Retrovirus,

una categoria particolare di virus a RNA
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HIV (Human Immunodeficiency Virus)
“predatore” (o “parassita”) molecolare di umani e altri vertebrati

HIV é I’agente de”a Sindrome da Proteine del rivestimento

- " et - .' (p120)

immunodeficienza acquisita (Acquired 4

ImmunoDeficiency Syndrome o AIDS) G ‘ RNA genomico
(genoma virale)

e

L
Proteine transmembrana
di rivestimento

HIV € un lentivirus a RNA
- RETROVIRUS

Proteine della capsula
(Pp24)

- Prima eccezione scoperta al “dogma
centrale”

0

Proteine di rivestimento
del nucleo interno

(W. Temin, 1980)

La trascrittasi inversa & un enzima capace Il rivestimento virale deriva dalle
di sintetizzare DNA su stampi di BRNA. membrane della cellula ospite.

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; Reece et al., 2006



HIV:
interazioni tra genoma e proteine del capside

Vif, Vpr, Nef and p7
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Vi sono due tipi di HIV noti:

HIV-1, ad alta infettivita e pericolosita, diffuso in
tutto il mondo

HIV-2, a bassa infettivita e pericolosita, diffuso
guasi esclusivamente in Africa occidentale
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Fonti: https://www.niaid.nih.gov; Alberts et al., 2002
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Ciclo di HIV
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Nature Reviews | Microbiology

Fonte: https://www.nature.com



L'origine di HIV-1 é legata al ‘salto di specie’ tra il Simian
Immunodeficiency Virus (SI1V) avvenuta probabilmente
nell’Africa sub-sahariana tra il ceppo SIVcpz di Pan
troglodytes e 'uomo, in un periodo imprecisato tra il 1908 e |l
1930, presumibilmente per attivita di caccia e macellazione

Il primo caso documentato di infezione umana da HIV risale
al 1920 e riguarda un cacciatore nella regione di confine tra il
Camerun e il Congo (Faria et al., Science, 2014)

L'epidemia si € in seguito diffusa globalmente con modalita
non ancora del tutto chiarite intorno al 1960-1970

Evolution of SIV into HIV
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Published in final edited form as:
Sciznce. 2014 October 3 346(6205): 56-61. doi:10.1126/science. 1256739,

The early spread and epidemic ignition of HIV-1 in human
populations

Nuno R. Faria’2, Andrew Rambaut®45, Marc A. Suchard®’, Guy Baele?, Trevor Bedford®,
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Probable Routes of Initial
Global Spread of HIV-1 in the
1960s and 1970s

Fonte: Faria et al., HIV Epidemiology, Science 346: 56-61, 2014



Vif, Vpr, Nef and p7

: : : 9p120
Farmaci per la terapia anti-HIV Giycoproei
Lipid
IVII::nbrane

. e . y iee s 1
| principi attivi interferiscono con l'attivita della i

trascrittasi inversa (retrotrascrizione) e le modifiche e
post-traduzionali delle proteine del virus (Highly Active
Anti-Retroviral Therapy, HAART)

Integrase

Reverse
Transcriptase ’.,

Viral RNA

- Inibitori della trascrittasi inversa (NRTI) Genome
- inibitori della proteasi

- Inibitori della fusione tra il pericapside e la membrana cellulare

- Inibitori dell'integrasi

- antagonisti del co-recettore delle chemiochine CCR-5

Sono in fase di sperimentazione clinica un vaccino ideato in Italia (basato sulla
proteina pl7 del core virale resa immunogena) e un altro ideato in Spagna
(basato su una risposta immunitaria generalizzata)

Fonte: https://www.niaid.nih.gov



Si ritiene che piu di 35 milioni di persone siano morte per AIDS

OMS Guidelines 2018: HIV-AIDS
Obiettivi dell'Organizzazione Mondiale della Sanita nella
prevenzione e terapia dell’infezione da HIV

Sito Web http://lwww.who.int/hiv/pub/guidelines/en/

fino al 2018 (940 000 morti nel 2017)

Circa 37 milioni di persone sono attualmente affette dal virus

(1.8 milioni di nuove infezioni nel 2017) e tra queste 21.7 milioni

(59%) ricevono giornalmente una terapia antiretrovirale

Obiettivi OMS 2018

Aumento dell’accessibilita alle cure
Miglioramento della qualita di vita e tollerabilita delle cure

Riduzione del numero di nuovi casi tramite terapia
preventiva e somministrazione precoce di antivirali

Diminuzione dell'incidenza e della mortalita dovute alla
tubercolosi ad estesa farmacoresistenza in pazienti HIV

Riduzione sostanziale del numero di casi pediatrici di HIV
e di trasmissione madre-figlio, intensificando le
campagne di prevenzione

ANTIRETROVIRAL REGIMENS
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Un gruppo di scienziati ha scoperto che la tenascina-
C (TNC), una proteina della matrice extracellulare ad
attivita cicatrizzante e antiadesiva, naturalmente
presente nel latte materno, e in grado di catturare e
neutralizzare i virioni HIV (Fouda et al.,

L’allattamento al seno da parte di madri sane puo
quindi proteggere i neonati dall’infezione da HIV

Fonte: Fouda et al.,

Una grande speranza per i bambini
che rischiano il contagio da HIV alla nascita

2013)

PNAS 110, 18220-18225, 2013
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Tenascin-C is an innate broad-spectrum,
HIV-1-neutralizing protein in breast milk

Genevieve G. Fouda®, Frederick H. Jaeger®, Joshua D. Amos®, Carrie Ho®, Erika L Kunz®, Kara Anasti®, Lisa W. Stamper®,
Brooke E. Liebl, Kimberly H. Barbas®, Tomoo Ohashi, Martin Arthur Moseley”, Hua-Xin Liao*, Harold P. Erickson®,

S Munir Alam*®", and Sallie R. Permar®*12

“Human Vaceine irstitute, ‘D epartment of Cell Bialagy, “insetute for Genome Sciences and Palicy, and “Denartmant of Pediatrics, Duke University Medical
Cemvter, Durham, MC 37710 and SLactation Support Brogram, Chikdren's Hospital Bacton, Boston, MA 02115

Edited® by Bobert £ Gallo, University of Maspland Schoal of Medicne, Baftimores, M0, and spproved October 3, 2012 {mesived for review Spril 15, 201%)

Adhieving an AIDS-free generation will reguire elimination of
postnatal transmission of HIV-1 while maint sining the mutritional
and immunclogic benefits of breastfeeding for infants in de
veloping regions, Maternallinfant antiretroviral prophylasis can
reduce postnatal HIV-1 transmission, yet toxicitied and the de-
velopment of drug-resistant viral straing may limit the effed ive-
mess of this strategy. Interestingly, in the absance of antiretroviral
prophylasis, grester than 0% of infants exposed te HIV-1 via
breastfeeding remain uninfeced, despite daily mucosal exposure
to the virus for up to 2 y. Moreover, milk of uninfected women
inherently neutralizes HIV-1 and prevents virs transmission in
animal model, yet the fadons) responsible for this anti-HIV
activity is not well-defined. In this repert, we identify a primary
HIN-1-neutralizing protein in breast milk, Tenasdn-C (TNCL THC is
an extracel lular matrix protein important in fetal development and
wound healing, yet its antimicrobial properties have not previ-
ously been established. Purified TNC captured and neutralized

certain oligpsaccharides in milk and the rik of infant HTV-1
acquisition {16), potentially chphn.cd by the ability of olign-
saccharides 1o prevent HIV-1 virion interaction with dendritic
cells (17, 18). However, a |s|c~.>ou~1 |c|>o|1 of the. H[\-' 1—inhibitory

|.culzlnr|e,z‘1\ﬂ\ ';fmdezHal-ch \alun.o:]u llx_\ -
lecular mas protein fraction (=500 KDa), which would 711&::
acopunted for by pr wsly identificd HIV-1-neutralizing factors
in breast milk {7). Thus, the primary, ki igh molecular mass HIV-1-
neutralzing factor in breast milk remains to be identified, and
identification of this Bctor may inform immunologic strategies to
prevent postnatal HIV-1 transmission.

Results

ldentification of a Wigh Molecular Mass lonate HIV-A-Neutralizing
Protein in Breast Milk To identify the high molecular mas HIV-
|—newtralizing protein in milk, we screened mature milk samples
from uwninfected women (collected between 2 wk and 7 mo
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La proteina integrasi, che trasporta il DNA a
doppio filamento (retrotrascritto nel citoplasma
a partire dal’RNA del virus), necessita di
cofattori cellulari (Nup153 e LEDGF/p75) per
attraversare i pori della membrana nucleare

Subito dopo avere attraversato il poro, il complesso
integrasi-DNA virale individua le regioni
cromosomiche piu vicine e facilmente accessibili
perché attivamente impegnate nella trascrizione, ed
integra il DNA virale in queste regioni (in verde),
escludendo le parti del cromosoma legate alla lamina
nucleare (Lamina-Associated Domains, LAD) e quelle
piu lontane, al centro del nucleo

Primary macrophages + HIV-1

mAb414 -

Distribuzione alla periferia del nucleo di marcatori
del DNA di HIV-1 in macrofagi umani in coltura

Nup153 and others

/ _
\\‘ /'LEDGF/p75

\ ‘ Nuclear Envelope
PIC g
3 - .
Nuclear
I ® Lamina _ —
Nuclear Pore C I ‘ A0
uclear Pore Complex™——__ -

Chromatin

HOT

Oltre ai macrofagi, in questo importante
studio su HIV-1 sono state utilizzate
anche le cellule HeLa

Fonte: Marini et al., Nature 521: 227-243, 2015



Tubercolosi a estesa farmacoresistenza
(“extensively drug resistant TB“, XDR-TB) associata ad HIV

La tubercolosi (TBC) e causata dal batterio Mycobacterium
tubercolosis (bacillo di Koch, 1882) che invade i polmoni con un
meccanismo non ancora del tutto chiarito

Malattia infettiva molto diffusa e generalmente a bassa incidenza
patologica (intorno al 15%), ma ovunque in aumento

Seconda malattia infettiva per mortalita dopo I'AIDS, ¢ in forte
incremento nelle popolazioni con maggiore incidenza di HIV: per
una persona affetta da AIDS il rischio di contrarre TBC e 16-27
volte superiore rispetto a chi non ¢é affetto: circa 33% dei decessi
dovuti ad AIDS sono causati da TBC (dati WHO e CDC 2018)

Probabilmente a causa della diffusione di HIV-AIDS e da trattamenti
iIncompleti o inadeguati con antibiotici, a partire dal 1990 sono
comparsi ceppi resistenti (Multi-Drug Resistant Tuberculosis, MDR-
TB) e ultra-resistenti (XDR-TB) ai farmaci

&5

ec
=

Translating the ohal !
i ill

Tra circa 5000 casi di TBC riscontrati in Italia tra il 2008 e il 20186, |l —
10% riguarda I'eta pediatrica e il 3% MDR-TB (dati ECDC 2018)

Fonti: https://www.who.int/hiv/topics/tb/en/; https://ecdc.europa.eu
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IHE TREMBLING MOUNTAIN
A Personal Account of

Prioni

Canniba (PRoteinaceous Infective ONlIy particle)

and

Mad Cow o
Disease agenti infettivi privi di acidi nucleici
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N
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Nuovo

normale prione Molti prioni

Altro caso molto interessante di eccezione al “dogma centrale”

Fonte: Klitzman R., The Trembling Mountain, DaCapo Press, Cambridge, Massachusetts 2001



Una strana malattia

Nel 1950 Daniel C. Gajdusek, un virologo
americano di origine ungherese, inizio a

studiare una malattia misteriosa frequente in
alcune popolazioni indigene della regione di

Fore, in Nuova Guinea

La malattia, detta “kuru” (“kuria/guria”, in
dialetto Fore “tremore”) colpiva giovani
donne, adolescenti e bambini, con gravi
disturbi nervosi, tremito e problemi motori,
dimagrimento, demenza e morte

Daniel C. Gajdusek
(1923-2008)

Australia

Gajdusek e il virologo australiano Michael Alpers
attribuirono inizialmente la malattia ad un “virus
lento” (Lentivirus), perché i tempi di incubazione
della malattia erano generalmente lunghi

Fonti: Klitzman, 2001; http://www.who.int



La malattia compariva nelle tribu’ dedite
allendocannibalismo, una forma di cannibalismo
rituale legata ai funerali di persone di rango: durante
guesti riti, agli uomini erano riservate le “parti migliori
e importanti” del defunto (come fegato e muscoli) e
alle donne e ai bambini erano assegnate le parti di
“nessuna importanza”, come il cervello

Gajdusek cerco invano di isolare il “virus lento” che
riteneva responsabile della malattia e pubblico i suoi
risultati nel 1957

La malattia scomparve spontaneamente quando
le autorita del paese proibirono per legge i riti
funerari cannibalistici

Gajdusek continuo a studiare i meccanismi
infettivi del kuru e di altre malattie simili e nel
1976 ricevette il Premio Nobel per la Medicina e
la Fisiologia insieme a Baruch S. Blumberg

Fonti: Klitzman, 2001, http://www.who.int




Encefalopatie spongiformi

L'autopsia delle persone morte di kuru riveld che nel
loro cervello vi erano “buchi”, cioé zone in cui le
cellule erano morte: questo conferiva al cervello un
aspetto “spongiforme”

- Encefalopatie spongiformi (ES, in inglese SE)

In seguito furono riscontrati sintomi molto simili e risultati
autoptici analoghi in altre malattie umane sporadiche e
fatali, come la malattia di Creutzfeld-Jacob (CJD) e la
malattia di Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS)
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Altre strane malattie

A partire dal 1770 era apparsa in Europa una
grave malattia degli ovini, detta “scrapie”
(dall’inglese to scrape, grattarsi), caratterizzata da
perdita del vello, tremiti, movimenti non coordinati,
dimagrimento e deperimento fino alla morte

Malattie simili erano state segnalate anche per in
cervi, felini, visoni e altri animali selvatici in cattivita

Fonte: http://www.who.int



Encefalopatie spongiformi e malattie neurologiche correlate

Malattia

Scrapie
Encefalopatia trasmissibile

Malattia di deperimento cronico

BSE
FSE
Altre SE

Kuru
CJD
GSS
FFI
nvCJD

Soggetti affetti

Pecore e capre

Visoni

Cervi e alci

Bovini

Gatti domestici

Animali ospitati negli zoo

Umani (e forse scimpanze)
Umani
Umani
Umani
Umani

Fonti: http://www.who.int; https://www.cdc.gov



Principali encefalopatie spongiformi

BSE: bovine spongiform encephalophaty, encefalopatia spongiforme bovina

CJD: Creutzfeldt-Jakob Disease, malattia di Creutzfeld-Jakob (diagnosticata
da H.G. Creutzfeld e A. Jakob nel 1920)

GSS: Gerstmann-Straussler-Scheinker disease, malattia di Gerstmann-
Straussler-Scheinker

FFIl: Fatal Familial Insomnia, insonnia familiare fatale

Fonti: http://www.who.int; https://www.cdc.gov



BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy):
la malattia della “mucca pazza”
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3000 - Bovine Offals (MRM) ban
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2500 -
Feed ban
introduced

Feed security

- l assured
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=
g

First verified
case of BSE

Source: Centers for Disease Control and Prevention of the United States (CDC)

Dal 1986 al 2004 € avvenuta una grave epidemia
di BSE, con 184 500 casi di bovini colpiti, in
Inghilterra e in altri paesi europei

Fonti: http://www.who.int; https://www.cdc.gov



Una tragica catena alimentare 4

y ) .
L’epidemia di BSE tra i bovini risultd correlata ad un aumento dei casi )¢ Scrapie Morbodf Creyzteldrdakeb
di CJD, in una nuova forma (detta nuova variante CJD, o nvCJD) a - J— “sporadico”  familiare
decorso molto rapido, che colpiva persone giovani o giovanissime \ /
Con ogni probabilita il prione agente dello scrapie era passato dagli l Bse
ovini ai bovini (“salto di specie”) tramite le farine animali usate come e D
integratori alimentari per i bovini da carne: a loro volta i bovini affetti ;a;‘ianteb

el morpo

avevano trasmesso i prioni ad un certo numero di persone che ne

. di Creuzfeldt-Jakob
avevano consumato la carne infetta

| severissimi controlli praticati dal 1993 in poi su carni e

alimentazione dei bovini, uniti a nuove tecniche diagnostiche S 3
molecolari, hanno permesso di fermare 'epidemia e ridurre quasi a ' L% 4
zero i casi di BSE e nvCJD ®

Fino al 2018 sono stati riscontrati in Italia 8 decessi dovuti a nCJD

Nel 2016 un gruppo di ricercatori italiani ha sviluppato un metodo i

rapido e preciso per la diagnosi di CJD tramite analisi della mucosa . x -
olfattiva (Zanusso et al., Nature Reviews Neurology 2016) - 8-§-1-§= - —

Fonti: http://www.who.int; ]
Zanusso et al., Nature Reviews Neurology, 12: 325-333, 2016 :



Un secondo premio Nobel
assegnato per gli studi sui prioni

Stanley G. Prusiner
Direttore
Institute Neurodegenerative Diseases,
Universita di California (San Francisco)

La prova che I'agente infettivo delle encefalopatie spongiformi era una proteina la cui attivita
infettiva era causata da un cambiamento conformazionale fu ottenuta da Stanley Prusiner,
che ricevette il Premio Nobel per la Medicina e la Fisiologia nel 1997

Fonte: https://www.cdc.gov



Come fa una proteina a provocare un contagio infettivo,
senza l'intervento di alcun acido nucleico?

30% a-helix
43% {i-sheet

La proteina normale (PrPc), con una
struttura secondaria costituita
prevalentemente da a-eliche,
subisce un cambiamento
conformazionale e si trasforma nella
proteina patologica (PrPsc, “rogue”),
con prevalenza di foglietti 3

Fonte: https://www.cdc.gov
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a-elica che si modifica PrPc normale e “rogue” (PrPsc)

e
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Fonti: http://www.who.int; https://www.cdc.gov




L'evento cruciale nello sviluppo delle malattie da prioni € il

cambiamento conformazionale (‘misfolding’) da a-elica a N

foglietto B della proteina cellulare normale PrPC, che si

trasforma in prione “rogue” (PrPSc) PfPC

PrPSc forma nel sistema nervoso centrale aggregati fibrillari Unfolded PfP ﬁshee'ed conformation

autocatalitici, simili a quelli osservati nella malattia di
Alzheimer: questi aggregati provocano neurodegenerazione
(Kraus et al., Ann. Rev. Microbiol. 2013)

oligomerization

SC

b \\ cleavage of aggregates

b ==

’esatto meccanismo della transizione molecolare non € ancora chiaro: sembra che la catena
polipeptidica possa adottare due diverse conformazioni, pit 0 meno ugualmente stabili

Fonte: Kraus et al., Ann. Rev. Microbiol. 67: 543-564, 2013



La proteina PrPsc catalizza la trasformazione di altre molecole PrPc in PrPsc,
causando un progressivo accumulo di PrPsc nelle cellule nervose

Prione Q Prione g w
! {: originario &
Proteina O Nuovo O i
normale prione Molti prioni

- Secondo alcune ipotesi, I'accumulo della forma alterata della proteina produrrebbe
complessi multipli con ioni metallici, in grado di causare lesioni irreversibili alla cellula nervosa

- Secondo recenti ricerche, PrPsc potrebbe inoltre interferire con il funzionamento del
proteasoma, provocando I'accumulo patologico di proteine destinate alla distruzione

Fonti: http://www.who.int; https://www.cdc.gov



Insonnia familiare fatale
(Fatal Familiar Insomnia o FFI)

Malattia genetica molto rara e rapidamente progressiva, autosomica dominante, con
sintomi del tutto simili a quelli della malattia di Creutzfeldt-Jakob, ma con esordio
molto piu precoce, dai 30 ai 60 anni (eta media 40 anni)

Associata ad una proteina prionica (PrP), appare in individui portatori della
mutazione GAC-AAC al codone 178 del gene del prione

A differenza di altre encefalopatie spongiformi, i danni al sistema nervoso si
osservano solo nei nuclei talamici e provocano disturbi del ritmo sonno-veglia
(mancato accesso alla fase REM del sonno)

Negli stadi precoci della malattia il paziente puo avere difficolta nell'addormentarsi
e difficolta motorie intermittenti: la malattia progredisce rapidamente in insonnia,
mioclono, iperattivita del sistema nervoso simpatico e demenza: I'esito della
malattia (fatale) avviene in media dopo 13 mesi

La FFI non e facilmente trasmissibile agli animali da esperimento

Fonte: https://www.healthline.com



La prima persona colpita da FFI era probabilmente un medico italiano

La FFI é stata riscontrata in circa 100 famiglie in tutto il mondo,
probabilmente imparentate tra loro: 5 famiglie sono italiane

The Family

Sembra che il “paziente zero”, il primo portatore della mutazione, fosse That Couldn't
proprio un ricco medico italiano, morto nel 1765

Partendo da un paziente italiano deceduto nel 1985 per la malattia e che
aveva donato il suo cervello alla Clinica del Sonno dell’Universita di
Bologna, € stato possibile risalire alla genealogia delle persone affette,

fino al caso del medico, vissuto a Venezia nella prima meta del 1700 —_—

D. T. MAX

Il medico aveva descritto in dettaglio i propri sintomi, apparsi nell’estate
1764, prima di soccombere alla malattia 'anno seguente: il caso e stato
descritto nel libro “The Family That Couldn't Sleep” (2006)

Fonte: Max D. “The Family That Couldn't Sleep”, Random House, London UK, 2006



FFI e CJD sono causate da mutazioni nello stesso gene

Il gene che codifica per la proteina prionica normale (PrP) si
trova sul braccio corto del cromosoma 20 (posizione p13)

| pazienti affetti da FFI o da CJD hanno in comune la

mutazione nel codon 178 del gene, che codifica per una

molecola di acido aspartico nella sequenza degli amminoacidi
- la mutazione (GAC - AAC) inserisce invece una molecola

di asparagina

La differenza genetica tra FFI e CJD risiede in un’altra
mutazione a livello del codon 129 dello stesso gene:

- FFI ha il codon per la metionina, mentre CJD ha il
codon per la valina

Fonte: https://www.healthline.com

Prima lettera

20p12.3
20p12.1

20p11.22

20q11.22
20q12
20q13.12

20.13.2
20q13.32

Location of PRNP gene
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