenza di corecettori umaniHi¥-1 Come si pud osservare
dalla Fig. 22 il legame di gp120 FITC é significativamente nidee nelle cellule

esprimenti CD38 rispetto a quello osservabile radtie linee cellulari trasfettate.
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Come si puo osservare dalég. 22, il legame di gp120 FITC é significativamente
inferiore nelle cellule esprimenti CD38 rispettaqaello osservabile nelle altre linee

cellulari trasfettate.

fish

507

297

CD4- CD4ICD38 CD4/CD31 CDA/CDSE CDACD95

Fig. 22 Legame della gp12@-FITC alle cellule murine SR.D10 trasfettate
con CD4 umano e altri recettori presenti sulla sfigie cellulare.

L’effetto di CD38 era quindi specifico in quantomera condiviso dalle altre molecole
umane trasfettate nella linea murina, ovvero C0H995 o CD31.

Questi dati suggeriscono che l'espressione del CD&&uli negativamente la
suscettibilita dei linfociti alla infezione da HIVY-CD4-dipendente, probabilmente
inibendo il legame del virus al CD4 stesso. Verdsimante questo effetto é efficace
soprattutto nei linfociti T vergini, che esprimoatevati livelli di CD38, mentre € meno
efficace nei linfociti attivati, che pure esprimomgevati livelli di CD38, ma up-

regolano anche una serie di altre molecole cherifsoano l'ingresso del virus nella

cellula e la sua replicazione [152].
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Da questi risultati possiamo concludere che CD38duto negativamente la

replicazione virale ed interferisca con la fusiale¢ virus mediata da gp120.

5.4.2 Mappatura del dominio di CD38 coinvolto nell’inibiane dell'infezione
Abbiamo quindi deciso di identificare quale domininCD38 fosse responsabile degli
effetti anti- HIV-1.

Con questo obiettivo abbiamo prodotto una seri@ldsmidi codificanti per forme
tronche di CD38 e li abbiamo trasfettati nelle @WellMT-2. In particolare abbiamo
prodotto una forma priva della porzione intraceltel (IC) della molecola (CD38z09

e forme prive di porzioni via via maggiori dell'esinita -COOH terminale (CD3830q
CD381285, CD38.219 CD38.197). Dato che alcune forme tronche mancavano degli
epitopi riconosciuti dagli anticorpi-CD38 a nostra disposizione, abbiamo aggiunto
all'estremita NH2-terminale una sequenmgctag. Analisi effettuate al microscopio
confocale hanno dimostrato la localizzazione ssiiperficie cellulare di tutte le forme
mutanti di CD38 (dati non mostrati) ed esperimeéninfezione hanno evidenziato che
tutte inibiscono la replicazione virale in modo #ganalle forme full-length e tagCD38.
Una analoga inibizione era anche ottenibile incdbara linea cellulare MT2 in
presenza di una forma solubile di CD38 costitutdladporzione extracellulare (EC)
della molecola (CD38.309 (Fig. 23.

Questi dati dimostrano che la regione inibitoriaQI»38 e localizzata nella regione

membrano-prossimale, a livello degli aa 45-191.
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Fig. 23A) Rappresentazione schematica di CD38 e dellecotdanutanti utilizzate.
In alcuni casi € stato aggiunto umyc-tagalla porzione NH2-terminale § per
permettere il riconoscimento delle molecole traatatmediante un mAb disponibile
commercialmente; B) Inibizione nella produzionep@4 nelle diverse linee. La
linea MT2.M ¢& stata utilizzata come controllo négat mentre la linea
MT2.CD38tag € stata utilizzata per escludere rlye-tagpotesse avere un effetto
inibitorio per st.
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5.4.3 Allineamento tra le sequenze di CD38 e di gp12H&Htv-1

Il passo successivo e stato mappare l'attivita-ldh+-1 di CD38 compresa tra gli aa
45-191.

L’analisi di sequenza di questo tratto della moledea evidenziato che la sequenza
costituita dagli amminoacidi membrano-prossimah74bdi CD38 mostra somiglianze
significative con una grossa porzione dell'ansadv8p120 (sottotipo B). In particolare
si osserva che la regione di omologia e’ incentsatan’identita nella tripletta GPG (aa
52-54) altamente conservata all’apice dellansa(M8. 24), una regione fondamentale
per gli effetti regolatori esercitati dal’ansa \d8irante il processo di attracco/fusione

del virus [153].

CD38  4sRWRQT TTKRFPETVLARCVKYTEI H

gp120 20sNTRKSI | [GPGRAFYTTGQ | G - - Dl RQAH

Fig. 24 Allineamento tra la sequenza del Cx38con la sequenza consenso del sottotipo
B di HIV-1 effettuata con il software LALIGN: ideité locali () e somiglianze.].

Abbiamo quindi valutato la specificita e la genigatli queste omologie allestendo un
allineamento multiplo tra le sequenze CI}38 e le sequenze consenso dellansa V3

dei principali sottotipi di HIV-1 appartenenti atuppo M (A, B, C, D, and CRF_01
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AE), ai gruppi N e O, SIV_cpz (filogeneticament@a@ato dal comune ancestrale dei
gruppi di HIV-1) e di HIV-2. Utilizzando l'algoritm di Morgenstern DIALIGN [154],
abbiamo osservato che la maggior parte degli amamidodi CD38s.74, mostravano un
allineamento significativo con le sequenze lendivir(Fig. 25. Utilizzando 1000
sequenze random, abbiamo calcolato un p<0.01 peallineamento uguale o piu
elevato rispetto a quello ottenuto confrontando &R3: e le sequenze del loop V3

appartenenti a diversi ceppi virali

QI TKRFPETVLARCVKYt El H

CladeB  TRPNNNTRKS- | |
Cl adeA  TRPNNNTRRSI Rl
Cl adeC  TRPNNNTRKSI Rl
CladeD TRPYNRQRT- - PI
CRFO1AE TRPSNNTRTS- Rl
Subgr. N TRPGNNTGEQVQ
Subgr. O -RPG ---VCQEl|
SIV_CPZ -RPGNNTRG -Q FYNI ENI VGDTRA- - - - -

HV 2 KRPGNKTVVPI T VFHS- - QPI NRPR- - - QAW

kkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkkkikhkk k%%

CRAFYTTGQ | GDI R- - - QAH
QAFYATGDI | GDI R- - - QAH
QOTFYATGDI | GDI R- - - QAH
AALYTTRYTTRI | G - - QAY
GRVFYKTGDI | GDI R- - - KAY
FYNI EKI VGDRQAY- - - -

WSMG- - LNNSRAY- - - -

R R I b b I b b i b b e b b e b b b b i b b e b b 3 * k%
kkhkkhkkhkkkhkhkhkkh kkhkhkkhkhkhkhkihkhkhkkkikhkkkhkhrkk*k * k%
kkkk*k*%k*% ER R I b b S b b I b b e b b b b 4

R R I b b b b b b I b b e b 4

Fig. 2t Allineamento tra la sequenza CD3&, con le sequenze consenso dei sottotipi
A-E, dei gruppi N ed O, di SIV_CPZ di HIV-1 e di YH2, utilizzando l'algoritmo
DIALIGN di Morgenstern utile per l'allineamento dequenze multiple. La sequenza di
CD38;5.74 € stata utilizzata come stampo per visualizzau& relazioni con sequenze
di gp120 rappresentative delle diversita tra iilénts infettanti i primati. Il numero
degli asterischi in figura riflette i gradi di saghanza fra le diverse sequenze. L’'area di
maggior somiglianza e quella déB loop tip
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5.4.4 Effetti dei peptidi sintetici derivati da CD38 sallreplicazione di HIV-1
Abbiamo quindi valutato se un peptide solubile (88{279) comprendente la regione
di omologia avesse la capacita di riprodurre gfetéif anti-HIV-1 mostrati dalla
molecola intera. Abbiamo percio’ sintetizzato urpfide costituito dagli aminoacidi
51SGPGTTKRFPETVLARCVKYTEIH, di CD38 (sCD38&.79 comprendente la
sequenza GPG.

La sequenza compresa tra gli aa 51-74 € stata quaitescludere i triptofani 46 e 50,
che avrebbero reso il peptide insolubile in acdi&b] 156].

Esperimenti pilota hanno mostrato che il peptidB3&:.74 inibiva l'infezione di HIV-

1 in cellule MT4 (CD4ACXCR4'CD38) in modo dose-dipendente, con unasf= 2,2
uM (Fig. 26).

Inoltre sCD38:.74 € stato in grado di inibire la formazione di skiaielle co-colture
H9s/MT2 (Fig. 27) e di inibire il legame di gp120 alle cellule MTBig. 28).

Generalita e specificitd di queste osservazioniosstate valutate paragonando gli
effetti del peptide sCD3874 su ceppi virali con diversa origine e tropismo.gunesti
casi abbiamo utilizzato una concentrazione di pep{il@M), in grado in ridurre di
oltre il 50% l'infezione da parte di HIVqE sulle cellule MT4. In questi esperimenti
abbiamo osservato che il peptide sCR38inibiva ceppi di HIV-1 R5, X4 ed R5/X4
ed isolati primari di HIV-2, ma non inibiva uno psmtipo di HIV-1
(PRRL.sin.hPGK.GFP) [157] esprimente le proteindl’ davelopedel virus della
stomatite vescicolare (VSV) che infetta le cellmenodo CD4-indipendentd=(g. 29).
Gli isolati primari X4 e X4/R5 e lo pseudotipo pRRIn.hPGK.GFP sono stati
utilizzati per infettare le cellule MT4, mentre gdblati primari R5 sono stati usati per

infettare PBMC di sangue periferico (PBMC).
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Fig. 2€ Inibizione dose-dipendente da parte del peptidB3$g; .74 sulla
replicazione virale (dosata come quantita di p2dsoenatanti di coltura)
nelle cellule MT4 infettate con HIVpk. | quadrati rossi rappresentano le
di p24, mentre i cerchi blu rappresentano la vaalelle cellule rispetto alle
cellule MT4 non infettate.

757

sincizi/campo

006 12525 5 10
SCD38g oy (BM)

Fig. 27 Inibizione dose-dipendente della formazione decigi nelle
co-colture HQs-MT2 da parte del peptide sCD:38, .
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sCD38g) 74 (HM)

Fig. 28 Colorazione delle cellule MT4 con gpl20-FITC in epenza di
sCD38&1.74

ITRB (HIV-1 Clade B, X4)
P1 (HIV-1 Clade B, X4)

UGL (HIV-1 Clade D, BS)
CA-10 (HIV-1 CRF_01 AE, X4)

CDC 77618 (HIV-2 Clade A, R3R5X4)

pREL .sin hPGE.GFP (Recombinant, []
ZD4- and co-receptor-independent)

|
|
|
UG3 (HIV-1 Clade A, RS) | |
|
|

1] pu 1| 40 a0 80

Inibizione % della replicazione virale

Fig. 2¢ Effetto del peptide sCD3874 sulla replicazione di isolati primari
appartenenti a diversi sottogruppi di HIV-1 e HIVe2sull'espressione di uno
pseudotipo di un vettore di HIV-1 che porta la gficoteina dell’envelope del
virus della stomatite vescicolare. Questi espertimsamo stati effettuati sulla linea
cellulare MT4 durante gli esperimenti di infeziozen i ceppi virali X4 e X4/R5 e
con lo pseudotipo pRRL.sin.hPGK.GFP, mentre celltenonucleate di sangue
periferico (PBMC) sono state infettate con isofatmari R5. In questi esperimenti
abbiamo utilizzato il peptide sCD3& alla concentrazione udA. L'inibizione e’
stata calcolata sulla base dei livelli di p24 e pR@li nel surnatante di coltura al
quinto dall'iinfezione virale.
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Possiamo quindi concludere che il peptide sGR38inibisce linfezione da HIV-1
agendo sul processo di fusione mediata di gp120.

Abbiamo quindi voluto appurare se il peptide sCR38 mantenesse la capacita
propria di CD38full length di inibire il legame di gp120 a CD4 in assenza lthea
molecole della superficie cellulare, utilizzandagtie da ELISA su cui era stata
preadsorbita una forma ricombinante solubile di C@EghCD4) (ig/ml). Queste
piastre sono state incubate con diverse conceotriagpl2Q;s biotinilata, in presenza
0 assenza del peptide sCR38, (10uM); il legame di gp120 e stato quindi valutato
utilizzando streptavidina marcata con perossidagime si puo osservare daltay. 30,

il peptide sCD38 .74 inibisce il legame CD4/gp120, mentre la competigicon altri

peptidi irrilevanti di controllo non ha mostratossena inibizione.

s controllo

— SC D3851-T4 {].U mM)

Densita ottica

.
- | I I I

08725 50 75 100
gp 120 (V)

Fig. 30 Regolazione negativa del legame della gp120 &Dghdovuta al peptide
sCD38;.74 Sull'asse delle X si trovano le concentrazionigpil20 biotinilata
incubate su piastre da ELISA con preadsorbito rehCRull'asse delle Y abbiamo
invece la densita ottica (O.D.) lettaA&#450 nm, alla fine della reazione tra |l
substrato OPD e la streptavidina-HRP.
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5.4.5 Effetto anti-HIV di una forma ramificata del peptid SCD38;.74

Nel tentativo di aumentare [lattivita antivirale |dpeptide sCD3§.7, abbiamo
prodotto un costrutto peptidico ramificato contdeentto sequenze 51-74 legate
covalentemente ad un nucleo polilisini¢eg, 31). La presenza di piu siti attivi nella
stessa molecola infatti dovrebbe aumentarne I'evidi legame e permettere alla
molecola di esercitare la sua azione a concentraanideriori rispetto al peptide
monovalente. Inoltre & stato proposto da piu awutoei peptidi multi-ramificati corti
(Multi Branched Peptides- MBPs) assumano con maggiore probabilita la

conformazione assunta nella molecola nativa irftes@-159].

Fig. 31 Struttura di sCD3¢1.74MBP . La molecola € composta da otto
sequenze 51-74 unite covalentemente ad un nucléigipixo.

123



Il peptide da noi utilizzato é stato denominato 88§27, MBP.

Abbiamo eseguito esperimenti di infezione con pme di laboratorio HIV-1z sulla
linea T linfocitaria MT-4, confrontando l'attivitanibitoria del peptide monovalente
lineare sCD38&.74 e della sua variante multiramificata sC38MBP. Questi
esperimenti hanno dimostrato che sCR38MBP inibisce l'infezione da parte di
HIV-1,s in una scala di concentrazione compresa tra 10end@omolare (E{=12
nM) (Fig. 32B), ovvero concentrazioni circa 200 volte inferioispetto a quelle
necessarie per ottenere gli stessi risultati cpeptide monovalente lineare (&€2.2
uM) (Fig. 32A).

Simili test di infezione sono quindi stati effettuaalutando l'effetto di sCD383.
74MBP sull'infezione di linee primarie di PBMC da pardi HIV-1,z e o di isolati
primari di HIV. Questi esperimenti hanno dimostratioe CD38&,.74MBP inibisce
l'infezione dei PBMC da parte di HIVyk in modo dose-dipendente a concentrazioni
ancora piu basse di quelle richieste nella lindleee MT-4, e comprese tra 0.1-10
nM (Fig. 320). La dose-dipendenza puo essere descritta comewa polinomiale
di secondo ordine mostrata in figura (R2=0.998resgjone non lineare). Fig. 32D

€ mostrata la cinetica di crescita di due isofatimari virali (R5) non correlati
filogeneticamente tra loro, appartenenti al sqiotC (HIV-1 s20) € al sottotipo A
(HIV-1ucs) [160], in PBMC infettati in presenza o in assedzd nM di sCD38;.
7aMBP, che rappresenta la piu bassa concentraziohelateau della curva dose-
risposta mostrata ifrig. 32C | risultati utilizzando HIV-1c3 sono stati ottenuti
attraverso l'inoculo di cellule a una molteplicdiainfezione (MOI) di 0.5 ed hanno
dimostrato che sCD3874MBP mantiene [lattivita anti-HIV-1 anche contro
concentrazioni virali piu elevate di quelle utiige normalmente nei nostri

esperimenti (MOI=0.1).
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Fig. 32 Effetti di sCD38;.74MBP sulla replicazione virale.nibizione dose-dipendente
dell'infezione di cellule MT-4 con il ceppo viralélV-1,5 mediata da sCD3874 (A) e
dasCD38:.7.4MBP (B). Linee piene: linee di regressione lineare chelimegterpolano i
punti che corrispondono ad una mediana dei valdtenati da tre esperimenti
indipendenti; linee tratteggiate: linee corrispamdal limite di confidenza al 95% delle
rette di regressione (p<0.01, test t utilizzato palcolare la pendenza). Quadrati neri:
produzione di p24; cerchi bianchi: vitalita di cédd MT-4 non infettate dimostrata con |l
saggio MTT. C) Inibizione dose-dipendente dell'infezione di PBM®ncun isolato
primario R5 (HIV-1, s29) mediata da sCD387,MBP. Quadrati neri: produzione di p24;
cerchi bianchi: vitalita dei PBMC non infettati distrata con il saggio MTTD) Cinetica

di crescita di due isolati primari (R5) in PBMC etifati in presenza (barre chiare) o in
assenza (barre scure) di 1 nM di sCR33MBP.
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5.4.6 Coinvolgimento del dominio GPGTTK negli effetti arkIV-1 di CD38
ed interazione gp120/CD4

Negli allineamenti mostrati nellaig. 25 'esamero GPGTTK (amminoacidi 52-57 di
CD38) corrisponde all’apice del loop V3 di gpl2@eqioca un ruolo fondamentale
durante il processo di infezione. Abbiamo analiazguindi il ruolo di questa
sequenza di CD38 nellattivita anti-HIV- utilizzam® peptidi: 1) un costrutto MBP
nel quale 8 sequenze GPGTTK sono covalentemenételesgd un core di polilisina
(sCD38,5sMBP) e 2) un peptide sCD38;4, modificato nel quale gli aa 51-57 del
CD38 sono stati sostituiti con una sequenza ran@@®&HALSA) che mantiene la
stessa carica totale (sSC338,). | risultati ottenuti ci hanno permesso di osaeevche
il peptide sCD38.sMBP (Fig. 33, ma non quello sCD3874 (dati non mostrati), era
in grado di inibire linfezione di HIV-}g nelle cellule MT4 in modo dose-
dipendente, in modo simile al peptide SCR33 (EGso= 4,4uM).
Infine, abbiamo valutato il ruolo della sequenzaG3FK nella molecola di CD38
intera. A questo scopo abbiamo trasfettato confarma mutante di CD38 mancante
degli aminoacidi GPGTTK (MT2.CD3&7) la linea cellulare MT2. CD38,-s7
mantiene sulla superficie cellulare la stessatsitaitconformazionale del CD38 full-
length, come evidenziato dal suo riconoscimentpatée dell’anticorpax-CD38 I1B4
e dal mantenimento dell’attivita ribosilciclasicelld molecola (dati non mostrati).
Al contrario, esperimenti di FRET e di infezionenha mostrato che questa molecola
non da associazione laterale con CD4 sulla superdiellulare Fig. 34) e che non
mantiene l'attivita inibitoria sull'infezione mostra dal CD38 wild typeHig. 35.
Questi effetti non sono dovuti a differenze neffessione di CD38, CD4 o CXCR-4,
che erano simili nelle linee cellulari utilizzatMT2.CD38 e MT2.CD38s,.57 (dati

non mostrati)].
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Fig. 33 Inibizione dellinfezione da HIV-}g sulle cellule MT4 da parte
del peptide sCD385MBP. | quadrati ( ) rlppresentano la produzione di
p24, mentre i cerchi ( )@appresentano la vitadigdulare delle cellule
MT4 non infettate, ma incubate con il peptide.
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Fig. 34 A) FRET tra CD4 e CD38 nelle cellule MT2.CD38 e MT238»,57 Le cellule
sono state marcate con I'mAb anti-CD4 coniugato icdlmorocromo Cy3 e con gli mAbs
anti-CD38 e anti-CD71 FITC. Uno spostamento dalieva verso destra indica FREB) I
grafico a barre mostra la medtaSD dei canali mediani di fluorescenza proveniatadre
diversi esperimenti. Il CD4 fa FRET con CD38, mawon CD3&s,.570 con CD71.
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HIV-1p24 {ng/ml)
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MT2M MT2.CD38 MT2.CD38,;,

Fig. 3t Valori della p24 nei surnatanti di coltura dellellcle MT2.M, MT2.CD38 e

MT2.CD3&s,.57 al 5° giorno dopo l'infezione con HIVpk. La replicazione di HIV-1 é

simile nelle cellule MT2.M e nelle cellule MT2.CD38s7, mentre € molto piu alta
rispetto alle cellule MT2.CD38.
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5.4.7 Valutazione della tossicita di sCD38,4MBP

Il peptide sCD38.74MBP potrebbe in teoria essere utilizzato come nhicida
locale. Per questo motivo ci siamo quindi chiesti ik peptide presentasse una
tossicita’ cellulare che ne avrebbe escluso a iptiatilizzo. Infatti, i farmaci
candidati ad essere microbicidi locali non devomodprre tossicita cellulare, che
potrebbe causare un danno dell’epitelio in gradtadirire la penetrazione del virus
nellorganismo. Abbiamo valutato l'eventuale togsicdi sCD38;.7sMBP nei
confronti delle linee cellulari MT-4, HeLa e di PEMquiescenti. | diversi tipi
cellulari sono stati incubati a 37°C per 36 or@iasenza o assenza di dosi crescenti
di sCD38,.,/MBP. Per ogni condizione di coltura sono state teadu la vitalita
cellulare e l'apoptosi rispettivamente con il sagdel metil-tetrazolio (MTT) e con la
colorazione tramite loduro di Propidio (PI) e Ansies V coniugata con fluoresceina
isotiocianato (FITC), Kig. 36. Questi esperimenti hanno dimostrato che sGD38
74MBP, non altera la vitalita cellulare, e non induapoptosi a nessuna delle

concentrazioni valutate (range: 0.1-100 nM).
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Fig. 36 Vitalita di linee cellulari trattate con s(D38s,.74MBP. Le linee cellulari MT-4, HelLa

e PBMC sono state trattate con diverse concentradiosCD38:.7/MBP e la vitalitd e stata
espressa come percentuale rispetto al controllanattiato. In(A) la vitalita é stata valutata con
il metodo del metil-tetrazolio (MTT); i(B) con il metodo del Propidio loduro (PI) Annessina V
FITC; come si puo notare sCD384 MBP non sembra influenzare la vitalita celluldrefigura
sono riportati i dati di un esperimento rappresardali tre.
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5.4.8 Valutazione dell'attivazione linfo/monocitaria indta da sCD38;.74
MBP sui PBMC
| farmaci candidati ad essere microbicidi localnndevono indurre infammazione,
che potrebbe favorire la penetrazione di HIV attraw le mucose, oppure attivazione
dei linfociti, che potrebbe favorire il loro reciuhento nella mucosa e la loro
infezione [162]. Per questo motivo abbiamo testoil peptide sCD38.74 MBP
potesse indurre l'attivazione di PBMC, valutata eoproliferazione, espressione di

marcatori di attivazione sulla membrana e come ymahe di citochine.

a) Espressione di marcatori di attivazione in PBM@escenti

In prima analisi abbiamo valutato se il peptide 88{;/MBP fosse in grado di
indurre I'espressione di marcatori di attivazione BBMC analizzando I'espressione
di CD25 e CD95 (marcatori di attivazione linfocitggre di CD38 (marcatore di
attivazione linfo-monocitaria).

PBMC quiescenti sono stati incubati in presenzaseiaza del peptide (0, 0.1, 1, 10 e
100 nM) per 36 h e l'espressione delle molecolateite stata quindi valutata su
cellule CD4 e CD4 e su cellule CD3e CD3, mediante doppia immunofluorescenza
e citofluorimetria. Come mostrato kig. 37 quest’analisi ha dimostrato che il peptide
sCD38&:.74MBP non induce espressione di marcatori di attovaei linfocitaria a

nessuna delle concentrazioni analizzate.
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Fig 37. Espressione dei markers di attivazione calare CD38, CD95, CD2.
Come si pu0 osservare, non vi e variazione nelta lespressione durante il
trattamento con crescenti concentrazioni di pep@@88&,.74MBP (range: 0.1-100

nM).
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b) Induzione dell’'espressione di citochine
In seconda analisi abbiamo valutato se sGRIWIBP attivasse la proliferazione e la
secrezione di citochine da parte di PBMC quiescentnodulasse la secrezione di
citochine da parte di PBMC attivati con mitogenBNFC quiescenti o attivati con
PHA (0.1 e Jug/ml) sono stati incubati in assenza o presenzDi38:74MBP (1 e
10 nM) aggiunto al momento iniziale della colturgurnatanti di coltura sono quindi
stati raccolti a dopo 36 h, e sono stati utilizgeti il dosaggio delle citochine. T
le B-chemochine CCL3 e CCL4 sono stati utilizzati comercatori di infammazione
acuta; IL2 e IFN come marcatori di risposte T helper di tipo 1 enfiemmazione
cronica; IL4, IL5 e IL10 come marcatori di rispo3dténelper di tipo 2. CCL3 e CCL4
sono state valutate per mezzo di un test ELISA,treefiNF, IL-2, I1L-4, IL-5, IL-
10 e IFNy mediante un multitest citofluorimetrico (cytometbead assay kit){g.
38). | grafici mostrano che il peptide sCR38/MBP non induce la produzione di
nessuna di queste citochine in PBMC quiescentire m® modula la produzione in
PBMC attivati con PHA.
Abbiamo infine valutato se sCD3&4MBP influenzasse la proliferazione di PBMC
attivati con concentrazioni ottimali dell'anticorpnonoclonale anti-CD3 (OKT3) in
presenza o assenza di dosi crescenti di MBP. fisatdj proliferazione usato si basa
sull'incorporazione dfH-T, espressa in c.p.m. (conte per minuto), durknteétime 6
ore di 72 di coltura. Il risultato rappresentatd-ig. 39 dimostra che sCD38,/MBP
non ha nessun effetto sulla proliferazione dei PBM@essuna delle concentrazioni

valutate (range: 0.1-100 nM).

133



IL-2 IL-4 IL-5
701 _
_T1 257 257
60
7 207 M 20
- — 157 — 157
E E E
(o) (o) (o))
£ 107 £ 107 £ 107
] HHH ] HHH 1 o
0- 0 == 0
Oug/ml 0.1 pg/ml 1pg/m Oug/ml 0.1 pg/ml 1 pg/ml Oug/ml 0.1 pg/ml 1pg/ml
PH PHA PHA
IL-10 TNF-a IFN-y
1000- M 500- 15000 ]
— Y _
7 7 e 4
2254 —
E125+ E125 E
g g g 7
7 7 30
5 51 15
Oug/ml 0.1pg/ml 1pg/ml Oug/ml 0.1 pg/ml 1pg/ml Oug/ml 0.1 pg/ml 1 pg/ml
PHA PHA PHA
40000 ] 40000 -
10000 - 10000 -1
E 7 il E 7
(o)) (o)
£ 150 £ 1504
100 - 100 1
50 50
0 — ) — 0 = T s B |
0 pg/ml 0.1 pg/ml 1 pg/ml 0 pg/ml 1 pg/ml
PHA PHA

Fig. 38. Espressione citochinica di PBMC quiescenfdD ug/ml PHA) e attivati (0.1 e 1
pg/ml PHA) trattati con diverse concentrazioni di s@®38&;.7zJMBP ( OnM; 1nM,;

10nM). | PBMC sono stati coltivati per 36h in presenzaseesza di sSCD38,/MBP, sui
surnatanti di coltura sono state dosate le cit@chin2, IL-4, IL-5, IL-10, TNFe e IFNy
(mediante il kit multiplo di valutazione delle otioine) e le chemochine CCL3 e CCL4
(mediante ELISA). sCD38.74MBP non sembra influenzare la produzione citochirda
parte di PBMC quiescenti. In figura sono riporiadati di un esperimento rappresentativo

diqu

attro.
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Fig. 39 Proliferazione di PBMC in presenza di sCD383.74 MBP. | PBMC sono
stati stimolati con anti-CD3 y/ml (OKT3) in presenza o assenza di dosi
crescenti di MBP. L'incorporazione #-TdR durante le ultime 6 ore di 72 ore di
coltura €& espressa in c.p.m. (conte per minuto)odni condizione valutata
sCD38:74MBP non si dimostra capace di influenzare la pecdizione
linfo/monocitaria.
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5.4.9 Valutazione della attivita spermicida di sCD3&/MBP
La valutazione dell’attivita spermicida & utile pem farmaco che si candidi come
microbicida topico ad uso vaginale. Per questo vaoéibbiamo valutato I'effetto di
sCD38:.7/MBP sulla vitalita e motilita di spermatozoi uma@iampioni di sperma,
appartenenti ad individui sani e da pazienti agpammici, sono stati ottenuti dal
Centro di Fertilita’ della Divisione di GinecologidellOspedale Maggiore della
Carita’ di Novara. Essi sono stati incubati conp@ptide sCD3§../MBP alla
concentrazione di 10 nM a 37°C per 30 minuti e etaéa quindi valutata la vitalita
tramite il metodo di esclusione dellEosina-Negnase la motilita mediante analisi al
MO in contrasto di fase. | risultati riassuntiTiab. 6 indicano che il trattamento con
il peptide non influenza né la vitalitd né la mitdildegli spermatozoi sia nei campioni
provenienti da soggetti normali sia in quelli prosti da soggetti astenospermici, il
che indica I'assenza di effetto anche su spermatpadunzionali.
Possiamo quindi concludere che il peptide sGR3a¥BP non possiede alcuna

attivita’ spermicida.

136



trattamento

con sCD38;.

74 MBP (10
n° campione cells/ml nM) vitalitd (%) motilita (%)

- 85 75
1 60x1¢ + 85 75

- 93 73
2 70x1¢ + 93 73

- 90 78
3 110x16 + 91 77,5

- 91 80
4 90x10@ + 91 80

- 88 77
5 60x1¢ + 88 76,5

- 87,5 80
6 95x10 + 88 80

- 84 88
7 70x10 + 84 88

- 84 90
8 80x10@ + 84 90.5

- 80 55
9* 48x10 + 80.5 55

- 78 48
10* 40x10¢ + 78 48

- 75 50
11* 35x10 + 75,5 50

- 77 46
12* 30x10 + 77 46
Valori Normali >20x10° / >75 >60

Tab. 6: Spermiogramma relativo al trattamento degli s@¢oxoi dei donatori sani e
dei pazienti con il peptide sCD3&4MBP rispetto ai controlli. | risultati riportati in
tabella indicano che il trattamento con il pepti@®38;7sMBP (10nM) non
influenza né la vitalita né la motilita degli spettmzoi sia nei campioni provenienti
da soggetti normali sia da soggetti astenosperi@ioi.indica I'assenza di un effetto
anche su spermatozoi ipo-funzionali (*).
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5.5 Discussione

| risultati ottenuti in questo studio dimostrancedBD38 inibisce la replicazione di
HIV-1 negli stadi precoci dell'infezione attraversoa sequenza compresa tra gli aa
52-57 nella regione membrano-prossimale della suaigne EC e che la sua capacita
inibitoria correla con la sua capacita di assoclatsralmente con CD4.

La regione membrano-prossimale della porzione EGtracignificative somiglianze
con lansa V3 della gpl120 virale. Entrambe le ragisembrano essere coinvolte
nellinfezione da parte di HIV-1. Infatti 1) siaD38 sia l'ansa V3 di gpl20
inibiscono la fusione di HIV-1 [158, 162]; 2) queftetto coinvolge peptidi
omologhi nelle due molecole e viene perso quandsstgypeptidi vengono privati
degli amminoacidi omologhi tra le due sequenze.

L’ansa V3 sembra essere coinvolta in varie intemsizsecondarie che la gpl20
stabilisce con varie molecole espresse sulla membreellulare [158-172]. In
particolare sembra poter interagire:

a) conirecettori chemochinici che funzionano deecettori per il virus [168-170],
b) con glicosfingolipidi di membrana, anch’essi chéi in causa come recettori
per il virus [171, 172],

c) con lo stesso CD4, in una regione diversa riepalia regione di interazione
principale tra CD4 e gp120 .

Sembra improbabile che CD38 agisca sulle prime idigFazioni, in quanto € stato
osservato in precedenza che CD38 inibisce l'adesmingpl20 a CD4 anche in
sistemi acellulari, privi di recettori chemochin@idi glicosfingolipidi [168].
Quest’osservazione limita I'azione inibitoria di @®ad una interferenza diretta nella
interazione tra gpl20 e CD4. E’ stato proposto ghest’interazione sia piuttosto

complessa e cominci con lo stabilirsi di un leggmeacipale tra il sito primario di
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gp120 e il dominio D1 di CD4; questinterazionengipale sarebbe poi stabilizzata
da una interazione secondaria tra 'ansa V3 di @@L Rn sito diverso di CD4 sempre
situato su D1 [173-179]. Si pu0 quindi ipotizzareecCD38 possa competere,
attraverso la sequenza GPGTTK, con questa interazsecondaria di gpl20. La
distanza fra il dominio D1 membrano-distale di CB4la porzione membrano-
prossimale del CD38 sembra complicare l'applicazian questo modello. Si puo
pero ipotizzare che questa distanza possa ess#arida due fattori: 1) e stato
proposto che CD4 possa essere orientato obliguamaspetto alla superficie
cellulare, e 2) é stato proposto che la giunzio8dJd3 conferisca una certa flessibilita
conformazionale al CD4 stesso [180], che sembragarsi in seguito al legame di
gp120 in modo da permettere a gpl120 stessa diinswst ai CCRs [182-184]Hqg.
40). La possibilita che questo ripiegamento possaeaifavorire l'interazione di CD4
con CD38 € in accordo con la nostra osservazioagypthi20 potenzia I'associazione

laterale tra CD4 e CD38.

. ap120

CD38

Fig. 4C Schema di un’ipotetica interazione tra gp120, CD4 €D38. A) CD4 lega
gp120; sebbene il ruolo della V3 loop in questariaxione sia ancora controverso, esso
e in grado di stabilizzare il legame gpl120/CH). Il legame gpl120/CD4 e down-
modulato dalla presenza di CD38, che presenta iazsmee laterale con CD4. La
sequenza 52-57 del CD38 sembra essere coinvoltarowiuovere gli effetti anti-HIV
della molecola, cosi come l'associazione laterade l¢ due molecole. Dato che la
sequenza 52-57 di CD38 e omologa a un’altra presshapice della V3 loop di gp120,
possiamo ipotizzare che essa riduca in partedigdfidel legame tra gp120 e CDA4.
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Gli effetti di CD38 sulla replicazione di HIV-1 pebbero aiutare a capire alcuni
aspetti dell'interazione virus/ospite. Ad esempigtato recentemente suggerito che
HIV-1 infetti preferenzialmente cellule CD38 che gli alti livelli di espressione dei
geni di HIV-1 mostrate dalle cellule T attivate ¢ckono CD38 siano dovuti eventi
successivi all'ingresso del virus [161, 187]. Sogquoporre che, nei linfociti attivati,
un’alta espressione di CD38 potrebbe favorire @dstardivi della replicazione di
HIV-1, in modo simile alla regolazione negativaGid4 indotta dall’HIV stesso, cioé
limitando la superinfezione da parte di altre patte virali e/o favorendo il distacco
di particelle virali appena prodotte.

La regolazione negativa della fusione di HIV-1 na¢dida CD38 merita attenzioni
anche dal punto di vista delle prospettive clinicl@&i studi sull’attivita anti-
retrovirale di peptidi solubili derivati da CD38 steaati in questo lavoro hanno
permesso di comprendere meglio la specificita éstiuderivati proteici e pongono le
basi per ulteriori studi volti alla progettazione farmaci per lo sviluppo di
“microbicidi topici”. Con questa espressione sieimie un agente in grado di
distruggere i virioni oppure di inibirne I'ancoraggalle cellule-bersaglio a livello
della mucosa genitale. La disponibilita di efficancrobicidi topici potrebbe, infatti,
rappresentare un’arma molto utile per l'autotudddle donne in molti paesi in cui,
per ragioni culturali, si rifiuta 'uso del presatio. Un farmaco di questo tipo
potrebbe limitare la trasmissione del virus in m@pp sessuali non protetti e
intensificare la sicurezza di quelli protetti.

E’ su questa linea che sono stati condotti gli espnti descritti in questa tesi volti a
costruire un peptide derivato da CD38 che possaresstilizzato come base di
partenza per la costruzione di un microbicida lecaDuesti esperimenti hanno

permesso di caratterizzare lattivita del peptidaltiramificato sCD38;,.7JMBP il
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guale sviluppa un’efficace azione anti-HIV in vit@ concentrazioni nanomolari,
compatibili con un uso locale in vivo, in assenzaegtidenti effetti tossici o
proinflammatori.

L’efficacia di sCD38,.74VIBP € stata inizialmente valutata sulla infezioredladlinea
continua MT-4 da parte del ceppo virale di labomatddIV-1,z in quanto questo
rappresenta un sistema estremamente standardizregopermette una grande
riproducibilita del dato e rappresenta uno dei sitassistemi di screening per
potenziali inibitori dellinfezione da HIV-1. Il sultato e stato successivamente
confermato utilizzando un sistema sperimentale goitnplesso, ma piu vicino alla
infezione naturale in vivo, rappresentato dall'méme di PBMC attivati da parte di
isolati primari del virus. La maggior complessitéa anche la maggiore informativita,
di questo sistema € legata alla variabilita siaddaiatori sia degli isolati virali che
determinano una conseguente potenziale maggioraabudaa del risultato
sperimentale.

| risultati di questi esperimenti di infezione handimostrato che sCD38;4/MBP
inibisce in modo efficace e specifico I'infeziona della linea cellulare MT-4 sia, e in
modo ancor piu evidente, dei PBMC. Nei nostri espenti la massima efficacia é
stata raggiunta nell'infezione dei PBMC da part#igelato primario HIV-1c3; in
guesto sistema sperimentale la replicazione viglgisultata inibita del 74%
utilizzando una concentrazione di sC38MBP pari ad appena 1 nM. E’ degno di
nota il fatto che [linibizione & osservabile anchiizzando cariche virali molto
elevate, ovvero anche 5 volte superiori rispettjualle usate abitualmente in questi
esperimenti di infezione (MOI 0.5 anziché 0.1).

Queste osservazioni portano a concludere che tidqepCD38:.7/MBP sia in grado

di inibire in maniera altamente efficace e speaifiinfezione da HIV e che possa
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essere un buon punto di partenza per la progetiazid un “microbicida topico”
efficace nel limitare la trasmissione sessuale a4 H

Da questo punto di vista, ulteriori aspetti positivsCD381.7JMBP sono l'assenza di
una sua evidente tossicita cellulare o attivitairgi@mmatoria, le quali potrebbero
danneggiare la mucosa e favorire l'infezione. lematsse del peptide e ulteriormente
aumentato dalla sua natura di peptide autologo, doerebbe escluderne
limmunogenicita per 'uomo. Questo dovrebbe limitanotevolmente il rischio di
risposte immuni anti-peptide, che potrebbero dalaio ridurne l'efficacia nelle
successive somministrazioni, e dall’altro causdmdsco di indesiderati processi
inflammatori che potrebbero favorire [linfezione in&soggetti sensibilizzati.
L’esclusione di questo ultimo fattore € un dato amignte anche perché una risposta
immunitaria locale specifica potrebbe determinarsviluppo di un infiltrato cellulare
ricco di linfociti CD4 e di macrofagi che sarebbe particolarmente siisiett
all'infezione.

Se la possibilita di sfruttare la sequenza amminde GPGTTK di CD38 per lo
sviluppo di microbicidi topici che la utilizzino dsola o in associazione con altri
farmaci appare di per se attraente, ancora piuressante sarebbe I'impiego del
peptide come farmaco sistemico capace di inibirisgoone del virus con la cellula.
Un farmaco di questo tipo potrebbe essere utilizzat associazione con gli altri
farmaci antivirali classici, sfruttando la sua aafEadi agire a un livello diverso del
processo di replicazione virale. Attualmente quetdsse di farmaci anti-retrovirali
comprende solo due molecole: il T-20 (o enfuvirtigeil T-1249. Entrambi sono
peptidi sintetici che ostacolano la fusione di ggéh la membrana ospite: il primo e
attualmente in commercio, mentre il secondo e andorfase di sperimentazione

clinica.
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L'uso di sCD38;.74MBP come farmaco ad uso sistemico richiede tuttamialteriore
miglioramento della sua formulazione, volta a noigdre la biodisponibilita del
farmaco e rallentare la sua clearance. Una poisaibih corso di studio € la
coniugazione del peptide con poli(etilen-glicol)E(), un polimero molto studiato
per la modificazione covalente di macromolecoleldgehe da utilizzare per
applicazioni farmaceutiche e biotecnologiche [1701& coniugazione con PEG,
infatti, permette di:

- proteggere epitopi antigenici e immunogenici;

- prevenire la degradazione della molecola attivaatée di enzimi proteolitici;

- impedire l'assunzione recettore-mediata della cal& attiva da parte del sistema
reticolo-endoteliale;

- aumentare il peso molecolare apparente della mizleattiva e ridurne cosi la

filtrazione renale aumentandone la biodistribuzione

143



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

BIBLIOGRAFIA

Miedema F, Tersmette M, Van Lier WA. (1990) AIDSpzgenesis: a dynamic
interaction betwen HIV and the immune systémmunol. Todayl1: 293-297.
Krust B, Laurent AG, Le Guern A, Jeannequin Ogprithgnier L, Hovanessian
AG. (1988) Characterization of a monoclonal antijpsgecific for the HIV-1
precursor glycoproteirAIDS. 2:17-24.

Gomez C, Hope TJ. (2005) The ins and outs of HMication. Cell Microbiol.
7:621-626.

Dianzani U, Bragardo M, Buonfiglio D, Redoglia ykaro A, Portoles P, Rojo
J, Malavasi F, Pileri A. (1995) Modulation of CDAtéral interaction with
lymphocyte surface molecules induced by HIV-1 gpI20r. J. Immunol25:
1306-1311.

Bottarel F, Feito MJ, Bragardo M, Bonissoni S, Biigio D, De Franco S,
Malvasi F, Bensi T, Ramenghi U, and Dianzani WB99). The cell- death-
inducing ability of gp120 from different HIV1 sirg correlates with their
ability to induce CD4 lateral association with CD&%b CD4+ T cellsAIDS Res
Hum Retrov 15:1255-63.

Doms RW, Moore JP. (2000) HIV-1 Membrane Fusiorrgéss of Opportunity.
J. Cell Biol, 151

Brelot A, Heveker N, Pleskoff O, Sol N, Alizon MLg97) Role of the first and
third extracellular domains of CXCR-4 in human inmadeficiency virus

coreceptor activityd Virol. 71:4744-51.

144



[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

Wu L, Gerard NP, Wyatt R, Choe H, Parolin C, Rugfid, Borsetti A, Cardoso
AA, Desjardin E, Newman W, Gerard C, Sodroski 9@ CD4-induced
interaction of primary HIV-1 gp120 glycoproteinstivthe chemokine receptor
CCR-5.Nature.384:179-83.

Shu W, Liu J, Ji H, Radigen L, Jiang S, Lu M. (2P6i@lical interactions in the
HIV-1 gp4l core reveal structural basis for theibitbry activity of gp4l
peptidesBiochemistry 39:1634-42.

Purcell DF, Martin MA. (1993) Alternative splicingof human
immunodeficiency virus type 1 mRNA modulates vigbtein expression,
replication, and infectivityd Virol. 67:6365-78.

Haseltine WA. (1991) Molecular biology of the humammunodeficiency virus
type 1.FASEB J5:2349-60. Review.

Ilvanoff LA, Dubay JW, Morris JF, Roberts SJ, Gutshg Sternberg EJ,
Hunter E, Matthews TJ, Petteway SR Jr. (1992) \dploegion of the HIV-1

gp120 envelope protein is essential for virus iNég. Virology. 187:423-32.

[13] Pantaleo G, Graziosi C, Demareset JF, Butini L, tdooni M, Fox CH,

Orenstein JM, Kotler DP, Fauci AS. (1993) HIV infea is active and
progressive in lymphoid tissue during the clinigalhtent stage of disease.

Nature 362 355.

[14] Gaidano G, Pastore C, Lanza C, Mazza U, Saglio X994) Molecular

pathology of AIDS-related lymphomas: biologic adge&nd clinicopathologic

heterogeneityAnnu. Hemato).69:281-290.

[15] Yarchoan R, Venzon DJ, Pluba JMjetzau J, Wyvill KM, Tsiatis AA,

Steinberg SM, Broder S. (1991) CD4 count as a tikyrtadicator in human

immunodeficiecy virus (HIV)-infected patients redag anti-retroviral

145



[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

therapy: experience in a research hospitainals of Internal Medicine
115184-1809.

Ometto L, Menin C, Masiero S, Bonaldi L, Del Mis#g D'Andrea E, De Rossi
A, Chieco-Bianchi L. (1997) Molecular profile of Egein-Barr virus in human
immunodeficiency virus type 1l-related lymphadenbjgst and lymphomas.
Blood 90:313-322.

Smit MS, Bloomer C, Hornat R, Goldstein E, CaspariM, Chandran B.
(1997) Detection of human herpes virus 8 DNA in &si[s sarcoma lesion and
peripheral blood of human immunodeficiency virusipge patiens and
correlation with serologic measurememdsinfect Dis, 176 84-93.

Campioni D, Corallini A, Zauli C, Possati L, Altda G, Barbanti-Brodano G.
(1995) HIV type 1 extracellular tat protein stimigi& growth and protects cells
of BK-virus/Tat transgenic mice from apoptogdDS Res. Hum. Retroviruses
9: 1039-1048.

Ensoli B, Buonaguro L, Barillari G, Fiorelli V, Gendelman Rjorgan RA,
Wingfield P, Gallo RC. (1993) Release, uptake affdcts of extracellular
human immunodeficiency virus type 1 tat protein agll growth and viral
transactivationJ. Virol. 1993,67: 277-287.

Celeghini C, Marchisio M, Zauli G. (1996) In vivané in vitro modulatory
effect of human immunodeficiency virus type 1 (HlY+tat protein on protein
kinase C activitylnt. J. Oncol.1996,8: 349-354.

Herndier B, Kaplan AJ, McGrath MS. (1994) Pathogenef AIDS lymphoma.
AIDS 8: 1025-1049.

Gibellini D, Zauli G, Re MC, Milani D, Furlini G, &amelli E, Capitani S, La

Placa M. (1994) Recombinant human immunodeficievinys type 1 (HIV-1)

146



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

tat protein sequentially upregulates IL-6 and TGFARNA expression and
protein synthesis in peripheral blood monocyBss.J. Haematql88: 261-267.
Shiramizu B, Herndier BG, McGrath MS. (1994) Idéaation of a clonal
human immunodeficiency virus integration site inntan immunodeficiency
virus associated lymphom@ancer Researcib4: 2069-2072.

Capon, DJ, Ward RHR. (1991) The CD4-gp120 inteoacAIDS pathogenesis.
Annu.Rev Immungl9: 649-678.

Eiden LE, Lifson JD. (1992) HIV interaction with @D a continuum of
confirmations and consequencesmunol. Todayl3:201.

Clapham PR, Blanc D, Weiss RA. (1991) Specific saliface requirements for
the infection of CD4-positive cells by human immdeéciency virus types 1
and 2 and by Simian immunodeficiency virM&ology, 181:703.

Weiner DB, Huebner K, Williams WV, Greene MI. (19%9uman genes other
than CD4 facilitate HIV-1 infection of murine celBathobiology 59:361.
Kedzierska K, Crowe SM. (1991) Cytokines and HIVifteractions and
clinical implications Antivir Chem Chemoter,)8:133-50.

Kedzierska K, Crowe SM, Turville S, Cunningham AR003) The nfluence of
cytokines, chemokines and their recptors on Hl\kflication in monocytes
and macrophagebled. Virol, 13:39-56.

Wyatt R, Sodroski J. (1998) The HIV-1 envelope glymteins: fusogens,
antigens, and immunogerfcience280:1884-1888.

Platt E, Madani N, Kozak SL, Kabat D. (1997) Infeas properties of human
immunodeficiency type 1 mutants with distinct aties for the CD4 receptor.

J. Virol. 71:883-890.

147



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

Dittmar MT, McKnight A, Simmons G, Clapham, PR, 8&RA, Simmonds P.
(1997) HIV-1 tropism and co-receptor ublature 385495-496.

Cohen J. (1997) Exploiting the HIV-chemokine nexasience2751261-1264.
He J, Chen Y, Farzan M., Choe H, Ohagen A, GaidBusciglio J, Yang X,
Hofmann W, Newman W, Mackay CR, Sodroski J, Gabu2d&1997) CCR3
and CCRS5 are co-receptors for HIV-1 infection otraglia. Nature 385645-
649.

Callebaut C, Krust B, Jacotot E, Hovanessian A@98) T cell activation
antigen, CD26, as a cofactor for entry of HIV in £ells. Science2622045-
2050.

Oravecz T, Roderiquez G, Koffi J, Wang J, Ditto Bhu-Habib DC, Lusso P,
Norcross MA. (1995) CD26 expression correlates weithry, replication and
cytopathicity of monocytotropic HIV-1 strains inTacell line. Nat. Med, 1:
919-926.

Dukes CS, Yu Y, Rivadeneira ED, Sauls DL, Liao H¥gynes BF, Weinberg
JB. (1995) Cellular CD44S as a determinant of humanunodeficiency virus
type 1 infection and cellular tropisi. Virol. 69: 4000-4005.

Levine BL, Mosca JD, Riley JL, Carroll RG, Vahey MJUagodzinski LL,
Wagner KF, Mayers DL, Burke DS, Weislow OS, St IsoC, June CH.
(1996) Antiviral effect and ex vivo CD4+ T cell giferation in HIV-positive
patients as a result of CD28 costimulatiBoience272 1939-1943.

Frank I, Stoiber H, Godar S, Stockinger H, SteladKatinger HW, Dierich MP
(1996) Acquisition of host celurfacederived molecules by HIV-IAIDS 10:

1611-1620.

148



[40] Allaway GP, Davis-Bruno KL, Beaudry GA. (1995) Egpsion and
characterization of CD4-1gG2, a novel hetrotetrambrch neutralizes primary
HIV type 1 isolatesAIDS Res Hum Retrovirusekl:533-9.

[41] Franti M, O’'Neill T, Maddon P, Burton D, Poignard ®lson W. (2002) PRO
542 (CD4-1gG2) has a profound impact on HIV-1 region in the Hu-PBL-
SCID mouse model. In: Abstracts of the 9th Confeeean Retroviruses and
Opportunistic Infections. Seattle: abstract 401-T.

[42] Feito MJ, Bragardo M, Buonfiglio D, Bonissoni S, tBwel F, Malavasi F,
Dianzani U. (1997) gp120s derived from four synagtiinducing HIV-1
strains induce different patterns of CD4 assoamtioth lymphocyte surface
moleculesint Immunol 9:1141-7.

[43] Dianzani U, Bragardo M, Buonfiglio D, Redoglia Vuraro A, Portoles P,
Rojo J, Malavasi F, Pileri A. (1995) Modulation©b4 lateral interaction with
lymphocyte surface molecules induced by HIV-1 gplE@r J Immunol.
25:1306-11.

[44] Frauwirth KA, Thompson CB. (2002) Activationcmhibition of lymphocytes
by costimulationd Clin Invest.109:295-9. Review.

[45] Sharpe AH, Freeman GJ. (2002) The B7-CD28 supelfaiat Rev Immunol.
2:116-26. Review.

[46] Latchman Y, Wood CR, Chernova T, Chaudhary D, Bdid€hernova I, lwai
Y, Long AJ, Brown JA, Nunes R, Greenfield EA, BouegK, Boussiotis VA,
Carter LL, Carreno BM, Malenkovich N, Nishimura Bkazaki T, Honjo T,
Sharpe AH, Freeman GJ. (2001) PD-L2 is a secomahdigor PD-1 and inhibits

T cell activationNat Immunol2:261-8.

149



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

Lenschow DJ, Walunas TL, Bluestone JA. (1996) CBZ8g8ystem of T cell
costimulationAnnu Rev ImmunglL4:233-58. Review.

Swallow MM, Wallin JJ, Sha WC. (1999) B7h, a nogestimulatory homolog
of B7.1 and B7.2, is induced by TNFalph@amunity.11:423-32.

Okano K, Nitta K, Ogawa S, Horita S, Habiro K, Nihé¢, Abe R. (2004)
Effects of double blockade of CD28 and induciblstooulator signaling on
anti-glomerular basement membrane glomerulonephidtiLab Clin Med.
144:183-92

Vermeiren J, Ceuppens JL, Van Ghelue M, WitterBilens D, Mages HW,
Kroczek RA, Van Gool SW. (2004) Human T cell activa by costimulatory
signal-deficient allogeneic cells induces inducildestimulator-expressing
anergic T cells with regulatory cell activity..mmunol.172:5371-8.

Bertram EM, Tafuri A, Shahinian A, Chan VS, Hunzike Recher M, Ohashi
PS, Mak TW, Watts TH. (2002) Role of ICOS versus28Dn antiviral
immunity. Eur J Immunol32:3376-85.

Stock P, Akbari O, Berry G, Freeman GJ, Dekruyff,RHnetsu DT. (2004)
Induction of T helper type 1-like regulatory cehgt express Foxp3 and protect
against airway hyper-reactivitat Immunal 5:1149-56.

Okamoto N, Nukada Y, Tezuka K, Ohashi K, Mizuno Ksuji T. (2004)
AILIM/ICOS  signaling induces T-cell migration/polaation  of
memory/effector T-celldnt Immunol.16:1515-22.

Wassink L, Vieira PL, Smits HH, Kingsbury GA, Coyel, Kapsenberg ML,
Wierenga EA. (2004) ICOS expression by activatedndnu Th cells is
enhanced by IL-12 and IL-23: increased ICOS exjassnhances the effector

function of both Thl and Th2 cell¥.Immunol.173:1779-86.

150



[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

Vieira PL, Wassink L, Smith LM, Nam S, Kingsbury G&utierrez-Ramos JC,
Coyle AJ, Kapsenberg ML, Wierenga EA. (2004) ICO&dmted signaling
regulates cytokine production by human T cells praVides a unique signal to
selectively control the clonal expansion of Th2peelcells.Eur J Immunol.
34:1282-90.
Wahl P, Schoop R, Horan TP, Yoshinaga SK, WuthR&éh (2003)Interaction
of B7RP-1 with ICOS negatively regulates antigeespntation by B cells.
Inflammation 27:191-200.

Yagi J, Arimura Y, Dianzani U, Uede T, Okamoto T¢Hiyama T. (2003)
Regulatory roles of IL-2 and IL-4 in H4/inducibl®@stimulator expression on
activated CD4+ T cells during Th cell developmenimmunol 171:783-94.
Stock P, Akbari O, Berry G, Freeman GJ, Dekruyff, RHnetsu DT. (2004)
Induction of T helper type 1-like regulatory cetlsat express Foxp3 and
protect against airway hyper-reactivityat Immunol5:1149-56.

Hutloff A, Dittrich AM, Beier KC, Eljaschewitsch B,Kraft R
Anagnostopoulos I, and Kroczeck RA. (1999) IC@Sm inducible T-cell
co-stimulayor structurally and functionally relatedCD28.Nature. 397:263-
66.

Buonfiglio D, Bragardo M, Redoglia V, Vaschetto Byttarel F, Bonissoni S,
Bensi T, Mezzatesta C, Janeway Jr CA, DianzaniThe T cell activation
molecule H4 and the CD28-like molecule ICOS aratidal. Eur J Immunol.
2000 Dec;30(12):3463-7.

Fauci AS. Host factors and the pathogenesis of iHtitced disease. (1996).

Nature 384:529-34.

151



[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

Pantaleo G and Fauci AS (1995). New concepts imntineunopathogenesis of
HIV infection. Annu Rev Immunol3: 487-512.

Melbye M, Biggar RJ, Ebbesen P, Neuland C, Goed&rtLorenzer IB,
Skinhoj P, Gallo RC, Blattner WA. (1986) Long-tesaropositivity for human
T lymphotropic virus type Il in homosexual men kaout acquired
immunodeficiency syndrome: development of immunaognd clinical
abnormalities: A longitudinal studynnu Intern Med104: 496-500.

Polk BF, Fox R, Brookmeyer R, Kanchanaraska S, dtadR, Visscher B,
Rinaldo C, Phair J (1987) Predictors of the acguirmmunodeficiency
syndrome developing in a cohort of seropositive tsemual menN Engl J
Med 316:61-6.

Giorgi JV, Fahey JL, Smith DC, Hultin LE, Cheng HUjtsuyasu RT, Detels
R (1987).Early effects of HIV on CD4 lymphocytesvvo. J Immunol.138:
3725-30.

Rosenberg ZF, Fauci AS: Immunopathogenesis of Hi%éction. (1991)
FASEB J5:2382-90.

Roos MT, Lange JM, de Goede RE, Coutinho RA, Sekeils PT, Miedema
F, Tersmette M (1992).Virus phenotype and immurgpaase in primary
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infexti J Infect Dis
165:427-32.

Bofill M, Mocroft A, Lipman M, Medina E, BorthwiciNJ, Sabin CA, Timms
A, Winter M, Baptista L, Johnson MA, Lee CA, Plpli AN, Janossy G
(1996).Increased numbers of primed activated TDMBS CD45R0 T cells
predict the decline of CD4T cells in HIV-1-infected patient@IDS. 10:827-

34.

152



[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

Liu Z, Hultin LE, Cumberland WG, Hultin P, SchmidMatud JL, Detels R,
Giorgi JV (1996). Elevated relative fluorescenceemsity of CD38 antigen
expression on CO8T cells is a marker of poor prognosis in HIV irtfea:
Results of 6 years of follow-ugytometry.26:1-7.

Liu Z, Cumberland WG, Hultin LE, Prince HE, Deté&s Giorgi JV (1997).
Elevated CD38 antigen expression on CD&ells is a stronger marker for the
risk of chronic HIV disease progression to AIDS aleth in the Multicenter
AIDS Cohort Study than CD4cell count, soluble immune activation markers,
or combinantions af HLA-DR and CD38 expressidrAcquir Immune Defic
Syndr Hum Retrovirol16:83-92.

Diegel ML, Moran PA, Gillland LK, Damle NK, HaydeNS, Zarling JM,
Ledbetter JA. (1993) Regulation of HIV productiog blood mononuclear
cells from HIV-infected donors: Il. HIV-1 productiodepends on T cell-
monocyte interactiolAIDS Res Hum Retroviruses465-73.

Levine BL, Mosca JD, Riley JL, Carroll RG, Vahey MJagodzinski LL,
Wagner KF, Mayers DL, Burke DS, Weislow OS, St Iso@iC, June CH.
(1996) Antiviral effect and ex vivo CD4+ T cell giferation in HIV-positive
patients as a result of CD28 costimulatiBoience272:1939-43.
Sanchez-Madrid F,Szklut,P and Springer TA. (19&able hamster-mouse
hybridomas producing 1gG and IgM hamster monoclamtibodies of defined
specificity.J Immunol 130:309-12.

Dianzani U, Bragardo M, DiFranco D, Alliaudi C, $ca P, Buonfiglio D,
Redoglia V, Bonissoni S, Correra A, Dianzani |, Raghi.U (1997).
Deficiency of the Fas apoptosis pathway without Ea@se mutations in

pediatric patients with autoimmunity/lymphoprolégion. Blood.89:2871-79

153



[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

Dianzani U., Bragardo M, Buonfiglio D, Redoglia ¥unaro A, Portoles P,
Rojo J, Malavasi F, Pileri. A (1995). Modulatioh ©@D4 lateral interaction
with lymphocyte surface molecules induced by HI'gd120.Eur J Immunal
25:1306-11

Feito MJ, Bragardo M, Buonfiglio D, Bonissoni S,tBwel F, Malavasi F, and
Dianzani U (1997). Gp120s derived from four HIV{tass induce different
patterns of CD4 association with lymphocyte surfamdeculesint Immunol
9:1141-47

Gougeon ML, Lecoeur H, Dulioust A, Enouf MG, Muri€rouvoiser M,
Goujard T, Montagnier L (1996). Programmed cell tdean peripheral
lymphocytes in HIV-infected personsimmunol 156:3509-20.

Ameisen JC, Capron A (1991). T-cell dysfunction aegletion in AIDS: the
programmed cell death hypothesmmunol Today4:102-5.

Banda NK, Bernier J, Kurahara DK, Kurrle R, Haigwlod\N, Sekaly RP,
Finkel TH (1992). Crosslinking CD4 by human immuebdiency virus
gp120 primes T cells for activation-induced apoistas Exp Med 176:1099-
106.

Capon DJ, Ward RH (1991). The CD4-gpl20 interactiand AIDS
pathogenesidAnnu Rev Immuno®: 649-78.

Westendorp MO, Frank R, Ochsenbauer C, StrickeDigin J, Walczak H,
Debatin KM, Krammer PH (1995). Sensitization ofdlls to CD95-mediated
apoptosis by HIV-1 Tat and gpl2@ature 375:497-500.

Redoglia V, Dianzani U, Rojo JM, Portoles P, BragamM, Wolff H,

Buonfiglio, D, Bonissoni S, and Janeway CA jr. (6R9Characterization of

154



[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

H4: a murine T lymphocyte activation molecule fuonglly associated with
the CD3/TCREur J Immunal 26: 2781-89.

Zhou X, Kubo M, Nishitsuji H, Kurihara K, lkeda Thashi T, Azuma M,
Masuda T, Kannagi M. (2004) Inducible-costimulatezdiated suppression of
human immunodeficiency virus type 1 replicationd®4(+) T lymphocytes.
Virology. 325:252-63.

DeFranco S, Bonissoni S, Cerutti F, Bona G, BoltreCadario F, Brusco
A,Loffredo G, Rabbone I, Corrias A, Pignata C, Ragte U, Dianzani U.
(2001) Defective function of Fas in patients witipe 1 diabetes associated
with other autoimmune diseas&sabetes50:483-8.

Comi C, Leone M, Bonissoni S, DeFranco S, BottdfelMezzatesta C,
Chiocchetti A, Perla F, Monaco F, Dianzani U. (20@kefective T cell fas
function in patients with multiple sclerosiseurology.55:921-7.

Miura Y, Misawa N, Maeda N, Inagaki Y, Tanaka Yo M, Kayagaki N,
Yamamoto N, Yagita H, Mizusawa H, Koyanagi Y. (2RO0XCritical
contribution of tumor necrosis factor-related apsM-inducing ligand
(TRAIL) to apoptosis of human CD4+ T cells in HIVifected hu-PBL-
NOD-SCID mice.The Journal of Experimental Medicid83: 651-660
Frauwirth KA, Thompson CB. (2002). Activation andbhibition of
lymphocytes by costimulatiofihe Journal of Clinical Investigatioh09: 295-
299.

Ho DD, Neumann AU, Perelson AS, Chen W, Leonard 8drkowitz M.
Rapid turnover of plasma virions and CD4 lymphosyie HIV-1 infection.

(1995).Nature373: 123-126.

155



[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

Yeh, WC, Pompa JL, McCurrach ME, Shu HB, Elia Adalnian A, Ng M,
Wakeham A, Khoo W, Mitchell K, El-Deiry WS, Lowe SVGoeddel DV,
Mak TW. (1998). FADD: essential for embryo develggrm and signaling
from some, but not all, inducers of apoptoSisience279: 1954-1958.
Kimberley FC, Screaton GR. (2004) Following a TRAlpdate on a ligand
and its five receptor€ell Res 14:359-72. Review.

Dianzani U, Bensi T, Savarino A, Sametti S, Indslic M, Mesturini R,
Chiocchetti A. (2003) Role of FAS in HIV infectio@urr HIV Res.1:405-17.
Review.

Itoh N, Yonehara S, Ishii A, Yonehara M, MizushirBal, Sameshima M,
Hase A, Seto Y, Nagata S. (1991). The polypeptimded by the cDNA for
human cell surface antigen Fas can mediate apsp@ei 66: 233-243.

Oehm A, Behrmann |, Falk W, Pawlita M, Maier G, &I&, Li-Weber M,
Richards S, Dhein J, Trauth BC. (1992). Purificatamd molecular cloning of
the APO-1 cell surface antigen, a member of theotunecrosis factor/nerve
growth factor receptor superfamily. Sequence idgmiith the Fas antigen.
The Journal of Biological Chemist®67: 10709-10715.

Krammer PH. (2000). CD95's deadly mission in thenime systemNature
407: 789-795.

Chan FK, Chun HJ, Zheng L, Siegel RM, Bui KL, Laet@arMJ. (2000). A
domain in TNF receptors that mediates ligand-inddpeat receptor assembly
and signalingscience288: 2351-2354.

Siegel RM, Frederiksen JK, Zacharias DA, Chan Féyndon M, Lynch D,

Tsien RY, Lenardo MJ. (2000). Fas preassociatiaquired for apoptosis

156



[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

signaling and dominant inhibition by pathogenic atigins. Science 288:
2354-2357.

Yeh, WC, Pompa JL, McCurrach ME, Shu HB, Elia AGalBinian A, Ng M,
Wakeham A, Khoo W, Mitchell K, El-Deiry WS, Lowe SVGoeddel DV,
Mak TW. (1998. ScienceFADD: essential for embryo development and
signaling from some, but not all, inducers of ajps 279: 1954-1958.
Zhang J, Cado D, Chen A, Kabra NH, Winoto A. (199Bas-mediated
apoptosis and activation-induced T-cell prolifevatiare defective in mice
lacking FADD/Mort1.Nature.392: 296-300.

Varfolomeev EE, Schuchmann M, Luria V, Chiannilkwde N, Beckmann JS,
Mett IL, Rebrikov D, Brodianski VM, Kemper OC, Kell O, Lapidot T,
Soffer D, Sobe T, Avraham KB, Goncharov T, Holtma&hn_onai P, Wallach
D. (1998). Targeted disruption of the mouse Caspagene ablates cell death
induction by the TNF receptors, Fas/Apol, and DR8 & lethal prenatally.
Immunity9: 267-276.

Kischkel FC, Lawrence DA, Tinel A, LeBlanc H, VirmiaA, Schow P,
Gazdar A, Blenis J, Arnott D, Ashkenazi A. (2001Death receptor
recruitment of endogenous caspase-10 and apopndsasion in the absence
of caspase-8Trhe Journal of Biological Chemist&76: 46639-46646.

Parlato S, Giammarioli AM, Logozzi M, Lozupone Fatdrrese P, Luciani F,
Falchi M, Malorni W, Fais S. (2000). CD95 (APO-1drdinkage to the actin
cytoskeleton through ezrin in human T lymphocytasnovel regulatory
mechanism of the CD95 apoptotic pathwalye EMBO Journa®: 5123-5134.
Scheel-Toellner D, Wang K, Singh R, Majeed S, R&z&urnow SJ, Salmon

M, Lord JM. (2002). The death-inducing signallingngplex is recruited to

157



[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

lipid rafts in Fas-induced apoptosiBiochemical and Biophysical Research
Communications297: 876-879.

Luo X., Budihardjo I, Zou H, Slaughter C, Wang XidBa Bcl2 interacting
protein, mediates cytochrome c release from mitndha in response to
activation of cell surface death receptors. (1988)1 94: 481-490.

Scaffidi, C., Fulda, S., Srinivasan, A., Friesen, O, F., Tomaselli, KJ.,
Debatin, KM., Krammer, PH., Peter, M. E.(1998). T@®95 (APO-1/Fas)
signaling pathwayslhe EMBO Journal7:1675-1687.

Gajate C, Mollinedo F. (2001). The antitumor ethipid ET-18-OCH(3)
induces apoptosis through translocation and capmhgFas/CD95 into
membrane rafts in human leukemic celood 98: 3860-3863.

De Maria R, Lenti L, Malisan F, d’Agostino F, Tom@sB, Zeuner A, Rippo
MR, Testi R. (1997). Requirement for GD3 gangliesich CD95- and
ceramide-induced apoptoscience277: 1652-1655.

Zou H, LiY, Liu X, Wang X. (1999). An APAF-1.cytbcome ¢ multimeric
complex is a functional apoptosome that activatesaspase-9The Journal
of Biological Chemistr74: 11549-11556.

Zou H, Henzel WJ, Liu X, Lutschg A, Wang X. (199Apaf-1, a human
protein homologous to C. elegans CED-4, particgpaite cytochrome c-
dependent activation of caspasez2ll 90: 405-413.

Li P, Nijhawan D, Budihardjo I, Srinivasula SM, Alach M, Alnemri ES,
Wang X. Cytochrome ¢ and dATP-dependent formatibAmaf-1/caspase-9
complex initiates an apoptotic protease casca®@97(1Cell 91: 479-489.
Thornberry NA, Lazebnik Y. (1998). Caspases: enemnéhin Science281:

1312-1316.

158



[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

Gross A., McDonnell, Korsmeyer SJ. (1999). BCL-thilg members and the
mitochondria in apoptosi§enes and Developmeh3: 1899-1911.

Yin XM, Oltvai ZN, Korsmeyer S. (1994). BH1 and BHi®mains of Bcl-2
are required for inhibition of apoptosis and hetererization with Bax.
Nature369: 321-323.

Adams JM, Cory S. (2001). Life-or-death decisionsthe Bcl-2 protein
family. Trends in Biochemical Scien2é: 61-66.

Inohara N, Gourley TS, Carrio R, Muniz M, MerinoGlrcia |, Koseki T, Hu
Y, Chen S, Nunez G. (1998). Diva, a Bcl-2 homolotheg binds directly to
Apaf-1 and induces BH3-independent cell dedtihe Journal of Biological
Chemistry273: 32479-32486.

Song Q, Kuang Y, Dixit VM, Vincenz C. (1999). Boa, novel negative
regulator of cell death, interacts with Apafihe EMBO Journal8: 167-178.
Sharma K, Wang RX, Zhang LY, Yin DL, Luo XY, SolomdC, Jiang RF,
Markos K, Davidson W, Scott DW, Shi YF. (2000). Dredahe Fas way:
regulation and pathophysiology of CD95 and its ndiaPharmacological
Therapy88: 333-347.

Nagata S. (1997). Apoptosis by Death Fa€iell 88: 355-365.
Algeciras-Schimnich A, Shen L, Barnhart BC, Murmaki, Burkhardt JK,
Peter ME. (2002). Molecular ordering of the inits&gnaling events of CD95.
Molecular and Cellular Biologp2: 207-220 .

Cheng J, Zhou T, Liu C, Shapiro JP, Brauer MJ, &iéfiC, Barr PJ, Mountz
JD. (1994). Protection from Fas-mediated apoptogia soluble form of the

Fas moleculeScience263: 1759-1762.

159



[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

Hu S, Vincenz C, Buller M, Dixit VM. (1997). A nol/éamily of viral death
effector domain-containing molecules that inhibdthh CD-95- and tumor
necrosis factor receptor-1-induced apoptodibe Journal of Biological
Chemistry272: 9621-9624.

Irmler M, Thome M, Hahne M, Schneider P, Hofmann3{einer V, Bodmer
JL, Schréoter M, Burns K, Mattmann C, Rimoldi D, fcé LE, Tschopp J.
Inhibition of death receptor signals by cellularlFL(1997).Nature 388: 190-
195.

Fackler OT, Baur AS. (2002). Live and let die: Nehctions beyond HIV
replication.Immunity16: 493-497.

Dianzani U, Bragardo M, DiFranco D, Alliaudi C, $ca& P, Buonfiglio D,
Redoglia V, Bonissoni S, Correra A, Dianzani |, Raghi U. (1997).
Deficiency of the Fas apoptosis pathway without Ea@se mutations in
pediatric patients with autoimmunity/lymphoprolég¢ion. Blood 89: 2871-
2879.

Yang Y, Bailey J, Vacchio MS, Yarchoan R, Ashwél J1995) Retinoic acid
inhibition of ex vivo human immunodeficiency virassociated apoptosis of
peripheral blood cell®?roc Natl Acad Sci U S A2: 3051-3055

Fisher GN, Rosemberg FJ, Strans SF, Dale JK, MmidleA, Lin A., Strober
W, Lenardo MJ, Puck JM. (1995). Dominant interfgrihas gene mutations
impair apoptosis in a human autoimmune lymphopediive syndromeCell
81: 935-946.

Rathmell JC, Thompson CB. (2002). Pathways of agmgtin lymphocyte

development, homeostasis, and dise@sd.109 Suppl: S 97-107.

160



[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

Tresoldi E, Romiti ML, Boniotto M, Crovella S, Sakori F, Palomba E,
Pastore A, Cancrini C, de Martino M, Plebani A, @85G, Rossi P, Tovo
PA, Amoroso A, Scarlatti G; (2002) European Sha@mst Project Group;
Italian Register for HIV Infection in Children. Ryoostic value of the stromal
cell-derived factor 1 3'A mutation in pediatric hamimmunodeficiency virus
type 1 infectionJ Infect Dis.185:696-700.

Sei S, Boler AM, Nguyen GT, Stewart SK, Yang QEgé&dy M, Wood LV,
Brouwers P, Venzon DJ. (2001) Protective effect @CR5 delta 32
heterozygosity is restricted by SDF-1 genotype mldeen with HIV-1
infection. AIDS. 15:1343-52.

Anzala AO, Ball TB, Rostron T, O'Brien SJ, Plumnie, Rowland-Jones SL.
(1998) CCR2-641 allele and genotype associationhwitkelayed AIDS
progression inbAfrican women. University of Nairabollaboration for HIV
Research. Lancet. 351:1632-3.

Michael NL, Louie LG, Rohrbaugh AL, Schultz KA, Dayff DE, Wang CE,
Sheppard HW. The role of CCR5 and CCR2 polymorpkism HIV-1
transmission and disease progression. Nat Med. 0293(10):1160-2.

Sytwu HK, Liblau RS, McDevitt HO. (1996). The rolesFas/APO-1 (CD95)
and TNF in antigen-induced programmed cell deathTincell receptor
transgenic micelmmunity 5: 17-30.

Liston P, Roy N, Tamai K. (1996). Suppression ob@psis in mammalian
cells by NAIP and a related family of IAP genblsiture379: 349-353.
Alexander L, Du Z, Rosenzweig M, Jung JU, DesragsRC. (1997). A role

for natural simian immunodeficiency virus and humammunodeficiency

161



[134]

[135]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

virus type 1 nef alleles in lymphocyte activatidournal ofVirology 71: 6094-
6099.

Schrager JA, Marsh JW. (1999). Proceedings of taA@oNal Academy of
Sciences of the United States of America 96: 816728

Baker SJ, Reddy EP. (1998). Modulation of life aedth by the TNF receptor
superfamily.Oncogenel7: 3261-3270.

Li X, Yang Y, Ashwell JD. (2002). TNF-RIl and c-IAP mediate
ubiquitination and degradation of TRAHRRature416: 345-347.

Dianzani U, Funaro A, Di Franco D, Garbarino G, gaalo M, Redoglia V,

Buonfiglio D, De Monte LB, Pileri A, Malavasi F. 994) Interaction between

endothelium and CDZCD45RA" lymphocytes: role of the human CD38
molecule.J. Immunol.153:952-959.

Howard M, Grimaldi JC, Bazan JF, Lund FE, Santogesnedo L, Parkhouse
RME, Walseth TF, Lee HC. (1993) Formation and hiydis of cyclic ADP-
ribose catalyzed by lymphocyte antigen CDS8ience262 1056-1059.

Morra M, Zubiaur M, Terhost J, Sancho J, Malavasi(E998) CD38 is
functionally dependent of TCR/CD3 complex in humharcells. FASEB J.
330 1129-1135.

Deaglio S, Morra M, Mallone R, Ausiello CM, PragEr Gambarino G,
Dianzani U, Stockinger H, Malavasi F. (1998) Hun@ab38 (ADP-ribosyl
cyclase) is a counter-receptor of CD31, an Ig dapaly member. J.
Immunol.160 1106-1115.

Da Silva CP, Schweitzer K, Heyer P, Malavasi F, MayV, Guse AH (1998)

Ectocellular CD38-catalyzed synthesis and intradall C£+-signalling

162



[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

activity of cyclic ADP-ribose in T-lymphocytes ar®t functionally related.
Immunol. Revl61 79-93.

Liu Z, Hultin LE, Cumberland WG, Hultin P, SchmigtMatud JL, Detels R,
Giorgi JV (1996) Elevated relative fluorescenceemsity of CD38 antigen
expression on CDO8cells is a marker of poor prognosis in HIV infectio
results of 6 years of follow-uCytometry26: 1-7.

Autran B, Carcelain C, Li TS, Blanc C, Mathez D,biana R, Katlama C,
Debré P, Leibowitch J. (1997) Positive effects oimbined antiretroviral
therapy on CD4+ T cell homeostasis and functiomdwanced HIV disease.
Science77. 112-116.

Vigano A, Saresella M, Rusconi S, Ferrante P, Cildvi. (1998) Expression
of CD38 on CD8 T cells predicts maintenance of highemia in HAART-
treated HIV-1-infected childre.ancet352 1905-1906.

De Martino M, Rossi ME, Azzari C, Gelli MG, Galli, Vierucci A. (1998)
Different meaning of CD38 molecule expression o&@nd CD8+ cells of
children perinatally infected with human immunod&fcy virus type-1
infection surviving more than five yeaRediatr. Res43: 752-758.

Sirera R, Bayona A, Carbonell F, Perez-Tamarit Der® MC, Asensi F,

Gonzalez-Molina A. (1998) The expression of CD38 &R are markers of

immune activation and disease progression in HIVAideen. 12th World
AIDS ConferenceGeneva, Switzerland, June 28-July 3 1998, Abs2h\8*/
31166, p. 528.

Savarino A, Pugliese A, Martini C, Pich PG, PesaaranGP, Malavasi F.
(1996) Investigation of the potential role of mear CD38 in protection

against cell death induced by HIV-1.Biol. Reg. Homeost. Agerii&13-18.

163



[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

Mehta K, Shahid U, Malavasi F. (1996) Human CD38eksurface molecule
with multiple functionsFASEB J10: 1408-1417.

Allaway GP, Davis-Bruno KL, Beaudry GA. (1995) Egpsion and
characterization of CD4-1gG2, a novel hetrotetramwehich neutralizes
primary HIV type 1 isolatesAIDS Res Hum Retrovirusesl:533-9.

Franti M, O’Neill T, Maddon P, Burton D, Poignard ®lson W. (2002) PRO
542 (CD4-1gG2) has a profound impact on HIV-1 region in the Hu-PBL-
SCID mouse model. IMbstracts of the "9 Conference on Retroviruses and
Opportunistic InfectionsSeattle: abstract 401-T.

Savarino A, Bottarel F, Calosso L, Feito MJ, BehsBragardo M, Rojo JM,
Pugliese A, Abbate I, Capobianchi MR, Dianzani Rldwasi F, Dianzani U.
(1999) Effects of the human CD38 glycoprotein oe tarly stages of the
HIV-1 replication cycle FASEB J13:2265-76.

Hoshino S, Kukimoto |, Kontani K, Inoue S, KandaMalavasi F, Katada T.
(1997) Mapping of the catalytic and epitopic sitFshuman CD38/NAD+
glycohydrolase to a functional domain in the casgibderminus.J Immunol.
158:741-7.

Choe H, Farazan M, Sun Y, Sullivan N, Rollins BnRitn PD, Wu L, MaCkay
CR, La Rosa G, Newman W et al. (1996) The beta okera recptor CCR3
and CCRS5 facilitate infection by primary HIV-1 istés.Cell. 851135-1148.
Shiramizu B, Herndier BG, McGrath MS. (1994) Id&a#tion of a clonal
human immunodeficiency virus integration site imtan immunodeficiency
virus associated lymphom@ancer Researcib4: 2069-2072.

Dittmar MT, McKnight A, Simmons G, Clapham, PR, 8&RA, Simmonds

P. (1997) HIV-1 tropism and co-receptor uSature 385.495-496.

164



[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

Kedzierska K, Crowe SM. (1991) Cytokines and HIVidteractions and
clinical implications Antivir Chem Chemoter,)8:133-50.

Morgenstern, B. (1999) DIALIGN 2: improvement oeteegment-to-segment
approach to multiple sequence alignmé&binformaticsls, 211-218

Tam JP. (1998) Synthetic peptide vaccine desigmthggis and propeties of a
high-density multiple antigenic peptide systétroc. Natl. Acad. SclJSA 85,
5409-5413.

Yahi N, Fantini J, Baghdiguian S, Mabrouk K, Tamal® Rochat H, Van
Rietschoten J, Sabatier JM. (1995) SPC3, a syntheptide derived from the
V3 domain of human immmunodeficiency virus type HI\-1) gpl20,
inhibits HIV-1 entry into CD4+ and CD4- cells by dwdistinct mechanisms.
Proc. Natl. Acad. Sci. US®2,4867-4871.

Posnett DN, McGrath H, Tam JP. (1988) A novel mdtfar producing anti-
peptide antibodies. Production of site-specifictatties to the T cell antigen
receptor beta-chaid. Biol. Chem263,1719-1725.

Savarino A, Bottarel F, Malavasi F and Dianzani(2000) Role of CD38 in
HIV-1 infection: an epiphenomenon of T-cell actieat or an active player in
virus/host interactions®IDS 200014, 1079-1083.

Howard, M., Grimaldi, J. C., Bazan, J. F., Lund B Santos-Argumedo, L.,
Parkhouse, R. M. E., Walseth, T. F., and Lee, H(1©93) Formation and
hydrolysis of cyclic ADP-ribose catalyzed by lymgyte antigen CD38.
Science262 1056-1059.

Savarino, A., Bottarel, F., Calosso, L., Feito, M. Bensi, T., Bragardo, M.,

Rojo, M. J., Pugliese, A., Abbate, I., Capobiandii, R., Dianzani, F.,

165



[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

Malavasi, F. and Dianzani, U. (1999) Effects of tibenan CD38 glycoprotein
on the early stages of the HIV-1 replication cy8lASEB J13, 2265-2276
Hoffman, N. G., Seillier-Moiseiwitsch, F., Ahn, JWalker, J. M. and
Swanstrom, R. (2002) Variability in the Human Imrodeficiency Virus
Type 1 gpl20 Env Protein Linked to Phenotype-Asstec Changes in the V3
Loop. J. Virol. 76, 3852-3864.

Choe, H., Farazan, M., Sun, Y., Sullivan, N., RdiB., Ponath, P. D., Wu,
L., Mackay, C. R., LaRosa, G., Newman, W., Gerdd, Gerard, C. and
Sodroski, J(1996) The beta chemokine receptors CCR3 and C@Bbtdte
infection by primary HIV-1 isolate€ell 85,1135-1148.

Wu, L., Gerard, N. P., Wyatt, R., Choe, H., Parolin, Ruffing, N., Borsetti,
A., Cardoso, A. A., Desjardin, E., Newman, W., GdraC. and Sodroski, J.
(1996) CD4-induced interaction of primary HIV-1 @l glycoproteins with
the chemokine receptor CCRature384,179-183.

Hara-Yokoyama, M., Kukimoto, I., Nishina, H., KontaK., Hirabayashi, Y.,
Irie, F., Sugiya, H., Furuyama, S. and Katada,IBP96) Inhibition of NAD+
glycohydrolase and ADP-ribosyl cyclase activitigsleukocyte cell surface
antigen CD38 by ganglioside$Biol Chen271,12951-12955.

Cherukuri, A., Dykstra, M. and Pierce, S. K. (200Hlpating the raft
hypothesis: lipid rafts play a role in immune cadtivation.Immunity14, 657-
660.

Bragardo, M., Buonfiglio, D., Feito, M. J., BonisspS., Redoglia, V., Rojo,
J. M., Ballester, S., Portoles, P., Garbarino,Malavasi, F., and Dianzani, U.
(1997) Modulation of lymphocyte interaction withderthelium and homing

by HIV-1 gp120.J. Immunol159, 1619-1627.

166



[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

Liu Z, Hultin LE, Cumberland WG, Hultin P, SchmigtMatud JL, Detels R,
Giorgi JV (1996) Elevated relative fluorescenceemsity of CD38 antigen
expression on CD8+ cells is a marker of poor pregnan HIV infection:
results of 6 years of follow-uCytometry26: 1-7.

Wyatt R, Sodroski J. (1998) The HIV-1 envelope glyoteins: fusogens,
antigens, and immunogerfcience2801884-1888.

Roberts MJ, Bentley MD, Harris JM. (2002) Chemesioy peptide and
protein PEGylationAdv. Drug. Deliv. Re\54459-476.

Hoffman NG, Seilier-Moiseiwitsc F, Ahn J, Walker JBwanstrom M. (2002)
Variability in the Human Immunodeficiency virus gyd gpl120 env protein
linked to phenotype-associated changes in theVg. lb¥irol. 76,3852-3864.
Choe H, Farazan M, Sun Y, Sullivan N, Rollins BnRitn PD, Wu L, MaCkay
CR, La Rosa G, Newman W et al. (1996) The beta okera recptor CCR3
and CCRS5 facilitate infection by primary HIV-1 istés.Cell. 851135-1148.
Wu L, Gerard NP, Wyatt R, Choe H, Paroling C, RgfiN, Borsetti A,
Cardoso AA, Desjardin E, Newman W, et al. (1996)Ycibduced interaction
of primary HIV-1 gp120 glycoproteins with the cheknte receptor CCR-5.
Nature384179-183.

Hammache D, Pieroni G, Yahi N, Delezay O, Koch [dfdnt H, Tamalet C,
Fantini J. (1998) Specific interaction of HIV-1 ahrtlV-2 surface envelope
glycoproteins with monolayers of galactosylceramadd ganglioside GM3l.
Biol. Chem.2737967-7971.

Hara-Yokoyama M, Kukimoto I, Nishina H, Kontani Kjrabayashi Y, Irie F,

Sugiya H, Furuyama F, Katada T. (1996) InhibitidrNAD+glycohydrolase

167



[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

and ADP-ribosyl cyclase activities of leukocytel ®lrface antigen CD38 by
gangliosidesJ. Biol. Chem27112951-12955.

Zubiaur, M., Fernandez, O., Ferrero, E., SalmedonMalissen, B., Malavasi,
F. and Sancho, J. (2002) CD38 is associated vpith tafts and upon receptor
stimulation leads to Akt/protein kinase B and Eckiation in the absence of
the CD3-zeta immune receptor tyrosine-based awmivanhotifs.J Biol Chem
277,13-22.

Mafes, S., del Real, G., Lacalle, R. A., Lucas, ®mez-Mouton, C.,
Sanchez-Palomino, S., Delgado, R., Alcami, J., Mitaand Martinez-A, C.
(2000). Membrane raft microdomains mediate latasslemblies required for
HIV-1 infection. EMBO Reportd4, 190-196.

Benjouad, A., Chapuis, F., Fenouillet, E. and Ginak, J. C. (1995)
Multibranched peptide constructs derived from th8 Mop of envelope
glycoprotein gp120 inhibit human immunodeficiencyus type 1 infection
through interaction with CDA/irology 206. 457-464

Dettin, M., Scarinci, C., Seraglia, R. and Di Bel®. (1997) Investigations
using photo affinity labeled analogues confirm bieding between sCD4 and
the PND of HIV-1, MN.Biochem. Biophys. Res. CommBal, 584-588.
Rabehi, L., Seddiki, N., Benjouad, A., Gluckmaxg;.Jand Gattegno, L. (1998)
Interaction of human immunodeficiency virus typeerdvelope glycoprotein
V3 loop with CCR5 and CD4 at the membrane of hun@mmary
macrophage®AIDS Res. Hum. Retrovirusg4, 1605-161539.

Moir, S., Perreault, J. and Poulin, L. (1996) Pmsting events mediated by
human immunodeficiency vrus type 1 are sensitivendalifications in the D4-

transmembrane linker region of CD#.Virol. 70, 8019-8028.

168



[183]

[184]

[185]

[186]

[187]

Denisova, G., Raviv, D., Mondor, I., Sattentau, Q.and Gershoni, J. M.
(1997) Conformational transitions in CD4 due to pdewration with HIV
envelope glycoprotein gpl120. Immunal 158 1157-1164

Myszka, D. G., Sweet, R. W., Hensley, P., Brighaoti&, M., Kwong, P. D.,
Hendrickson, W. A., Wyatt, R., Sodroski, J., andylep M. L. (2000)
Energetics of the HIV gp120-CD4 binding reacti®noc Natl Acad Sci U S A
97, 9026-9031.

Kwong, P. D., Wyatt, R., Sattentau, Q. J., Sodrokkand Hendrickson, W. A.
(2000) Oligomeric modeling and electrostatic analys the gp120 envelope
glycoprotein of human immunodeficiency virdsVirol 74,1961-1972.
Dianzani, U., Bragardo, M., Buonfiglio, D., RedagIV., Funaro, A., Portoles,
P., Rojo, J., Malavasi, F., and Pileri, A. (1995pdulation of CD4 lateral
interaction with lymphocyte surface molecules iretlidy HIV-1 gp120Eur.
J. Immunol25: 1306-1311.

Zhang Z, Schuler T, Zupancic M, Wietgrefe S, StaskifA, Reimann KA,
Reinhart TA, Rogan M, Cavert W, Miller CJ, Veaze$,Rlotermans D, Little
S, Danner SA, Richman DD, Havlir D, Wong J, Jord#in Schacker TW,
Racz P, Tenner-Racz K, Letvin NL, Wolinsky S, Ha&Se (1999) Sexual
transmission and propagation of SIV and HIV inirgsand activated CD4+ T

cells.Science286:1353-7.

169



PUBBLICAZIONI PERTINENTI ALLA TESI:

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

Dianzani U, Bensi T, Savarino A, Sametti S, Inddlic M, Mesturini R,
Chiocchetti A. (2003) Role of FAS in HIV infectio@urr HIV Res.1:405-17.
Review.

Savarino A, Bensi T, Chiocchetti A, Bottarel F, Me®i R, Ferrero E, Calosso
L, Deaglio S, Ortolan E, Butto S, Cafaro A, KatalaEnsoli B, Malavasi F,
Dianzani U. (2003) Human CD38 interferes with HIV#lsion through a
sequence homologous to the V3 loop of the virak@pe glycoprotein gp120.
FASEB J17:461-3.

Bottarel F, Bonissoni S, Lucia MB, Bragardo M, Bes Buonfiglio D,
Mezzatesta C, DiFranco D, Balotta C, Capobianchi, Minzani I, Cauda R,
Dianzani U. (2001) Decreased function of Fas inegpé$ displaying delayed
progression of HIV-induced immune deficienéiematol J.2:220-7.

Buonfiglio D, Bragardo M, Redoglia V, Vaschetto Bypttarel F, Bonissoni S,
Bensi T, Mezzatesta C, Janeway Jr CA, DianzanRP00Q) The T cell activation
molecule H4 and the CD28-like molecule ICOS areidah Eur J Immunol.
30:3463-7.

Lucia MB, Buonfiglio D, Bottarel F, Bensi T, RutallS, Rumi C, Ortona L,
Janeway CA Jr, Cauda R, Dianzani U. (2000) Expmassf the novel T cell
activation molecule hpH4 in HIV-infected patientsorrelation with disease

statusAIDS Res Hum Retrovirusd$:549-57.

170



ALTRE PUBBLICAZIONI:

[1]

Chiocchetti A, Indelicato M, Bensi T, Mesturini Giordano M, Sametti S,
Castelli L, Bottarel F, Mazzarino MC, Garbarini Gjacopelli F, Valesini G,
Santoro C, Dianzani I, Ramenghi U, Dianzani U. 0@0 High levels of
osteopontin associated with polymorphisms in iteegare a risk factor for

development of autoimmunity/lymphoproliferatiddiood. 103:1376-82.

171



