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Relazione dell’attivita scientifica svolta dall’U.0. 14 - Dr.ssa Barbara Ensoli, Centro Nazionale
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Nostri studi recenti hanno mostrato che una classe di farmaci antiretrovirali, gli inibitori della proteasi di
HIV (HIV-PI), hanno attivita antiangiogenica ed antitumorale in modelli sperimentali in vitro ed in vivo.

In particolare abbiamo dimostrato che il trattamento con HIV-Pl a dosi paragonabili a quelle utilizzate
nelluomo ¢ in grado di bloccare lo sviluppo di lesioni angioproliferative e I'edema indotti mediante
linoculazione in topi nudi di cellule primarie derivate da pazienti con sarcoma di Kaposi (KS) o da ibridi
somatici tra cellule endoteliali e una linea cellulare da carcinoma del polmone umane. Questo effetto &
associato alla formazione di ampie zone di necrosi allinterno delle lesioni con marcata riduzione
dell'angiogenesi, del’edema e dellinfiltrazione di cellule fusate rispetto agli animali di controllo (Sgadari
et al. Nature Medicine 2002; Sgadari et al., Lancet Oncology 2003, Toschi et al., Anticancer Drug 2002;
Monini et al., J Antimicrobial Therapy 2003). Questi effetti degli HIV-PI sono stati osservati sia in animali
trattati prima dell'inoculo delle cellule KS, sia nei topi trattati a partire dal momento dell'inoculo,
suggerendo che gli HIV-PI siano in grado di bloccare lo sviluppo e di indurre la regressione delle lesioni.
Come indicato dall'osservazione istologica delle iesioni simil-KS dei topi trattati con HIV-PI, abbiamo
inoltre dimostrato che questi farmaci sono in grado di inibire I'angiogenesi indotta da fattori angiogenici,
mediante il blocco dell'invasione cellulare e dell'attivazione della metalloproteasi della matrice-2, sia in
topi atimici che nella membrana corioallantoidea di pollo, in assenza di effetti tossici e con una efficacia
simile a quella del taxolo, un chemioterapico dotato di effetti anti-tumorali e anti-angiogenici (Sgadari et
al., Nat Med 2002; Sgadari et al., Lancet Oncology 2003, Toschi et al., Anticancer Drug 2002; Monini et
al., J Antimicrobial Therapy 2003; Toschi et al., submitted).

Sulla base di questi dati & stata avviata una sperimentazione clinica multicentrica di fase |l per valutare
l'attivita di Indinavir come monoterapia in pazienti con CKS iniziale ¢ avanzato. | risultati del’'analisi ad
interim hanno indicato che il trattamento con Indinavir & ben tollerato ed induce un’elevata frequenza di
risposta nei soggetti con CKS iniziale; al contrario nel CKS avanzato e complicato, il trattamento con
indinavir induce una temporanea stabilizzazione di malattia, generalmente seguita da progressione. La
risposta al trattamento richiede elevati livelli plasmatici di farmaco ed & associata ad una significativa
diminuzione del numero di cellule endoteliali circolanti e alla stabilizzazione dei livelli plasmatici di MMP
e di fattori angiogenici, quali il bFGF (Monini et al., AIDS 2009). Questi dati sono coerenti con I'azione
dei farmaci ad azione anti-angiogenica, i quali sono in grado di bloccare la crescita dei tumori iniziali ma
non dei tumori avanzati, la cui vascolatura & gia differenziata e stabilizzata ed indicano che nel CKS
avanzato il trattamento con Indinavir potrebbe essere efficace in associazione a chemioterapia
convenzionale e/o come terapia di mantenimento dopo riduzione della massa tumorale. Sulla base di
questi dati, & stata avviata un nuovo studio clinico di fase Il per il trattamento del CKS avanzato con
Indinavir in associazione a chemioterapia. Lo studio prevede un trattamento di induzione debulking con
indinavir associato a Vinblastina e Bleomicina, ed una fase di mantenimento con Indinavir in
monoterapia.



Senato della Repubblica -58 - Camera dei deputati

XVI LEGISLATURA - DISEGNI DI LEGGE E RELAZIONI - DOCUMENTI

I nostri studi hanno inoltre indicato che un altro bersaglio potenzialmente efficace per la terapia dei
tumori sono le RT celluari, espressa negli embrioni di topo, in cellule progenitrici e in linee cellulari
trasformate (Pittoggi et al., Mol. Reprod. Dev., 2003; Mangiacasale et al., Oncogene, 2003). L’inibizione
della RT mediante trattamento con NNRTI, determina una riduzione della crescita di linee indifferenziate
e tumorali in vitro ed in vivo, ne promuove il differenziamento cellulare ed induce una riprogrammazione
dell'espressione genica, suggerendo che questo enzima abbia un ruolo chiave in processi cellulari
fondamentali quali la proliferazione ed il differenziamento cellulare (Mangiacasale et al., Oncogene,
2003). Questi risultati indicano che gli HIV-PI e gli NNRTI rappresentano potenti molecole dotate di
attivita antiangiogenica e antitumorale e che agiscono su fasi diverse del processo di crescita tumorale.
Pertanto & importante analizzare la possibilitd di un loro uso da soli od in combinazione per la terapia
dei tumori che insorgono sia in individui HIV* che sieronegativi.

Il presente progetto, che viene svolto in collaborazione con le U.O. 16 e 17, & articolato nei seguenti
obiettivi: 1) gli effetti antitumorali e/o antimetastatici in vivo degli HIV-Pl ed NNRTI, usati da soli od in
associazione, in modelli di tumori sperimentali indotti nel topo dal’'inoculazione di linee tumorali umane
e murine; 2) gli effetti antitumorali e/o antimetastatici in vivo degli HIV-PI ed NNRTI, usati da soli od in
associazione, in un modello di tumore sperimentale indotto nel ratto da una linea di carcinoma del colon
singenica; 3) gli effetti degli HIV-PI e/o NNRTI, da soli od in associazione, sulla proliferazione,
invasione, differenziamento ed espressione genica in vitro delle linee tumorali utilizzate negli studi in
vivo.

a) Valutazione degli effetti antiangiogenici ed antitumorali di indinavir ed efavirenz, da soli od in
associazione, in modelli di tumori sperimentali indotti nel topo dall’inoculazione di linee tumorali
umane.

Inizialmente. sono stati effettuati esperimenti preliminari per testare la tossicita di indinavir o efavirenz, 2
dei farmaci appartenenti rispettivamente alla classe degli HIV-Pl ed NNRTI piu usati nella pratica
clinica, nei ceppi di topi successivamente utilizzati per i modelli tumorali sperimentali (nu/nu inbred,
SCID e C57BL, femmine, 5-6 settiname di eta, Harlan) (5/10 animali per gruppo) e a dosi paragonabili a
quelle utilizzate in pazienti HIV'. Lindinavir (Merck Sharp & Dohme, 70 mg/kg/die, ovvero 1.36
mg/topo/die) o l'efavirenz (Bristol Myers Squibb, 10 mg/kg/die, ovvero 0,2 mg/topo/die), diluiti ciascuno
in 0.4 ml di soluzione salina, sono stati somministrati giornalmente mediante gavage intragastrico. Topi
di controllo sono stati trattati con lo stesso volume di soluzione salina. Dato che alcuni dei modelli
tumorali che ci si propone di utilizzare nei topi atimici prevedono un irraggiamento subletale degli
animali (400 Rad) per favorire I'attecchimento tumorale, questi esperimenti di tossicitd sono stati
effettuati anche in topi nudi irradiati. La somministrazione dei farmaci & stata proseguita fino a 10
settimane senza che negli animali trattati, sia irradiati che non, siano stati osservati segni di tossicita
d’organo o sistemica, quali perdita di peso o alterazioni comportamentali. v

E stata, quindi, valutata I'efficacia di indinavir o efavirenz in topi immunocompetenti C57BL inoculati con
cellule di melanoma murino singenico B16, clone F10 (6 animali/gruppo). Gli animali hanno iniziato il
trattamento giornaliero con indinavir o efavirenz per os alle dosi sopra indicate e dopo 2 giorni sono stati
inoculati sottocute con 1x10° cellule B16-F10. In queste condizioni sperimentali & stata osserva la
comparsa di tumori sottocutanei al sito di inoculo dopo circa 5 giorni. Il trattamento € stato proseguito
per 12 giorni dopo T'inoculo delle cellule tumorali, fino a che i tumori degli animali di controlio non hanno
raggiunto dimensioni tali da interferire con le attivita vitali degli animali (2-3 cmz), che sono stati quindi
sacrificati. Sia il trattamento con indinavir che con efavirenz ha inibito fortemente la crescita tumorale in
assenza di significativa tossicitd sistemica. Per valutare gli effetti del sistema immune sullattivita
antitumorale di indinavir ed efavirenz, l'esperimento & stato eseguito anche in topi
immunocompromessi. A tale scopo topi SCID sono stati trattati con indinavir o efavirenz per os alle dosi
indicate sopra; dopo 2 giorni gli animali sono stati inoculati sottocute con celliule B16-F10. Il tempo di
comparsa e la cinetica di crescita dei tumori & stata molto simile. Al sacrificio, i tumori degli animali
trattati con inibitori sono risultati di dimensioni molto ridotte rispetto a quelli di controllo.

Avendo con questi esperimenti preliminari verificato che questa linea tumorale & sensibile sia al
trattamento con indinavir che con efavirenz sia nel modello singenico immunocompetente che in animali
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immunocompromessi, stiamo attuaimente valutando [leffetto dei 2 farmaci somministrati in
combinazione.

E stato, inoltre, effettuato un esperimento per valutare I'effetto del trattamento con HIV-P| o NNRTI in un
tumore caratterizzato da alta incidenza nell’'uomo, quale il carcinoma del colon. A tale scopo gli animali
sono stati trattati con indinavir o efavirenz, e 2 giorni dopo sono stati inoculati sottocute, previo
irraggiamento subletale, con una linea di carcinoma umano del colon (cellule SW480, 3x10°
cellule/topo). 1l trattamento & stato proseguito per 63 giorni. Entrambi i farmaci hanno avuto un effetto
modesto ma sensibile sulla crescita del tumore, suggerendo che anche in questo modello tumorale
umano & utilizzabile per valutare gli effetti antitumorali del trattamento combinato con i 2 farmaci.

Gli effetti antitumorali del trattamento con HIV-Pl e NNRTI in associazione sono stati studiati in un altro
modelio di tumore umano ad alta incidenza nell'uomo, quello del carcinoma della mammella. A tale
scopo gli animali sono stati trattati con indinavir e/o efavirenz, e 2 giorni dopo sono stati inoculati
sottocute, previo irraggiamento subletale, con una linea di carcinoma umano della mammella (cellule
MDA-MB-231, 1x10° cellule/topo). Il trattamento & stato proseguito per 53 un totale di giorni. Sebbene il
trattamento con i 2 farmaci somministrati separatamente abbia inibito modestamente la crescita di
questo modello tumorale allogenico, la somministrazione combinata di indinavir ed efavirenz ha avuto
un effetto anti-tumorale additivo.

L'analisi istologica ed immunoistochimica dei modelli tumorali studiati & attualmente in corso. In
particolare stiamo valutando I'entitd dell'angiogenesi, della proliferazione e dell’apoptosi tumorale nei
tumori dei topi trattati con indinavir e/o efavirenz rispetto ai controlli trattati con salina, mediante analisi
immunoistochimica di marker endoteliali (CD31), di proliferazione e del ciclo cellulare (Ki67) e con
TUNEL test. A tuttora & stata effettuata I'analisi dei marcatori dell’endotelio vascolare e dei fattori
angiogenici nei tumori indotti dalla linea di melanoma murino B16, sia nel modello singenico che nel
topo immunocompromesso, tuttavia, questo tipo di indagine & stata resa difficoltosa dalla presenza di
necrosi emorragica all'interno delle masse tumorali, probabilmente a causa degli elevati livelli di VEGF,
fattore angiogenico noto per indurre edema e stravaso ematico, prodotti dalle cellule tumorali stesse.
L'analisi proseguira quindi nei modelli tumorali di carcinoma del colon e della mammella.

Recenti evidenze della letteratura indicano che gli HIV-PI sono in grado di modulare la risposta immune
e linflammazione associata a tumori. Infatti, & stato dimostrato che questi farmaci sono in grado di
inibire 'apoptosi di linfociti T e cellule progenitrici ematopoietiche, le risposte infiammatorie NF-KB-
mediate e l'attivazione di cellule dendritiche, e di modulare le risposte immuni T-citotossiche. Per
determinare se il blocco della crescita tumorale osservato con HIV-PI efo NNRTI sia in parte dovuto agli
effetti di questi farmaci sulla risposta immune, abbiamo utilizzato un modello di immunitd umorale e
cellulare in uso nel nostro laboratorio basato su topi immunocompetenti immunizzati con la proteina Tat.
A tale scopo, topi Balb-c sono stati trattati giornalmente mediante garage intragastrico con un cocktail di
farmaci antiretrovirali contenente NNRTI (efavirenz) od HIV-PI (kaletra, costituito dall'associazione di
lopinavir con ritonavir, uno degli ultimi farmaci di questa classe ad essere entrato nella pratica clinica), a
dosi comparabili a quelle utilizzate nell'uomo. Due giorni dopo i topi hanno cominciato un protocollo di
immunizzazione con la proteina Tat (7.5 ug, 2 priming per via intradermica seguiti da un boost per via
sottocutanea in associazione ad adiuvante, ogni 15 giorni), continuando il trattamento con i farmaci per
45 giorni. Risultati preliminari di questo esperimento indicano che né il trattamento con HIV-Pl né con
NNRT! hanno effetti sensibili sulla risposta immune umorale (produzione di IgG e IgM specifiche, tipo di
epitopi specifici riconosciuti), e sulla risposta immune cellulare (studiata mediante valutazione ELIspot
della produzione di IFN-g, IL2 e IL4 da parte degli spienociti dei topi immunizzati. L’analisi statistica di
questi dati & in corso. | risultati di questi esperimenti suggeriscono che I'azione antitumorale di HIV-Pl e
NNRTI non sia mediata da effetti sulla risposta immune.

Infine, & stata valutata la capacitd di indinavir di bloccare la progressione di lesioni di neoplasia
cervicale intraepiteliale (CIN) o la loro insorgenza in un modello di topo transgenico per le proteine E6
ed E7 di HPV, in collaborazione con il Dr Enrico Giraudo (Universita di Torino). Questo topo transgenico
sviluppa lesioni CIN in seguito a trattamento con estrogeni (Girando et al JCI 2004). Gli animali (12 per
gruppo) sono stati trattati con indinavir alle dosi convenzionali 0 3X pill alte di quelle utilizzate in pazienti
HIV® (35mg/Kg/day). I farmaco & stato somministrato tramite garage intragastrico una volta al giorno
per 8 settimane. | trattamenti 1X e 3X sono stati ben tollerati dagli animali senza evidenziare alcun
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segno di tossicita. | risultati ottenuti mostranc come rindinavir sia in grado di ridurre lincidenza
tumorale. L'analisi in immunofluorescenza effettuata con il mAb anti-Meca32, marker selettivo per le
cellule endoteliali, ha evidenziato che nei tessuti provenienti dagli animali trattati con indinavir vi & una
forte riduzione della densita vascolare e I'angiogenesi tumorale. In particolare, la dose 1X ha ridotto la
densita vascolare rispettivamente del 35% e guella 3X del 53%. L'analisi degli effetti pro-apoptotici degli
HIV-PI & stata fatta sui tessuti murini utilizzando un anticorpo capace di riconoscere specificamente la
forma attivata della caspasi-3. | risutati ottenuti hanno evidenziato che indinavir alla dose 1X aumenta di
1.7 fold I'indice apoptotico, mentre alla dose 3X determina un aumento di 2.9 fold rispetto al controllo. In
parallelo, le indagini sulla proliferazione cellulare, effettuate utilizzando un anticorpo anti-Ki-67, hanno
mostrato che i farmaci mantengono pressoché invariati gli indici tumorali di proliferazione. Tutti questi
dati, nel loro insieme, ci fanno pensare che indinavir gia da solo abbia un ottimo potenziale antitumorale
€ pro-apoptotici nel modelle murino di topo transgenico esprimente HPV. Successive indagini
accerteranno se questo HIV-PI possa interferire anche con l'espressione di p16 e I'espressione e
lattivazione di MMPs e VEGF. Studi di tossicita in vivo con efavirenz da sclo od in associazione con
HIV-PI sono in fase di allestimento.

b) Valutazione degli effetti degli HIV-PI e/lo NNRTI, da soli od in associazione, sulla
proliferazione, invasione, differenziamento ed espressione genica in vitro delle linee tumorali
utilizzate negli studi in vivo.

Per verificare gli effetti di indinavir sulla crescita delle cellule da carcinoma del colon (SW-480) e del
melanoma murino (B16-F10), sono stati effettuati saggi di proliferazione basale su cellule coltivate in
presenza di 0.1, 1 e 10 pM di farmaco per 4-5 giorni. Tali concentrazioni sono paragonabili a quelle
osservate nel plasma di pazienti HIV' trattati con dosi terapeutiche di invinavir. Questi esperimenti
preliminari hanno dimostrato che Findinavir non inibisce la proliferazione delle linee tumorali a nessuna
delle concentrazioni testate. Successivamente sono stati effettuati esperimenti per valutare gli effetti
dellindinavir sulla capacita invasiva di queste linee tumorali. A tale queste linee cellulari sono state
coltivate per 5 giorni con indinavir (0.1, 1 e 10 uM) e quindi testate per la loro capacita di invadere una
matrice extracellulare ricostituita (Matrigel) in risposta ad un fattore angiogenico (bFGF). Tali saggi sono
stati effettuati utilizzando camere di Boyden. | risultati ottenuti hanno mostrato che il trattamento con
indinavir ¢ in grado di bloccare in maniera estremamente efficace l'invasione di entrambe le linee
tumorali gia a partire dalla dose 0.100M. Questi risultati suggeriscono che indinavir sia in grado di agire
in modo selettivo sull'invasione delle cellule tumorali, uno degli step fondamentali per la crescita e
progressione tumorale, cosi confermando i dati precedentemente ottenuti su cellule provenienti da
Sarcoma di Kaposi e cellule endoteliali primarie (Sgadari et al., Nat Med 2002; Sgadari et al., Lancet
Oncol 2003). Sono attualmente in corso analoghi esperimenti di proliferazione ed invasione sulla linea
di carcinoma della mammella (MDA-MD-231).

Vari studi hanno dimostrato che, a dosi elevate, il ritonavir ed il saquinavir sono in grado di modulare
I'attivitd del proteasoma (Andre et al Proc Natl Acad Sci 1998; Tovo AIDS 2000; Piccinini et al AIDS
2001; Pati et al., Blood 2002, Gaedicke et al. Cancer Res 2002). Tali effetti richiedono concentrazioni di
farmaco simili o superiori ai livelli terapeutici di picco. Poiché il proteasoma controlla moiteplici pathway
cellulari, tra cui il turnover delle proteine, 'apoptosi, I'emivita e I'attivitd di proteine che regolano il ciclo
cellulare, e la maturazione e |'attivazione di NF-kB, per approfondire | meccanismi alla base dell attivita
anti-tumorale dell'indinavir abbiamo analizzato gli effetti di concentrazioni di indinavir simili e superiori
alle dosi terapeutiche di picco sulla crescita, la sopravvivenza e la capacita invasiva in vitro di cellule da
carcinoma del colon (linea SW-480). | risultati ottenuti hanno dimostrato che il farmaco & in grado di
bloccare linvasione di questa linea neoplastica a tutte le concentrazioni testate, senza effetti sulla
crescita basale o sulla sopravvivenza cellulare.

Si & quindi valutato se il trattamento di queste cellule tumorali con dosi elevate di indinavir possa
influenzare 'accumulo di IkBa e di p21, la cui degradazione & mediata dal proteasoma. | risultati ottenuti
hanno dimostrato che elevate concentrazioni di indinavir non bloccano la degradazione di (kBa indotta
da TNFa ed non inducono un accumule di p21 in queste cellule che si sono invece rivelate assai
sensibili allazione dell'epoxomicina, un ncto inibitore del proteasoma (Toschi et al, submitted). Questi
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risultati suggeriscono che concentrazioni di indinavir simili o superiori a quelle presenti nel plasma di
pazienti possono indurre inibizione della crescita tumorale grazie alla loro capacita di bloccare
'angiogenesi con un meccanismo d’'azione indipendente dal proteasoma.

Infine, abbiamo iniziato esperimenti preliminari di dose-finding per studiare gli effetti dell'efavirenz sulla
proliferazione ed invasione delle linee tumorali gia analizzate con indinavir. In particolare verranno
testate concentrazioni di farmaco da 0.1, 1, 10 e 25 yM per identificare le dosi alle quali si oftiene la
massima risposta e le dosi subottimali da utilizzare successivamente negli esperimenti di associazione
con indinavir.

Parallelamente agli esperimenti in vivo sul modello murino di neoplasia CIN, in collaborazione con il
Prof. Giovanni Barillari (Universita “Tor Vergata”) sono stati inoltre condotti esperimenti di proliferazione
ed invasione su linee cellulari di carcinoma della cervice (CaSki ed Hela, rispettivamente contenenti
HPV-16 e HPV-18) coltivate in presenza di indinavir alla dose di 10uM per un periodo di 24, 48, 72 0 96
ore. | risultati ottenuti sulle cellule HeLa hanno indicato che indinavir non influenza la proliferazione, ma
riduce in modo tempo-dipendente l'invasivita cellulare. Il trattamento con la medesima dose di HIV-PI
sulle cellule CaSki ha invece indicato che indinavir non ha alcuna efficacia su proliferazione o invasione.
Allo scopo di comprendere quale meccanismo possa regolare l'inibizione di invasione determinata da
questi HIV-PI| si & analizzata l'espressione, tramite RT-PCR, di MMP-2 ed MMP-S in seguito al
trattamento di queste linee cellulari con la dose 10uM utilizzata nei saggi precedentemente descritti. |
risultati ottenuti indicano che indinavir & in grado di ridurre I'espressione di MMP-2 rispettivamente del
25% in cellule HelLa. Nelle cellule CaSki, invece, non si & rilevata una riduzione di MMP-2 a carico
dell'indinavir. Ulteriori esperimenti sono attualmente in corso con il clone di cellule CIN2 9E in cui HPV-
31 & in forma episomale coltivato in presenza di fibroblasti feeder e, in parallelo, in colture
organotipiche.

I dati ottenuti neilambito di questi studi forniranno, attraverso la dimostrazione dell’efficacia in
appropriati studi clinici, I'opportunita di sviluppare nuove strategie terapeutiche per la cura di forme
tumorali frequenti in pazienti infettati 0 meno da HIV-1. L'utilizzo di questi farmaci caratterizzati da
bassa tossicita e costo moderato, da soli od in combinazione con chemioterapici, potrebbe
significativamente migliorare il trattamento dei pazienti e la loro qualita di vita.
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Relazione dell’attivita scientifica svolta dall’'U.0. 15 - Prof.ssa Paola Sinibaldi Vallebona,
Universita Tor Vergata, Roma

La trasformazione tumorale & un processo multifattoriale che vede coinvolte sia funzioni proprie della
cellula che fattori microambientali. La chemioterapia tradizionale, rivolta all’eliminazione selettiva delle
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cellule neoplastiche, & stata oggi parzialmente affiancata da terapie innovative, che tendono ad inibire la
progressione del tumore, agendo su processi associati al suo sviluppo.

E’ acquisizione recente che farmaci ad attivita antiretrovirale, inibitori della proteasi di HIV (HIV-PI) ed
inibitori non nucleosidici della trascrittasi inversa (NNRTI) siano anche in grado di esercitare attivita anti-
proliferativa nei confronti di cellule tumorali.

Nel presente progetto & stata preliminarmente indagata I'attivita antitumorale di tali farmaci, su modelli
preclinici, che rappresentano la fase di studio preliminare alla sperimentazione clinica sull'uomo.
Successivamente siamo andati a saggiare I'efficacia anti-proliferativa (Figura 1A) e I'attivita citotossica
(Figura 1B) di Indinavir, Efavirenz e Nevirapina su due linee di adenocarcinoma del colon di derivazione
umana (WiDr e CaCo). | tests eseguiti hanno evidenziato per Nevirapina ed Efavirenz un elevato effetto
anti-proliferativo, maggiore rispetto a quello indotto da Indinavir. Tutte e tre le molecole analizzare
hanno peré dimostrato di possedere una ridotta attivita citotossica. La linea cellulare CaCo é risultata
maggiormente inibita nella proliferazione ma meno sensibile all’effetto citotossico esercitato dai farmaci,
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rispetto alla linea WiDr (Tabella 1).
Figura 1. Effetto su A) proliferazione cellulare e B) metabolismo cellulare.

CaCo CaCo WiDr WiDr

CCso(uM) PICsp(uM) CCs(uM) PICso(uM)
Efavirenz 2450.00 81.66 67228 296.65
Nevirapma 1037.81 138.44 44527 248.06
Indinavir 1373.61 474.86 1604.58 667.02

CCsp= Citotoxic concentration s calcolata mediante MTS assay

PIC o= Proliferating inhibitory concentration s, calcolata mediante incorporazione di timidina triziata

Tabella 1

Sulla base di nostri recenti studi sul coinvolgimento di un retrovirus endogeno umano (HERV-K) nel
processo di progressione del melanoma, avevamo proposto come ulteriore obiettivo del presente
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progetto quello di indagare I'efficacia sia di HIV-PI che di NNRTI nei confronti di cellule di melanoma. A
tal fine & stata valutata I'attivita anti-proliferativa (Figura 2A) e citotossica (Figura 2B) esercitata da
Nevirapina, Efavirenz ed Indinavir nei confronti di due linee cellulari di melanoma umano (TVM-A12 e
M14), in cui avevamo in precedenza dimostrato la presenza di un retrovirus endogeno, appartenente
alla famiglia degli HERV-K. | dati ottenuti, riportati in Tabella 2 confermano quanto abbiamo gia descritto
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Figura 2. Effetto su: A) proliferazione cellulare e B) metabolismo cellulare.
TVM-AlL2 TVM-AL2 Mi4 Mi4
‘ CCsp(uM) PIC;o(uM) CCso(uM) PICs(uM)

Efavirenz 271.31 82.29 320.06 111.27
Nevirapina 286.68 175.53 547.17 187.97
Indnavir 1128.00 561.13 1935.00 352.82

CCsp= Citotoxic concentration 5 calcolata mediante MTS assay
PIC 5,= Proliferating inhibitory concentration 5, calcolata mediante incorporazione di tinudina triziata

Tabella 2

Poiché i dati ottenuti evidenziavano che gli NNRTI era quelli che maggiormente inibivano I'attivita
proliferativa cellulare, pur non inducendo un marcato effetto tossico, evidenziabile come variazione del
metabolismo cellulare, siamo andati a verificare se l'inibizione della capacita replicativa potesse essere
attribuita ad in potenziale effetto differenziante, come peraltro avevamo in precedenza gia dimostrato
nei confronto di un'altra linea di melanoma umano (A-375).

L'osservazione (mediante microscopia oftica, elettronica a scansione e confocale) conferma come
entrambi i farmaci antiretrovirali, inibitori non nucleosidici della trascrittasi inversa, siano in grado di
modificare il fenotipo, in modo rapido (gia dopo 4-5 gg dal trattamento), facendo acquisire alle cellule di
melanoma umano una morfologia simil-dendritica, un’aumentata capacita adesiva al substrato ed una
riorganizzazione del citoscheletro. In Figura 3 sono riportate le immagini relative al trattamento della



