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ABSTRACT 

 

In order to clarify the modulation of cellular gene by Human Herpes virus 8 (HHV8) infection and to 

understand the potential antiviral effect of DA (an oligopeptidic antibiotic derived from the Streptomyces 

distallicus and nowadays obtained by synthesis) against HHV8, purposes of this PhD study have been: 

1. the analysis of the pattern of expression of cellular genes involved in the antiviral response 

(inflammation and apoptosis) in lymphoid and epithelial cell lines infected with subtypes A1 and C3 of 

HHV8; 

2. the in vitro tropism of HHV8 for Rabbits corneal epithelial cell line (RCE) (Istituto Zooprofilattico della 

Lombardia e dell’Emilia Romagna, Bruno Ubertini), used to study the delivery of antiviral drugs in vivo in 

epithelial tissues sensible to HH8 infection;. 

3. the analysis of the citotoxicity and of the efficacy of permeation of a liposomal formulation of DA; 

4. the in vitro analysis of the antiviral activity of the liposomal formulation of DA against HHV8 in epithelial 

and lymphoid cytotypes.  

 

The pattern of expression of cellular genes involved in inflammation and apoptotic processes have 

been investigated in HEK293 and PBMCs infected with A1 and C3 strains derived from BCBL1 and 

BC3 latently infected cell lines and at time 24 and 48 hr after infection with DualChip ® Microarray, 

containing probes representative of 297 human genes involved in 65 pathways associated with 

inflammation and apoptosis.  A robust increase in the expression was found in genes involved in 

inflammation (i.e., AGT, CCR8, CXCR4, IL-6, IL-9, IL10RA, IL-17, IL-23A), signal transduction (i.e., FGF5, 

FGF7, MAP3K1, MAPk9m TGFBR1, TRAF2), cycle cellular (IGFBP1), immune response (i.e., IL-16, 

TLR4), apoptosis (TNFSF4, TNFSF11), and others genes belonging to different categories (i.e., BMP4, 

BMPR2, EPHA3, HGFBP1, RUNX1, RUNX2, SP1). With a >2-fold threshold filter gene modulation as 

significant, a high numbers of genes resulted significantly modulated both in HEK293 cell line and PBMCs 

infected both with the A1 (169 and 104 genes, respectively) and C3 subtypes (131 and 93 genes, 

respectively). Next, to increase the significance, only those genes with >4-fold changes in their expression 

were considered. A total of 24 genes resulted strongly induced especially by infection with HHV8 A1 

subtype. Comparison of transcriptional profiling between both viral subtypes was subsequently done: only 

4 genes resulted strongly induced by different viral subtypes (i.e., BMP4, BMPR2, RUNX2 and TNFSF11).   

To undestand the in vitro cell tropism of HHV8 A1 and C3 strains Human Embrionic Kidney (HEK293, 

Istituto Zooprofilattico Bruno Ubertini, Brescia) and Primary Human Lymphoblasts (PBMC, from HHV8 

negative donors; informed consent was obtained) and Rabbits corneal epithelial cell line (RCE) were 

infected with A1 and C3 HHV8 subtypes. RCE cells were choose bcause they could be used for 

permeability test in vivo. The viral load was greater than 10*3 copies/ml and increased only in the HEK293 

and RCE epithelial cells that were infected with HHV-8 subtype A1.  
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A liposomal formulation containing Distamycin hydrochloride (DA-Lipo) was prepared and  the 

encapsulation efficiency and in vitro release kinetics were evaluated. The amount of DA in liposomes 

was determined by HPLC after lysis of liposomes with absolute ethanol. The encapsulation efficiency 

calculated on the final unimodal liposomal dispersion  was  34.53% (E%) and permitted  the production of 

a aqueous liposomal dispersion  containing 1.38  ± 0.260 mg/ml of DA. The analysis of drug release 

properties of the liposomal formulation by using the dialysis membrane  demonstrated a fast diffusion of 

DA from reference solution (DA-sol) while a more controlled release was obtained from Lipo-Da vesicles.   

Cytotoxicity tests on RCE, HEK 293 and PBMC cells were carried out on DA reference solution 

(DA- Sol) on RCE, HEK 293 and PBMC cell lines, clearly showed the negligible toxicity of  DA aqueous 

solution  at  all the concentrations tested. In fact, cell viability remains higher than 50% up to DA 

concentration corresponding to 0.01% w/w while toxic effect  completely  disappeared for the liposomal 

formulation. After treatment of RCE, HEK 293 and PBMC cell lines with liposomal DA dispersion cell 

viability maintained  at over 90% irrespective of the tested concentration. These results confirm the lack of 

citoxicity of the liposomal formulation and consequently  allow to  establish the higher concentration  of 

DA to use  in the  biological tests.  

Permeation of DA through was evaluated on reconstituted Rabbits Corneal Epithelial membranes 

obtained from RCE cells seeded onto the Snapwell® membranes.The epithelial pharmacokinetic profile  

of  topically applied drugs is influenced by many factors and the instillation of  formulations potentially 

irritating could  favor in the eye the precorneal clearance and reduce the intraocular  absorption  of drugs. 

For these reasons becomes obvious to establish the biocompatibility of the formulation choosing the drug 

concentration able to avoid any toxic effects. The results  on  cytotoxicity tests performed  on RCE known 

for their sensibility towards irritating agents and widely used for the evaluation of ophthalminc adjuvant, 

confirm the good biocompatibility of  DA solutions  and the lack of toxic effects for DA encapsulated 

liposomes. 

DA concentration in biological tissue was evaluated in vivo in accordance  with the ARVO Statement 

for the Use  of Animal  in Ophthalmic and Vision Research,  following a protocol approved by the Ethical-

Scientific  Committee of the University of Pisa and under veterinary supervision. Male, New Zealand 

albino rabbits weighing 2.8-3.5 kg, from Pampaloni Rabbitry (Fauglia,  Italy) were used. As expected, 

after instillation into rabbit eye, the formulations were well tolerated and in no case symptoms of ocular 

inflammation and irritation were evidenced from DA concentration vs time curves. Cynetcs studies 

revealed  high DA concentration in the tear fluid of rabbits immediately after instillation of both 

formulations and its rapid decrease 10 min after instillation up to DA concentration of 2.59 and 0.87 

mg/mL for DA-Lipo and DA-Sol respectively after 30 minutes.  In addiction, the tear fluid DA concentration 

values were significantly higher at 3, 5 and 10 min (p < 0.05) for DA-Lipo formulations than for the 

reference.  All values were indicative of a less rapid elimination of DA after instillation of the liposomal 

formulation. This behavior was confirmed by DA half-life in tear fluid, whose values were 1.82 and 2.75 

min for DA-Sol and DA-Lipo, respectively. The AUC values were clearly indicative of the greater DA 
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bioavailability produced in tear fluid by DA-Lipo formulation (about 1.73-fold) with respect to DA-Sol even 

if statistically significant differences were not observed. The HPLC analysis on the DA content in the 

aqueous humor samples carried out at 15, 30, 60 min after instillation of both formulations allowed to 

assure the lack of trace of drug in this ocular fluid (LOQ and LOD values of analytical method 21.2 ng/mL 

and 9.23 ng/mL, respectively). Conversely, a significant amount of DA corresponding to 1.579  0.087 and 

2.028  0.063 ng/mg were detected in the corneal tissues 30 min after administration of DA-Sol and DA-

Lipo formulations, respectively (p < 0.05).  

The antiviral activity of DA, liposomal and free formulation, on HHV8 de novo infection of HEK 293 

cells and PBMC and RCE cells was evaluated by  Immunofluorecsence Reductiona Assay (IFA). 

Antiviral activity of concentrations ranging from 0.0772 to 772 μM of DA (DA-Sol1) and liposomal DA 

formulation (DA-Lipo) was evaluated and IC50 calculation was obtained with Graphpad Prism 2.0 

software (GraphPad Software, USA) in three experimetal replica. DA IC50 against HHV8 A1 and C3 

could be calculated only in HEK293 and RCE cells, because it resulted ineffective against the same 

HHV8 subtype infecting the PBMCs. DA IC50 against HHV8 A1 in HEK293 and RCE cells was 0.01343 

µg/ml and 0.06257 µg/ml respectively and DA IC50 against HHV8 C3 in HEK293 and RCE cells was 

0.127 µg/ml and 0.1187 µg/ml respectively. IC50 of the DAlipo formulation against HHV8 A1 in HEK293 

and RCE cells was 0.08096 µg/ml and 0.009351 µg/ml respectively and against HHV8 C3 it was 0.1132  

µg/ml and 0.1567 µg/ml in HEK293 and RCE cells. Interestingly DAlipo exploited its antiviral activity also 

in PBMC cells infected with A1 and C3 subtypes and the IC50 was 2.575 and 3.107 µg/ml respectively.  

 

This study describes a comprehensive picture of global gene changes soon after HHV-8 active infection of 

two susceptible cell types. We found that host cell expression changes after only 24 hours of infection, and 

it is quite different from previous gene induction studies that were carried out at later time points of virus 

infection. In fact, Poole et al. have used a different primary effusion lymphoma cell line (JSC1) to produce 

the virus that was used to infect primary endothelial cells for a period of 3–5 weeks, and gene array 

experiments were done when almost all of the cells changed from typical cobblestone to spindle-shaped 

morphology and were positive for LANA. Several features were apparent from these analysis: a) there was 

virtually non-overlapping list of genes in all of two viral subtypes analyzed; b) HHV-8-induced 

transcriptional profiles in the epithelial and PBMC were closely different. This is probably because the 

criteria of > 4-fold gene induction as significant is a threshold filter very tight. Nevertheless, the genes that 

emerge from such comparison will be of greater interest for studying their role in the unique biology of 

HHV-8. Furthermore, the replicative capacity of the two different strains in the two cell types and the 

modulation of cell involved in the inflammatory process would seem to indicate that the genotypic 

difference could be translated into a different virus-host relationship, also attributable to a different 

pathogenetic mechanism. In addition to identifying specific host response genes within each functional 

pathway that are already known to be important for HHV-8 infection, our findings identify novel candidate 

genes that are not yet known in HHV-8 biology. For example, up-regulated genes involved in inflammation 
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(AGT, CCR8, CXCR4, IL-6, IL-9, IL10RA, IL-17, IL-23A), signal transduction (FGF5, FGF7, MAP3K1, 

MAPk9, TGFBR1, TRAF2), cycle cellular (IGFBP1), immune response (IL-16, TLR4), Apoptosis (TNFSF4, 

TNFSF11). The roles of these molecules in HHV-8 infection and KS development remain to be studied. 

Obtained results show a lack of cytotoxicity of DAlipo on cultured HEK293, RCE and PBMC  cells. It might 

be noted that the CC50 value found in the present study falls at the low extreme of the range of CC50 values 

reported in the literature. In fact, available data show CC50 values ranging from 35 μM in a Hep-2 cell line 

to 154 μM in a HeLa cell line and 385 μM in rabbit primary kidney cells. It has been reported that DA 

inhibits the activity of all DNA polymerases. This mechanism of action could explain its antiviral activity. 

Because of the lack of information concerning the relevant genetic definition of HHV8 A1 and C3 subtypes 

from BCBL1 and BC3 cell lines, whether the observed behavior be the result of the expression of specific 

mutated genes or a non specific consequence of viral strain virulence has to be established. Clearly, 

further studies are needed to explain the different degree of sensitivity of HHV8 subtypes to DA and 

Dalipo.  The significant antiviral activity of DAlipo and the lack of citotoxicity  in epithelial and lymphoid cell 

lines shown in the present study indicates the compound as an antiherpetic drug potentially useful in both 

topic and systemic treatments. It could be used either alone or in association with other antiviral treatment, 

the latter to be employed at lower dosages and for shorter periods of time, thus limiting side effects. The 

antiviral activity of DAlipo formulation also in lymphoid cell lines may be due to the hydrophobic or 

amphiphilic drug penetration efficacy increased through inclusion of the drug in liposomes.  DAlipo 

showed, when compared with the free drug, higher antiviral activity against HHV8 A1 and C3 subtypes in 

PBMCs and might therefore represent a promising DA formulation that could be used also for systemic 

treatments. 
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RIASSUNTO 

 

Al fine di chiarire il processo di trasformazione neoplastica indotto dal Virus Erpetico Umano 8 (HHV8) e 

per comprendere il potenziale effetto antivirale contro HHV8 della Distamicina (un antibiotico 

oligopeptidico derivato dallo Streptomyces distallicus, oggi ottenuto per sintesi) , nel presente lavoro di 

dottorato sono state eseguite: 

1. l'analisi del pattern di espressione di geni cellulari coinvolti nella risposta antivirale (infiammazione e 

apoptosi) in linee cellulari di origine epiteliale Human Embryonic Kidney (HEK293) e linfoide da sangue 

periferico (PBMC) infettate con i sottotipi A1 e C3 di HHV8; 

2. l'analisi in vitro del il tropismo di HHV8 per cellule epiteliali derivate corneale di coniglio  (RCE), scelte 

per il loro successivo utilizzo per studiare la permeabilità del farmaco in vivo; . 

3. l'analisi della citotossicità e dell'efficacia di permeazione di una formulazione liposomiale della DA; 

4. l'analisi in vitro l'attività antivirale della formulazione liposomiale di DA contro HHV8 in citotipi epiteliali e 

linfoidi. 

 

Il pattern di espressione di geni cellulari coinvolti nei processi infiammatori e apoptotici sono stati 

analizzati nelle lnee cellulari HEK293 e PBMC infettate con ceppi di A1 e C3 derivati dalle linee 

BCBL1 e BC3 latentemente infette a 24 e 48 ore dopo l'infezione mediante  DualChip ® microarray 

(Eppendorf, Germania); il microarray contiene sonde rappresentative di 297 geni umani coinvolti in 65 

vie di trasmissione del segnale genico associate ai processi infiammatori ed apoptotici. I risultati hanno 

rilevato un significativo aumento nell'espressione dei geni coinvolti nel processo infiammatorio (vale a dire, 

AGT, CCR8, CXCR4, IL-6, IL-9, IL10RA, IL-17, IL-23A), trasduzione del segnale (ad esempio, FGF5, 

FGF7, MAP3K1, MAPk9m TGFBR1, TRAF2), ciclo cellulare (IGFBP1), risposta immunitaria (vale a dire, 

IL-16, TLR4), apoptosi (TNFSF4, TNFSF11), e altri geni appartenenti a diverse categorie (ad esempio, 

BMP4, BMPR2, EPHA3, HGFBP1 , RUNX1, RUNX2, SP1). Fissando una soglia di modulazione genica > 

2 volte, un elevato numero di geni sono risultati significativamente modulati sia in cellule HEK293 che nei 

PBMC infettate sia con il sottotipo A1 (169 e 104 geni, rispettivamente) e il sottotipo C3 (131 e 93 geni, 

rispettivamente). Per aumentare la significatività, la soglia di modulazione significativa è stat alzata a > 4 

volte della espressione basale. Un totale di 24 geni risultata fortemente indotta soprattutto da infezione 

con HHV8 sottotipo A1. Il confronto tra i profili di espressione nelle linee infettate con i due sottotipi ha 

evidenziato che solo 4 geni sono fortemente modulati comunemente dai differenti sottotipi virali (cioè, 

BMP4, BMPR2, Runx2 e TNFSF11). 

Per lo studio in vitro del tropismo cellulare dei ceppi  A1 e C3 di HHV8 le particelle virali infettanti 

ottenute dalle linee cellulari BC3 e BCBL1 sono state utilizzate per infettare le linee cellulari HEK293, 

PBMC e RCE. cellule RCE. a 24 e 48 h dall'infezione il DNA è stato estratto dal surnatante e dalle cellule 

separatamente ed amplificato mediante Real time PCR quantitativa; separatamente le cellule sono state 

analizzate mediante IFA indiretta utilizando sieri di pazienti HHV8 positivi per anticorpi anti K8.1. I risultati 



9 
 

dimostrano una carica virale supeiore a 10 * 3 copie / ml sollo nelle colture di cellule epiteliali HEK293 e 

RCE che infettate con HHV-8 sottotipo A1.  

E' stata preparata una formulazione liposomiale contenete distamicina cloridrato (DA-Lipo) 

l'efficienza di incapsulamento e le cinetiche di rilascio sono stati valutate. La quantità di DA 

incapsulata nei liposomi è stata determinata mediante HPLC dopo lisi dei liposomi con etanolo assoluto. 

L'efficienza di incapsulamento calcolata sulla dispersione liposomiale unimodale finale era 34.53% (E%) e 

la produzione di una dispersione liposomiale acquosa contenente 1,38 ± 0,260 mg / ml di DA. L'analisi 

delle proprietà di rilascio del farmaco della formulazione liposomiale utilizzando la membrana di dialisi 

hanno dimostrato una rapida diffusione di DA dalla soluzione di riferimento (DA-sol) mentre un rilascio più 

controllato è stato ottenuto da Lipo-Da. 

I test di citotossicità su RCE, HEK 293 e cellule PBMC effettuate sulla soluzione di riferimento DA (DA- 

Sol) ha mostrato chiaramente una tossicità trascurabile della soluzione acquosa di DA a tutte le 

concentrazioni testate. Infatti, la vitalità cellulare rimane superiore al 50% fino a una concentrazione di DA 

corrispondente al 0,01% w / w mentre l'effetto tossico scompare completamente per la formulazione 

liposomiale. Dopo il trattamento di RCE, HEK 293 e PBMC linee cellulari con DA liposomiale la vitalità 

cellulare si mantiene oltre il 90% a prescindere dalla concentrazione testata. Questi risultati confermano la 

mancanza di cititossicità della formulazione liposomiale e quindi consentono di stabilire la maggiore 

concentrazione di DA da utilizzare nei test biologici. 

La permeazione della DA attraverso è stata a valutata su membrane epiteliali corneali ricostituite 

ottenute da cellule RCE seminate su membrane Snapwell®. Il  profilo farmacocinetico epiteliale di 

farmaci per uso topico è influenzato da molti fattori e l'instillazione di formulazioni potenzialmente irritanti 

potrebbe ridurre l'assorbimento intraoculare dei farmaci. Per questi motivi diventa evidente per stabilire la 

biocompatibilità della formulazione scelta individuare la concentrazione del farmaco in grado di evitare 

effetti tossici. I risultati in test di citotossicità eseguiti su RCE note per la loro sensibilità verso agenti 

irritanti e ampiamente utilizzati per la valutazione di adiuvanti oftalmici, confermano la buona 

biocompatibilità di soluzioni di DA e la mancanza di effetti tossici per la DA incapsulata nei liposomi.  

La concentrazione di DA nel tessuto biologico è stata valutata in vivo in accordo con la dichiarazione 

ARVO per l'uso di animali in oftalmica e Vision Research, secondo un protocollo approvato dal Comitato 

Etico-Scientifico dell'Università di Pisa e sotto controllo veterinario. Sono stati utilizzati Maschi, conigli 

albini del peso di 2.8-3.5 kg, da Pampaloni Rabbitry Nuova Zelanda (Fauglia, Italia). Come atteso dopo 

l'istillazione le formulazioni di Da sono state ben tollerate e non si sono riscontrati casi di 

infiammazione/irritazione. Gli studi cinetici hanno rilevato un aumento della concentrazione subito dopo 

l'istillazione e un decremento dopo 30 min a  2.59 e 0.87 mg/mL per DA-Lipo e DA-Sol rispettivamente.  

Inoltre la concentrazione della formulazione liposomiale a 3-5 e 10 minuti dall'istillazione è risultata 

significativamente maggiore rispetto alla forma libera (p < 0.05). Tutti I dati hanno inoltre rilevato una  

velocità di eliminazione minore della forma liposomiale, comportamento confermato emivita della DA nel 

liquido lacrimale (1.82 e 2.75 min per DA-Sol e DA-Lipo, rispettivamente).  I valori di AUC sono indicativi 
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della maggiore biodisponibilità nel fluido lacrimale della formulazione liposomiale (circa 1,73 volte) rispetto 

alla forma libera. L'analisi della concentrazione di DA nell'umor acqueo a 15-30 e 60 minuti dall'istillazione 

di entrambe le formulazioni hanno rilevato l'assenza del farmaco (valori LOQ e LOD di analitica metodo 

21,2 ng / mL e 9,23 ng / ml, rispettivamente). Al contrario, una notevole quantità di DA corrispondente a 

1.579 0.087 e 2.028 0,063 ng / mg sono stati rilevati nei tessuti corneali 30 minuti dopo la 

somministrazione di DA-Sol e DA-Lipo formulazioni, rispettivamente (p <0.05). L'analisi HPLC del 

contenuto DA nei campioni nell'umore acqueo effettuati a 15, 30, 60 minuti dopo l'instillazione di entrambe 

le formulazioni consentiti per assicurare l'assenza di tracce di farmaco in questo fluido oculare .  

L'attività antivirale della DA, liposomiale e della formulazione libera, su infezione de novo con 

HHV8 di cellule HEK 293 e le cellule PBMC e RCE è stata valutata mediante saggio di riduzione di 

immunofluorescenza (IFA). L'attività antivirale di concentrazioni variabili (0772-772 mM) di DA (DA-Sol1) 

e della formulazione liposomiale DA (DA-Lipo) è stata valutata e la concentrazione inibente al 50% (IC50) 

è stata ottenuta con il software GraphPad Prism 2.0  in tre repliche sperimentali. E’ stato possibile 

calcolare la IC50 solo  solo nelle colture di HEK293 e RCE infettate con il ceppo A1 in quanto la DA in 

forma libera è risultata inefficace nella linea PBMC. La IC50 della DA libera contro il ceppo  A1 nelle 

cellule HEK293 e RCE è stata di 0,01,343 ug / ml e di 0,06,257 ug / ml e per il ceppo C3 di  0,127 ug / ml 

e di 0,1187 ug / ml, rispettivamente. La IC50 della formulazione liposomiale DAlipo contro il ceppo A1 

nelle cellule HEK293 e RCE è stata di 0,08,096 ug / ml e di 0,009,351 ug / ml e contro il ceppo C3 di 

0,1132 ug / ml e di 0.1567 ug / ml in. È interessante notare che la DAlipo ha esplicato la sua attività 

antivirale anche nelle cellule PBMC infettate con sottotipi A1 e C3 e le IC50 sono state di 2.575 e 3.107 ug 

/ ml. 

 

Questo studio descrive un quadro completo della modulazione genica cellulare durante la fase litica 

dell’infezione con il virus HHV8 attiva in due citotipi sensibili HEK 293 e PBMC. Abbiamo scoperto che 

l'espressione della cellula ospite cambia dopo solo 24 ore dall’infezione, ed è molto diversa dagli studi 

genici di induzione precedenti che sono stati effettuati in momenti successivi dell’infezione. Infatti, Poole et 

al. che hanno utilizzato una diversa la linea cellulare JSC1 per produrre il virus utilizzato per infettare 

cellule endoteliali primarie hanno eseguito gli studi di modulazione genica dopo 3-5 settimane 

dall’infezione quando ormai le cellule erano state trasformate in “spindle cells” risultavano positive agli 

antigeni LANA. Dall’analisi eseguita: a) non si rileva sovrapposizione di geni modulati da parte dei sottotipi 

virali analizzati; b) il profilo trascrizionale indotto dall’infezione nella linea epiteliale e linfoide era  

strettamente diverso. Questo è probabilmente perché il criterio fissato di un aumento di almeno 4 volte 

come significativo per la modulazione genica è un filtro di soglia molto stretto. Tuttavia, i geni che 

emergono da tale confronto sarà di maggior interesse per lo studio del loro ruolo nella biologia unica di 

HHV-8. Inoltre, la capacità replicativa dei due ceppi nei due tipi di cellule e la modulazione dei geni 

coinvolti nel processo infiammatorio sembrerebbe indicare che la differenza genotipica potrebbe essere 

tradotta in un diverso rapporto virus-ospite, imputabile anche a un differente meccanismo patogenetico. 
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Oltre a identificare i geni di risposta host-specifico all'interno di ciascun percorso funzionale che sono già 

noti per essere importante per HHV-8, i nostri risultati identificano nuovi geni candidati che non sono 

ancora noti nella  biologia di HHV8. Ad esempio, una up-regolazione di geni coinvolti nel processo 

infiammatorio (AGT, CCR8, CXCR4, IL-6, IL-9, IL10RA, IL-17, IL-23A), nella trasduzione del segnale 

(FGF5, FGF7, MAP3K1, MAPk9, TGFBR1, TRAF2 ), nel nelciclo cellulare (IGFBP1), la risposta 

immunitaria (IL-16, TLR4), nell’apoptosi (TNFSF4, TNFSF11). I ruoli di queste molecole nell’istaurarsi 

dell’infezione di HHV8 e lo sviluppo del KS rimangono da studiare. I risultati dei saggi farmacologici 

mostrano una mancanza di citotossicità della DAlipo su tutte le linee analizzate. Da notare che i valori di 

CC50 rilevati nel presente cadono nell’estremo inferiore del range di valori di CC50 per la DA riportati in 

letteratura. Infatti, i valori CC50 dati disponibili vanno da 35 uM nella linea cellulare Hep-2 a 154 uM nella 

linea  HeLa e 385 uM nelle cellule primarie di rene di coniglio. La DA sembra inibire tutte le DNA 

polimerasi, il che potrebbe spiegare l’ origine della sua attività antivirale.  A causa della mancanza di 

informazioni riguardo la genetica dei sottotipi A1 e C3 derivati dalle linee cellulari latentemente infette, non 

è possibile capire fino in fondo se l’attività antivirale rilevata sia dovuta a mutazioni geniche specifiche o 

alla virulenza dei ceppi. Sicuramente sono necessari ulteriori studi per capire il meccanismo antivirale 

della DA in entrambe le formulazioni contro il virus HHV8. La marcata attività antivirale e la mancanza di 

tossicità della formulazione liposomiale rilevata nel presente studio indicano la possibilità di utilizzare la 

DA come un farmaco antierpetico per trattamenti sia sistemici che topici. Potrebbe essere utilizzata da 

sola o in associazione ad altri agenti antivirali per accorciare i tempi di trattamento e minimizzare gli effetti 

collaterali. La attività antivirale della formulazione liposomiale anche nella linea PBMC potrebbe essere 

dovuta all’aumento dell’efficacia di penetrazione grazie all’inclusione nei liposomi. E’ proprio la DAlipo che 

ha dimostrato attività antivirale anche nella linea linfoide e bassissima citotossicità potrebbe essere 

utilizzata anche per trattamenti sistemici. 
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INTRODUZIONE 

 

HHV8, INFEZIONE PRIMARIA 

HHV8 penetra nella cellula ospite grazie all’interazione tra un motivo arginina-glicina-aspartato (RGD) 

della glicoproteina dell’envelope gB, e un’integrina presente sulla membrana cellulare (Akula S.M. et 

al.,2002; Wang F.Z. et al.,2003). L’infezione primaria è caratterizzata da un ciclo virale litico e il 95% dei 

soggetti immunocompetenti che vengono in contatto col virus non presentano mai sintomi. E’ stato 

dimostrato in bambini immunocompetenti che le prime manifestazioni cliniche dovute all’infezione sono 

caratterizzate da un rush maculopapulare cranio-caudale della durata 3-8 giorni, febbre per 2-14 giorni in 

alcuni casi maggiore di 39°C e sintomi delle alte e delle basse vie respiratorie di bassa entità. Nei soggetti 

in studio si è inoltre riscontrata la presenza del genoma di HHV8 nella saliva in seguito all’ infezione 

primaria in alcuni casi concomitante con viremia. Il genoma di HHV8 è stato inoltre rilevato nel 10% dei 

sieri prelevati da omosessuali maschi infetti sia prima che dopo la sieroconversione caratterizzata da 

febbre alta e prolungata, artralgie, linfoadenopatia cervicale (Goudsmit J. et al., 2000). In uno studio 

condotto nel 2001 è inoltre emersa la presenza del virus nelle cellule mononucleate del sangue di soggetti 

omosessuali HIV negativi dimostrando la replicazione virale nei tessuti linfoidi durante l’infezione primaria 

(Wang Q.J. et al., 2001). Dopo la fase litica il virus va incontro a latenza nei linfociti B19 durante la quale 

esprime la maggior parte dei geni virali coinvolti nella trasformazione cellulare (Fields et al., 2007). Nei 

soggetti immunocompromessi in seguito a trattamento con chemioterapici, trapianto d’organo, seniltà o 

infezione con HIV si assiste ad una riattivazione della replicazione virale che precede lo sviluppo del PEL, 

del KS e del’MCD (Carbone A. et al., 2007). 

 

HHV8, TROPISMO CELLULARE 

Il DNA di HHV8 è stato ritrovato nelle lesioni KS (100%) e in percentuale minore anche nei linfociti B 

CD19+ circolanti (46%), che rappresentano il sito principale di latenza del virus, ma anche nelle cellule 

epiteliali di rivestimento della cavità orale (37%), nelle biopsie cutanee non neoplastiche (23%), nel 

plasma (7%) e in piccola percentuale anche nelle cellule epiteliali prostatiche (1%). HHV8 sembra quindi 

avere ampio pettro d’ospite cellulare caratterizzato da un’efficienza di infezione e di replicazione variabile 

(Laduca J.R. et al.,1998). Nelle cellule delle lesioni KS il DNA di HHV8 si ritrova principalmente nelle 

spindle cells (cellule fusiformi), cellule tumorali di origine endoteliale che esprimono sulla loro superficie 

sia antigeni endoteliali che macrofagici (Pyakurel P. et al., 2007; Seybold U. et al., 2008). Tali cellule sono 

solitamente latentemente infette, ma in alcuni casi è stata rilevata l’espressione di geni virali litici oltre che 

la produzione di progenie virale (Staskus K.A., 1997).   

 

HHV8, GENOMA 

Il DNA di HHV8 presenta un segmento centrale di circa 140 kb a basso contenuto di GC (L DNA) 

fiancheggiato da sequenze terminali ripetute invece ricche di GC (H DNA). Il segmento di L DNA di HHV8 
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ha molte “open reading frames” (ORF) con significativa omologia di sequenza con geni umani (Hengge 

U.R. et al., 2002b). Il genoma è circolare durante la fase latente dell’infezione e lineare invece durante il 

ciclo litico. 

 

HHV8, GENI E PROTEINE VIRALI  

Il Genoma di HHV8 comprende 95 geni, 25 dei quali codificano per proteine uniche virali. Numerosi sono 

geni omologhi a geni cellulari, di cui si pensa HHV8 si sia arricchito nel corso dell’evoluzione, espressi dal 

virus in diverse fasi del proprio ciclo biologico (Hengge U.R. et al., 2002 b). Le proteine codificate dai geni 

omologhi cellulari si ritiene possano essere coinvolte nei processi di trasformazione virale codificando per 

proteine in grado di interferire con il metabolismo cellulare (Moore P.S. et al., 1996). 

 

HHV8, GENI CICLO LITICO 

Molti dei geni virali espressi durante il ciclo litico codificano per proteine immunoregolatorie o in grado di 

consentire alle cellule infette di evitare o inibire il sistema immunitario dell’ospite (Sarid R. et al., 1998; Sun 

R. et al., 1999; Jacobson L.P. et al., 2000; Jenner R. et al., 2001; Paulose-Murphy M. et al., 2001; Fakhari 

F.D. et al., 2002; Coscoy L. 2007). Il gene virale K2/vIL-6 presenta un’analogia di sequenza e di 

funzionalità con l’interleuchina 6 (IL6) umana: è in grado di stimolare la proliferazione cellulare tramite 

l’ausilio del corecettore gp130 indipendentemente dalla presenza del recettore proprio dell’IL6 (gp80). Il 

prodotto di K2/vIL-6 IL6 può simulare l’attività dell’IL6 umana tramite l’attivazione di una cascata di segnali 

(JAK1, STAT1/3, STAT5) che determinano tra l’altro per esempio la neoangiogenesi (Osborne J., 1999; 

Nicholas J., 1997).  La proteina codificata dall’ORF 74 (vGPCR), è una proteina transmembrana omologa 

al recettore umano dell’interleuchina 8 (IL-8). Le cellule che esprimono vGPCR secernono elevate 

quantità di fattori di crescita e citochine sia autocrine che paracrine (IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8, granulociti, 

macrofagi, VEGF, bFGF, e MCP-1) con possibilità quindi di indurre la neoangiogenesi mediante un 

meccanismo paracrino (Bais C., 1998). Le proteine vMIP, vMIP-II, e vMIP-III virali, codificate 

rispettivamente dall’ORF K6, K4 e K4.1 sono omologhe di chemochine umane ed hanno un ruolo 

proinfiammatorio e immunomodulatore (Fields et al., 2007). Il prodotto del’ORF 16, v-BCL-2, ha un’elevata 

omologia di sequenza con la BCL-2 umana nei domini BH1 e BH2 mentre risulta differente nel dominio 

BH3 (Sarid R. et al., 1997; Cheng E. et al., 1997). A differenza della controparte cellulare BCL-2 virale 

svolge un’azione antiapoptotica (Albrecht J.C. et al., 1992; Neipel et al., 1997; Sun R. et al., 1999). A 

livello dell’ envelope virale, codificata dalla ORF45 una proteina, che è espressa molto precocemente 

nell’infezione virale litica, è in grado di bloccare la risposta immunitaria innata interagendo con la proteina 

cellulare Interferon Regulator Factor 7 (IRF7) e reprimendo così la trascrizione dei geni dell’interferone α e 

β (IFNα e β) (Zhu F.X. et al., 2002). Studi recenti hanno dimostrato che questa proteina di origine virale 

gioca un ruolo critico sia nell’infezione ex novo, che nel rilascio della progenie virale dalla cellula infettata 

(Zhu F.X. et al., 2006). L’envelope comprende le glicoproteine gB (ORF8), gH (ORF22), gL (ORF47), gM 

(ORF39) e gN (ORF53), che sono molto conservate nella famiglia degli Herpesviridae, ed i prodotti della 
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ORFK8.1, ORF68 ed ORF28. La proteina codificata dalla ORFK8.1 favorisce l’adesione del virus alla 

superficie della cellula ospite attraverso un legame all’eparan-solfato, ed in vivo stimola la produzione di 

anticorpi neutralizzanti (Wang F.Z. et al., 2001). Anche gB contiene un sito di riconoscimento per l’eparan-

solfato e possiede il motivo aminoacidico Arg-Gly-Asp (RGD) nel suo dominio extracellulare mediante il 

quale risulta interagire specificatamente con l’integrina α3β1 utilizzata dal virus come recettore per la 

penetrazione nella cellula ospite (Wang F.Z. et al., 2003). Come per gli altri herpesvirus, gH e gL formano 

un eterodimero (gH/gL); gL è richiesta per il “folding” ed il trasporto intracellulare di gH. Le glicoproteine 

gB, gH e gL sono essenziali per la penetrazione del virus nella cellula ed, inoltre, quando vengono 

espresse in cellule suscettibili all’infezione da parte di HHV8 inducono la formazione di policariociti (Pertel 

P.E., 2002). Nel gemona di HHV8 recentemente sono state ritrovate sequenze codificanti proteine 

cellulari, la β-actina e la catena pesante di tipo A della miosina di classe II, suggerendo un coinvolgimento 

del citoscheletro nel trasporto intracellulare dei capsidi virali, nell’assemblaggio e nella fuoriuscita dei 

virioni maturi (Zhu F.X. et al., 2005). 

  

HHV8, GENI DELLA LATENZA 

I geni espressi da HHV8 in fase di latenza sono stati studiati in colture primarie derivanti da PEL, è quindi 

possibile che il pattern di espressione virale in tali istotitpi non rappresenti quello presente in altri tipi di 

cellule latentemente infette. Alcuni studi hanno infatti rilevato che la proteina v-IRF3 espressa nelle cellule 

derivanti da PEL non è rilevabile nei KS (Rivas C. et al., 2001). Nei PEL la maggior parte dei trascritti in 

fase di latenza deriva da una regione genomica virale localizzata tra l’ORF12 e l’ORF74. In questa regione 

sono presenti almeno due principali promotori che dirigono la sintesi di due principali famiglie di proteine 

espresse in fase di latenza: 1- il promotore LANA, 2- il promotore per le Kaposine (Fields et al., 2007). Il 

promotore LANA influenza l’espressione di tre principali geni, l’ORF73, l’ORF72 e l’ORF71. L’ORF73 

codifica per LANA, una proteina multifunzionale che si ritrova nel nucleo di tutte le cellule latentemente 

infette da HHV8 (Ballestas M.E. et al., 1999; Cotter M.A. et al., 1999), che ha funzione principale di 

stabilizzare e mantenere il DNA virale in forma episomiale (Fields et al., 2007). Studi recenti, hanno 

dimostrato che LANA sarebbe in grado di trasformare cellule di roditore interagendo con l’oncogene H-ras 

(Radkov S.A. et al., 2000). E’ noto che oltre a contribuire a mantenere il genoma virale allo stato 

episomico LANA è in grado di transattivare il proprio promotore, che controlla l’espressione anche di altri 

geni sia virali e che cellulari (Renne R. et al., 2001). Una regione che si estende fino a 1299 pb a monte 

del sito di inizio della trascrizione conferisce al promotore LANA specificità di tessuto rendendolo endotelio 

dipendente nel modello animale, sia a livello embrionale che adulto (Jeong J. et al., 2001). LANA è un 

antigene altamente immunogeno, quindi numerose tecniche sierologiche utilizzate per l’analisi della 

sieroprevalenza di HHV8 sono basate sulla ricerca di anticorpi anti LANA (Gao S.J. et al., 1996 a/b).Il 

promotore LANA modula ad esempio la sintesi della v-ciclina omologa alla ciclina D cellulare e della v-

FLIP omologa invece alla proteina cellulare inibitoria FLIP. La v-ciclina codificata dall’ORF72, come la 

ciclina D cellulare, attiva le chinasi che fosforilate vanno ad inattivare pRB cellulare che determina il 
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passaggio delle cellule in fase S (Li M. et al., 1997). La una famiglia di proteine virali, v-FLIPs (viral FADD-

Like ICE Inhibitory Proteins), contengono due domini DEDs attraverso cui competono con le procaspasi 

per il legame a FADD, inibendo l’apoptosi nella via mediata da recettori di morte. Tali proteine sono 

codificate a partire dall’ORF71 (Fields et al., 2007). Cellule transfettate con FLIP diventano resistenti 

all’apoptosi dipendente da questa via. L’omologo di v-Flip, cFlip, è una proteina che si può trovare in due 

forme di splicing: la più corta si comporta come vFlip, mentre la più lunga possiede un dominio C-

terminale simile a quello di caspasi-8 (C8). Un’altra attività essenziale di v-Flip sembra essere collegata 

alla regolazione della risposta infiammatoria tramite l’induzione del fattore di trascrizione pro-infiammatorio 

NF-KB (Fields et al., 2007). Il promotore per le Kaposine regola l’espressione dell’ORFK12 che codifica 

per tre principali proteine, Kaposina A, B e C. La Kaposina A è una proteina ritrovata sia sulla superficie 

cellulare che sulle membrane intracellulari (Tomkowicz B. et al., 2002) ed è stato dimostrato che una 

sovraespressione di tale proteina provoca in vitro trasformazioni morfologiche in fibroblasti immortalizzati 

(Rat-1) producendo i classici fibrosarcomi nei topi nudi (Moore P.S. et al., 1996a). L’espressione di tale 

proteine inoltre determina nelle cellule l’amplificazione della produzione delle chinasi serina/treonina 

(Muralidhar S., 2000). La Kaposina B ha dimensioni più piccole rispetto alla C, con cui condivide delle 

sequenze amminoacidiche fiancheggiate da ogni lato da sequenze invece uniche per ogni proteina. La 

principale attività di queste proteine, sembra correlata all’azione di v-Flip, nello stimolare quindi la risposta 

infiammatoria (Fields et al., 2007).  

 

HHV8, GENI DELLA RIATTIVAZIONE 

HHV8 durante la latenza può andare incontro a riattivazione sfuggendo al sistema immunitario dell’ospite 

divenuto deficitario in seguito a trapianto d’organo, infezione con HIV, senilità (Chen J. et al., 2001, 

Cattani P. et al., 2003). Numerosi studi molecolari supportano l’ipotesi che la riattivazione contribuisce 

direttamente alla sviluppo di KS attraverso l’espressione di numerose proteine codificate dal virus durante 

la fase litica, infatti la comparsa delle lesioni è preceduta da un aumento della viremia (Cesarman E. et al., 

2000; Bowser B.S. et al., 2002). Recenti studi hanno dimostrato che tra numerosi geni coinvolti nella 

riattivazione, ORF50 è fondamentale per attivare la replicazione litica del virus in cellule PEL (Sun R. et 

al.,1998; Lukac D.M. et al.,1998; Lukac D.M. et al.,1999; Gradoville L. et al., 2000). Il prodotto dell’ORF50, 

è un polipeptide nucleare di 691 amminoacidi che in seguito a maturazione è detto proteina Rta. Questa, 

se pur non sufficiente a riattivare la replicazione virale, è in grado di transattivare direttamente e 

selettivamente diversi promotori virali espressi con tarda cinetica durante la riattivazione (Chen J. et 

al.,2000; Jeong J. et al.,2001; Wang S. et al., 2001a/b; Chang P. et al.,2002). I dati presenti in letteratura 

suggeriscono che tale prodotto genico attiva i promotori di importanti proteine coinvolte nella patogenesi di 

HHV8 come K12/kaposine, vIL-6, vMIP-I, vIRF-1, vGPCR e K1 che hanno il compito di alterare i normali 

meccanismi di controllo del ciclo cellulare, creando l’ambiente idoneo alla replicazione virale (Jeong J. et 

al., 2001; Wang S. et al., 2001 b; Deng H. et al., 2002; Ueda K. et al., 2002). 
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HHV8, IMMUNOEVASIONE 

L’instaurarsi di un’infezione latente, assolutamente necessaria per la patogenesi sia del KS che del PEL e 

dell’MCD, viene favorito dalla capacità di HHV8 di contrastare in modo efficiente il sistema immunitario 

dell’ospite. La latenza rappresenta una strategia virale passiva di immunoevasione, durante la quale solo 

pochi geni virali vengono espressi, riducendo così il numero di antigeni che possono essere presentati al 

sistema immunitario ed evocare una risposta specifica contro le cellule infettate con HHV8 (Rezaee S.A. 

et al., 2006). L’infezione litica con produzione e rilascio di nuovi virioni è necessaria per la diffusione del 

virus nell’ospite, pertanto HHV8 deve necessariamente evadere attivamente le difese immunitarie 

dell’ospite. Per attuare l’infezione litica numerose proteine virali interferiscono direttamente sia con 

l’immunità innata che con l’instaurarsi dell’immunità adattativa specifica (Coscoy L., 2007). Nell’ambito 

delle risposte immunitarie innate, HHV8:  

 inibisce l’attivazione del sistema del complemento, preposto alla lisi diretta delle cellule infettate e delle 

particelle virali o a promuoverne la fagocitosi e l’eliminazione da parte dei macrofagi, grazie alla proteina 

KCP (KSHV complement-control protein, ORF 4) (Spiller O.B. et al., 2003);  

 inibisce l’espressione dei geni dell’IFNα e β e/o interferisce con il loro meccanismo d’azione antivirale, 

grazie alla proteina del tegumento codificata dall’ORF45 ed ai numerosi omologhi virali degli IRF quali: 

IRF1 (ORF K9), IRF2 (ORF K11.1/K11), IRF3 (ORF K10.6/K10.5) ed IRF4 (ORF K10.1/K10).  

L’apoptosi delle cellule infettate rappresenta un meccanismo di difesa innato che serve a limitare la 

replicazione virale e la diffusione dell’infezione ma è anche il sistema effettore delle risposte immunitarie 

adattative (Rezaee S.A. et al., 2006). HHV8 codifica tre proteine antiapoatotiche che interferiscono 

direttamente con il processo apoptotico. Tra queste vFLIP, le proteine vIAP (ORF K7) e vBcl- 2 (ORF 16) 

che favoriscono la sopravvivenza delle cellule infettate da HHV8 grazie alla loro capacità di bloccare 

l’apoptosi, l’una inibendo direttamente le caspasi e l’altra modulando negativamente l’attività ed il rilascio 

di molecole proapoptotiche; in questo modo, viene favorito il completamento del ciclo replicativo virale con 

rilascio di nuova progenie e diffusione dell’infezione virale (Dourmishev L.A. et al., 2003). Nell’ambito 

dell’immunità adattativa, la presentazione degli antigeni virali da parte delle proteine del complesso 

maggiore di istocompatibilità di classe I (HLA-A, B, C) sulla superficie delle cellule infettate ed il 

successivo riconoscimento da parte dei linfociti T CD8+ citotossici è fondamentale per lo sviluppo di 

un’efficiente risposta immunitaria specifica. HHV8 codifica due proteine, MIR1 e MIR2, che interferiscono 

con l’espressione degli HLA di classe I sulla superficie delle cellule infettate, promuovendone 

l’internalizzazione per endocitosi e la degradazione nei lisosomi, e che, quindi, inibiscono la presentazione 

degli antigeni virali al sistema immunitario dell’ospite (Coscoy L. et al., 2000). MIR1 e MIR2 riducono 

inoltre, l’espressione anche di altre proteine di superficie, come il CD86 (B7- 2) e la molecola d’adesione 

ICAM-1, che funzionano da segnali di co-stimolazione per le cellule T; la ridotta espressione di queste 

proteine sulle cellule preposte a presentare l’antigene (APC), cellule dendritiche, macrofagi e cellule B 

infettate da HHV8, interferisce ulteriormente con la genesi delle risposte immunitarie adattative specifiche 

(Coscoy L. et al., 2001). Le chemochine vMIP-I (ORF K6), vMIP-II (ORF K4) e vMIP-III (ORF K4.1) 
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codificate da HHV8 attivano recettori prevalentemente distribuiti sulle cellule Th2 CD4+, indirizzando così 

le difese immunitarie dell’ospite verso una risposta di tipo umorale anticorpale a scapito di quella cellulo-

mediata citotossica, in cui giocano un ruolo chiave le cellule T CD8+ e le cellule Th1 CD4+ che è deputata 

al controllo ed all’eliminazione dell’infezione virale (Stine J.T. et al., 2000; Holst P.J. et al., 2003). Inoltre, è 

stato osservato che vMIP-II può anche funzionare da antagonista di molteplici chemochine endogene, tipo 

RANTES o MIP-1α, su diverse cellule del sistema immunitario (T CD8+, Th1 CD4+, B, macrofagi, NK) 

compromettendo quindi le risposte infiammatorie ed immunitarie di tipo Th1. In generale, attraverso la loro 

attività immunomodulatrice, le chemochine mimiche virali creano un microambiente favorevole per la 

sopravvivenza delle cellule infettate da loro stesso infettate e promuovendo la diffusione dell’infezione 

virale contribuendo indirettamente alla patogenesie (Jensen K.K. et al., 2004). Altre proteine di HHV8 

possono esercitare funzioni immunomodulatrici ed interferire con il sistema immunitario dell’ospite. Fra 

queste:  

 la proteina RTA, che promuove la degradazione dell’IRF7 ed agisce in sinergia con il prodotto 

dell’ORF 45 inibendo l’espressione dei geni dell’IFNα e β (Yu Y. et al., 2005);  

 la proteina vIL-6 (ORF K2), che promuove la proliferazione delle cellule B ed il loro differenziamento a 

plasmacellule, inibisce l’apoptosi indotta da una varietà di stimoli differenti ed agisce in sinergia con le 

chemochine virali favorendo le risposte anticorpali di tipo Th2 ed inibendo quelle citotossiche di tipo Th1 

(Dourmishev L.A. et al., 2003; Coscoy L. et al., 2007);  

 la glicoproteina vOX2 (ORF K14), omologa alla glicoproteina cellulare OX2 (Rezaee S.A. et al., 2006; 

Coscoy L. et al., 2007). 

 

HHV8, VARIABILITA’ VIRALE 

L’analisi delle sequenze dei diversi di HHV8 in diverse aree geografiche ha permesso di chiarire che, 

sebbene parte del genoma virale sia conservato, esistono delle regioni con elevata variabilità, tra le 

principali: ORFK1 e ORFK15 (Zong J.C. et al., 1999). La variabilità dell’ORFK15 è limitata in quanto 

presenta due soli alleli: M e P quasi completamente conservati (Nicholas J. et al., 1998). Al contrario la 

variabilità dell’ORFK1 è molto elevata. Questa regione genica, che si estende dal codone 1 al 289, 

codifica per una proteina transmembrana con un dominio extracellullare di interazione con le 

immunoglobuline ed uno intracellulare di interazione con proteine chinasiche (Nicholas J. et al., 1998). E’ 

quindi possibile che tale proteina possa prendere parte al complesso meccanismo di trasduzione dei 

segnali cellulari. In base all’analisi della sequenza dell’ORFK1 è stato possibile suddividere gli isolati di 

HHV8 in 5 maggiori tipi: A, B, C, D ed E che presentano il 15-30% di variabilità a livello amminoacidico 

(Zong J.C. et al., 1999). La regione ORFK1 è suddividibile in due regioni ipervariabile: VR1 e VR2 che si 

estendono rispettivamente dal codone 54 al 93 e dal 191 al 228, all’interno delle quali i diversi ceppi isolati 

risultano divergenti fino al 60% (Zong J.C. et al., 1999). L’analisi filogenetica condotta su una regione di 

289 amminoacidi di 63 isolati di HHV8, prelevati da 63 KS, ha permesso di individuare un’ulteriore 

variabilità nella sequenza amminoacidica (circa il 5%) dei principali 5 ceppi, che ha permesso la 
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descrizione 13 varianti virali denominate da A1 ad A5, da C1 a C5 e D1 e D2 (Zong J.C. et al., 1999). E’ 

importante sottolineare che tali isolati sono stabili nell’ospite, come dimostrato da numerosi esperimenti di 

clonaggio di stipiti virali isolati dallo stesso KS a tempi diversi (Zong J.C. et al., 1999). Ad oggi i ceppi virali 

sono stati associati solo ad una diversa distribuzione geografica: ceppi A e C più diffusi in Europa , U.S.A, 

Medio Oriente e Asia, ceppo B nell’ Africa sub-Sahariana, ceppo D principalmente in individui provenienti 

dalle isole del Pacifico e dall’Australia, ceppo E in Sud-Americani (Zong J.C. et al., 1999, Biggar R.J., 

2000). L’odierna distribuzione geografica dei ceppi di HHV8 è il risultato del cosiddetto “effetto fondatore” 

associato a fenomeni migratori dell’uomo moderno dall’Africa e all’isolamento di alcune comunità in 

particolari aree geografiche negli ultimi 10.000 anni. Questi risultati suggeriscono che sebbene HHV8 sia 

un virus di recente scoperta, è in realtà un agente infettivo antico che si pensa abbia convissuto con 

l’Homo sapiens fin dalla sua origine (Rose T.M. et al., 1997; Lacoste V. et al., 2000 ). 

 

CARATTERISTICHE MOLECOLARI E TROPISMO CELLULARE DEI SOTTOTIPI A1 E C3 DI HHV8  

Un recente studio condotto nel nostro laboratorio ha analizzato l’incidenza sieroepidemiologica e 

molecolare dell’infezione da HHV8 su 30 pazienti affetti da KS classico tutti residenti nell’area di Sassari 

(Matteoli B. et al., 2008). Il DNA virale è stato rilevato rispettivamente nel 16.7%, 66.7%, 66.3%, 100% dei 

campioni di siero, sangue, saliva e biopsie dei 30 pazienti KS. La tipizzazione, eseguita con successo in 

23 KS, ha rilevato che 10 pazienti erano infetti con il sottotipo A1, 4 con il sottotipo A3, 1 con il sottotipo 

A4, 7 con il sottotipo C2 ed 1 con il sottotipo C3. L’analisi statistica non ha rilevato alcuna correlazione tra 

la carica virale nella saliva e nel sangue dei 30 KS (R=0.239, correlazione di Spearman), anche se la 

carica nella saliva risultava significativamente maggiore (68.0678 vs 736 copie/ml) (p=0.02, test di 

Wilcoxon per coppie di campioni), inoltre la carica virale in saliva è risultata significativamente maggiore 

(p=0.004, test di Wilcoxon) solo nei pazienti affetti dal ceppo A, che presentavano anche una carica virale 

significativamente maggiore nella saliva rispetto al sangue (p=0.029, test Mann-Whitney). Fissando un 

riferimento a 1000 copie/ml, l’80% dei KS infettati dal ceppo A e solo il 14.3% di quelli affetti dal ceppo C 

presentano cariche virali in saliva significativamente superiori (p=0.007, test di Fisher). La stessa analisi 

condotta sulle cariche virali in sangue non ha dato risultati statisticamente significativi. In 2 pazienti KS è 

stata analizzata separatamente la sieorpositività per anticorpi anti-LANA ed anti K8.1, la carica virale in 

sangue e saliva ed il genotipo infettante su campioni seriali prelevati in concomitanza di trattamento 

farmacologico. I risultati hanno dimostrato che solo l’andamento degli anticorpi anti-LANA correla con 

l’andamento clinico della malattia, che l’andamento della carica virale in saliva è inversamente 

proporzionale a quella nel sangue e nel siero e che un aumento della replicazione virale nel cavo orale è 

associata ad un miglioramento delle condizioni cliniche del paziente. La genotipizzazione eseguita su tutti 

i fluidi biologici a disposizione ha dimostrato che entrambe i KS erano affetti dal ceppo A1. Lo studio 

filogenetico e della quantificazione della carica virale confermano, che la saliva è il fluido dove il DNA 

virale è maggiormente rilevabile, la presenza nell’area del Mediterraneo di entrambe i ceppi virali A e C, la 

mancanza di superinfezioni prima o durante il follow-up, concludendo che il ceppo virale rimane costante 
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nel tempo e nei vari fluidi dello stesso paziente. Nonostante il basso numero di isolati testati, i dati 

sieroepidemiologici e molecolari ottenuti in questo studio indicano l’esistenza di un più elevato tropismo 

dei ceppi A verso le cellule epiteliali, come quelle che rivestono il cavo orale. Considerando inoltre i dati 

riportati da uno studio epidemiologico recente che ha rilevato una maggiore progressione della forma 

classica del KS in pazienti infetti con il sottotipo A (Mancuso R. et al., 2008), di la differenza genotipica si 

potrebbe tradurre in un diverso rapporto virus-ospite riconducibile anche ad un diverso meccanismo di 

trasformazione. 

 

IL SARCOMA DI KAPOSI 

KS è un tumore di origine mesenchimale caratterizzato dalla comparsa simultanea di lesioni multiple sulla 

cute e nelle forme più aggressive all’interno dei visceri (Hengge U.R. et al., 2002a). Considerando 

l’influenza delle citochine infiammatorie sul ciclo di replicazione virale è stato anche proposto che il KS 

inizi come iperplasia policlonale infiammatoria e successivamente si selezioni un clone cellulare con 

caratteristiche neoplastiche (Judde J.G. et al., 2000). Esistono 4 quattro forme clinico-epidemiologiche del 

KS: classica, endemica o africana, epidemica o associata all’AIDS, iatrogena; caratterizzate da: tipica 

grandezza della regione anatomica interessata dalle lesioni, aggressività, letalità, origine etnogeografica, 

oltre ad incidenza in diverse fasce di età e nel genere maschile e femminile (Stallone G. et al., 2000). 

Tutte le forme di KS sono associate all’infezione con HHV8, che è quindi il fattore necessario, ma non 

sufficiente per lo sviluppo della malattia (Stallone G. et al., 2000). Le differenze riscontrate nelle varie 

forme della malattia suggeriscono che nella patogenesi intervengano alcuni cofattori, alcuni noti, come la 

coinfezione con HIV che caratterizza la forma epidemica (Seybold U. et al., 2008). La variante classica, 

più conosciuta, colpisce principalmente adulti di sesso maschile residenti in Europa orientale, Grecia, 

Turchia ed Israele ed in genere ha una tasso di sopravvivenza a lungo termine alto (Iscovich J. 2000; 

Schwartz R.A., 1996). L’incidenza della forma classica è circa 10 volte superiore nel Mediterraneo rispetto 

agli Stati Uniti (Stallone G. et al., 2000). Il KS classico colpisce più frequentemente gli individui di sesso 

maschile, con un rapporto uomo: donna di 15:1 (Stallone G. et al., 2000), le lesioni tendono a rimanere 

confinate alle estremità degli arti (Stallone G. et al., 2000) ed i pazienti possono convivere con la malattia 

per anni (Hengge U.R. 2002a). In Italia il tasso d'incidenza del KS classico aumenta con l’età e in 

particolare si manifesta principalmente nei maschi che sopra i cinquant’anni (Santarelli R. et al., 2001). Le 

lesioni del KS classico vanno da macchie multiple rosso-bluastre a placche brunastre a noduli, che 

compaiono inizialmente su mani e piedi e successivamente interessano braccia e gambe con eventuale 

interessamento viscerale e delle mucose in circa il 10% dei pazienti (Stallone G. et al., 2000). Le lesioni 

non trattate evolvono verso la formazione di placche e successivamente interessano i linfonodi, e 

diventano confluenti (Hengge U.R. et al.,2002a). Un linfoedema può precedere o seguire l’insorgenza 

delle lesioni visibili (Hengge U.R. et al.,2002a). I tipici quadri istologici sono caratterizzati da cellule 

tumorali disposte a spina di pesce che circondano una parete vascolare iperemica, spesso in 

associazione con eritrociti stravasati, emosiderina, e fibrosi (Stallone G. et al., 2000). Nel 1950 fu descritta 
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una forma di KS comune in una regione circoscritta dell’Africa, che rappresentava il 3-9% dei casi di 

tumore riscontrati in Uganda nel 1971 (Taylor J.F. et al., 1971). Nel 1983, Bayley osservò un notevole 

incremento, in Zambia, dell’incidenza della variante atipica, molto aggressiva, che non rispondeva alla 

terapia convenzionale (Bayley A.C., 1984). Il KS è attualmente il tumore più frequente nell’Africa centrale, 

sia nei pazienti HIV positivi che negativi, raggiungendo il 50% dei tumori riportati negli adulti maschi di 

questi paesi (Wabinga H.R. et al., 1993). La forma epidemca o associata ad AIDS è la più aggressiva e 

spesso fatale ed interessa linfonodi, organi interni, mucose e cute (Friedman-Kien A.E. et al., 1981). 

Sebbene l’incidenza di questa forma negli adulti maschi americani affetti da AIDS sia diminuita dal 40% 

del 1981 al 20% del 1992, grazie all’introduzione della terapia HAART, che permettendo in parte la 

ricostituzione del sistema immunitario favorisce il contenimento della replicazione di HHV8, rimane la più 

comune forma di tumore AIDS-associato negli Stati Uniti d’ America (Biggar R.J. et al., 1996). La forma 

iatrogena colpisce pazienti sottoposti a trapianto d’organo o immunosoppressi per altre patologie (Qunibi 

W. et al., 1988; Shepherd F.A. et al., 1997). L’incidenza del KS iatrogeno in seguito a trapianto renale 

varia notevolmente nelle diverse aree geografiche ed etnie: maggiore nel bacino del Mediterraneo, nella 

razza nera africana e caraibica (Di Benedetto F. et al., 2008). Molti studi confermano che in Italia il rischio 

di sviluppare KS è 224 volte maggiore nella popolazione trapiantata rispetto alla popolazione generale 

(Montagnino G. et al., 1996). La percentuale di individui di sesso maschile che sviluppa la malattia va dal 

65 all’ 80%, con un rapporto tra maschi e femmine di 2:1; 4:1, suggerendo che gli ormoni sessuali 

rivestono un ruolo protettivo per le donne (Shepherd F.A. et al., 1997; Montagnino G. et al., 1996; Lesnoni 

L. et al., 1997). Approssimativamente, il 6% dei trapiantati nel Nord America sviluppa una neoplasia 

maligna dopo diversi anni dal trapianto; il 3.5% di queste neoplasie è rappresentato dal KS (Penn I., 

1988). La forma definita iatrogena si osserva più frequentemente tra i portatori di trapianto renale ed è 

invece rara fra i pazienti con trapianto di polmone, cuore, fegato (Stallone G. et al., 2000); tende ad essere 

aggressiva e coinvolge linfonodi, mucose ed organi interni in circa la metà dei pazienti, a volte in assenza 

di lesioni cutanee (McGeoch D.J. et al., 1998). Ad oggi non è stata identificata nessuna predisposizione 

genetica allo sviluppo della malattia; la possibile associazione con il fenotipo HLA-DR5 inizialmente 

riscontrata in alcune forme sporadiche del KS non è stata confermata in studi successivi (Brunson M.E. et 

al., 1990). L’intervallo di tempo che intercorre tra il trapianto e l’insorgenza della malattia si riduce a circa 

12 mesi nei trapiantati trattati con ciclosporina (CsA) (Penn I. et al., 1988) che inibisce i normali 

meccanismi di immunosorveglianza T-suppressor-dipendenti, più efficacemente dei farmaci 

precedentemente usati (Starzl T.E., 1989). Ciò suggerisce anche che l’associazione della CsA con il KS 

nei pazienti trapiantati possa riflettere uno stato di eccessiva immunosoppressione (Starzl T.E., 1989; 

Swinnen L.J. et al., 1990), piuttosto che uno specifico effetto della molecola. Il KS non è più considerato 

una malattia rara nei portatori di trapianto d’organo, nei quali può avere un decorso molto aggressivo con 

una percentuale di mortalità pari al 34% entro 32 mesi dalla diagnosi (Farge D., 1993). In circa il 60% dei 

pazienti trapiantati il KS si manifesta con lesioni nodulari limitate alla pelle o all’orofaringe, ma il 40% circa 

mostra lesioni maligne più invasive, multiple rosso-bluastre o confluenti in placche brunastre con 



21 
 

ulcerazioni cutanee, linfoadenopatie e/o coinvolgimento d’organo (Penn I., 1995), la cui localizzazione è 

un marker di severità di malattia. I fattori che influiscono, in maniera determinante, nell’insorgenza delle 

diverse forme cliniche del sarcoma di Kaposi sono: predisposizione genetica, esposizione a cofattori 

ambientali, alterazioni immunitarie (Ascoli V. et al., 2002). Gli studi finalizzati alla ricerca di una 

componente genetica predisponente allo sviluppo di KS hanno fornito risultati contraddittori. Non è mai 

stata dimostrata un’associazione significativa tra antigeni HLA e KS in Africa centrale (Melbye M. et al., 

1987) e in Israele (Strichman-Almashanu et al., 1995) a differenza di quanto osservato in pazienti Sardi 

(Contu L. et al., 1984) e Greci (Kaloterakis A. et al., 1995), ma la sieroprevalenza per HHV8 è più elevata 

in comunità geneticamente isolate (Biggar R.J. et al., 2000). In condizioni favorenti l’endogamia, il pool 

genetico è meno polimorfo, quindi HHV8 potrebbe essere più facilmente e rapidamente trasmesso data la 

somiglianza genetica tra donatore del virus e ricevente (Ascoli V.et al., 2002). Alcune popolazioni italiane 

dove il KS classico è più frequente sono relativamente isolate geneticamente (es. popolazione sarda) e/o 

presentano malattie genetiche selezionate dalla malaria, come deficienza di glucosio-6-fosfato-

deidrogenasi e talassemia (Sardegna, Ferrara) (Ninfali P. et al., 1993). E’ possibile che la pressione 

esercitata dalla malaria endemica abbia selezionato geni che aumentano la suscettibilità all’infezione 

HHV8 (Ascoli V. et al., 2002). Come esposto precedentemente un cofattore che era stato proposto nella 

patogenesi del KS era malaria, ma due studi caso-controllo condotti rispettivamente in Sardegna e in 

Uganda hanno dimostrato che la storia pregressa di malaria non aumenta il rischio di KS (McHardy J. et 

al., 1984 ; Cottoni F. et al., 1997). Inoltre, l’associazione tra HHV8 e malaria non sembra essere valida in 

Africa. Nella Gambia, dove la malaria è iperendemica, la forma di KS non HIV-correlata è rara. In altre 

aree africane si osserva la situazione opposta, soprattutto lungo la Rift Valley e in Uganda, caratterizzate 

da bassa endemia per malaria ed elevata incidenza di KS (Schmauz R. et al., 1990; Cook-Mozaffari et al., 

1998). Potrebbero essere fattori associati alla malaria, come l’alta densità di artropodi ematofagi, a 

favorire l’insorgenza del KS. All’inizio degli anni ’90, l’elevata incidenza di KS africano in zone 

caratterizzate da suolo vulcanico ed endemia per podoconiosi (elefantiasi endemica), indusse a correlare 

la presenza di suolo vulcanico con l’insorgenza del KS (Ziegler J.L., 1993). Estesa alle regioni 

mediterranee dove il KS è più frequente, l’ipotesi non è stata però confermata in Sardegna (Montesu M.A. 

et al.,1995) mentre è stata considerata valida per le aree vulcaniche del Vesuvio, in Campania (Montella 

M. et al., 1996), caratterizzate anche da un’elevata sieroprevalenza di HHV8 (Montella M. et al., 2000). 

Uno studio caso-controllo sull’incidenza del KS classico in Campania è emerso un rischio di circa due 

volte più alto nei nati e/o residenti in aree vulcaniche lungo le pendici del Vesuvio (Montella M. et al., 

1997), dove esistono focolai di leishmaniosi canina (Maroli M. et al., 2001) ed umana (Ascione R. et al., 

1996), cioè alta densità di flebotomi, di sviluppare la neoplasia. Recentemente tale teoria è stata 

confermata da uno studio che documenta la maggiore sieroprevalenza di HHV8 tra i soggetti nati/residenti 

in area con suoli vulcanici rispetto a soggetti nati in aree non vulcaniche (Montella M. et al., 2000). Il 

cofattore fondamentale della forma epidemica di KS è la coinfezione con HIV: KS è molto più frequente ed 

aggressivo nei pazienti in AIDS (Beral V., 1991). Numerosi studi suggeriscono che sarebbe la proteina Tat 
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prodotta da HIV ad influenzare la patogenesi del KS epidemico (Ensoli B. et al., 1994; Corallini et al., 

1993; Barillari G. et al., 1992). L’associazione tra HIV e KS epidemico è stata dimostrata 

sperimentalmente: colture primarie da lesioni KS epidemico crescono in vitro solo in presenza del 

sopranatante di colture cellulare di linfociti TCD4+ HIV positivi (Dianzani F. et al., 1998). Il prodotto del 

gene Tat di HIV è un fattore di trascrizione che agisce regolando l’espressione del genoma virale integrato 

in quello dell’ospite e, a differenza di molti altri fattori di trascrizione, può essere secreta (Dianzani F. et al., 

1998). Viene prodotta nelle prime fasi dell’infezione per attivare la trascrizione degli mRNA virali (Arya 

S.K. et al., 1985). E’ stato dimostrato che Tat induce nelle cellule KS ed endoteliali sane, adesione e 

migrazione, espressione della collagenasi IV, invasione della matrice extracellulare e proliferazione 

(Ensoli E. et al., 1990; Barillari G. et al., 1992; Barillari G. et al., 1993; Ensoli E. et al., 1993; Albini A. et al., 

1995). Tat ha inoltre effetti angiogenici in combinazione con l’azione di fattori che stimolano l’espressione 

dei recettori di Tat, rappresentati da una famiglia di integrine, presenti sulle cellule endoteliali (Ensoli E. et 

al., 1994a). Le integrine sono proteine cellulari coinvolte normalmente nell’adesione cellulare alla matrice 

extrtacellulare il legame con la sequenza RGD di Tat mima l’effetto di adesione (Barillari G. et al., 1993). 

La regione basica di Tat lega inoltre l’eparina e i complessi eparinici presenti nella matrice extracellulare e 

sulla superfici cellulari e inducendo il rilascio del fattore di crescita bFGF ad essi associato (Chang Y. et 

al., 1997; Barillari G. et al., 1997). In seguito al suo rilascio il bFGF prodotto sia dalle cellule KS che dalle 

cellule endoteliali legate a Tat, induce la proliferazione cellulare (Ensoli E. et al., 1994a). Quindi mentre 

bFGF fornisce è il segnale di attivazione della crescita e induce l’espressione delle integrine, Tat 

extracellulare fornisce alle cellule il segnale integrinico e induce il rilasci di bFGF solubile. Nei modelli 

animali è stato verificato il sinergismo tra Tat e bFGF induce la formazione di lesioni angiogeniche simili al 

KS (Ensoli E. et al., 1994a; Barillari G. et al., 1997). Il ruolo maggiore della coinfezione con HIV nella 

petogenesi del KS epidemico rimane l’immunodepressione che induce nell’ospite un assetto citochinico 

particolare il quale, favorisce da una parte l’azione di Tat, inducendo una sovraespressione di integrine, 

dall’altra crea l’ambiente ideale per la replicazione di un virus superinfettante (Dianzani F. et al., 1998).  

 

TRATTAMENTO 

Ad oggi non esiste un trattamento specifico per il KS né per l’infezione da HHV8. Non Molte ORF di HHV8 

codificano per proteine interagenti con farmaci antivirali: la timidina chinasi (vTK) virale fosforila 

attivandolo l’aciclovir (ACV), analogo guanosinico antierpetico (Cannon J.S. et al.,1999); la 

fosfotransferasi (vPT) virale fosforila gli inibitori non guanosinici della trascrittasi inversa di HIV come la 

stavudina e la zidovudina (Lock M.J. et al., 2002). La somministrazione di ganciclovir o foscarnet, ma non 

di ACV diminuisce il rischio di sviluppare KS rispettivamente del 43-93% e del 60-72% (Glesby M.J. et al., 

1996; Martin J.N. et al., 1999), mentre il trattamento con cidofovir o valganciclovir non induce 

miglioramenti in pazienti KS (Humphery R.W. et al.,1996).Gli inibitori della sintesi di DNA sembrano 

bloccare la replicazione di HHV8 probabilmente agendo non sui geni virali “immediate early” (IE), 

processati da proteine virali (Paulose-Murphy et al., 2001), ma sui geni coinvolti nella latenza e nella 
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trasformazione: LANA-1 (ORF73), cicline virali (ORF72), “viral Fas-associated death domain like 

interleunkin 1 γ-converting enzyme inhibitory protein” (vFLIP, ORF-71) e “viral interferon regulatory factor 

1” (vIRF3, ORF10.5) o LANA2 (Dourmishev L.A. et al., 2003).La terapia HAART, utilizzata contro le 

infezione da HIV sembra efficace nel prevenire il KS, ma lo stesso tumore presistente è capace di 

persistere nonostante il trattamento (Casper C. et al., 2007).La MCD ed i PEL vengono trattate con 

polichemioterapie del tipo CHOP (ciclofosfamide, doxorubicina, vincristina e prednisone), interferone 

alpha, da solo o in associazione con la vinblastina o l'etoposide, apporta sensibili benifici; l'MRA, anticorpo 

antirecettore dell'IL6, può essere utilizzato come terapia adiuvante (Casper C. et al., 2007).  

 

I FARMACI ANTIVIRALI 

I virus non hanno sistemi metabolici propri, di conseguenza sfruttano i sistemi della cellula che hanno 

invaso per potersi replicare. I farmaci antivirali, perché siano efficaci e non tossici, dovrebbero limitare la 

loro azione bloccante e inibitrice sui processi virali e non cellulari.In molte infezioni virali la replicazione del 

virus raggiunge alti livelli anche prima della comparsa dei sintomi pertanto la strategia clinica più efficace 

si basa generalmente sul rapido inizio della terapia o sulla prevenzione dell’infezione. La replicazione 

virale avviene in fasi successive e gli agenti antivirali possono potenzialmente interferire con ciascuna di 

queste fasi soprattutto inibendo l’azione degli enzimi coinvolti.La maggior parte dei farmaci antivirali 

attualmente disponibili agiscono sulla sintesi di purine e pirimidine ostacolando la sintesi di DNA o RNA 

virale. Per i retrovirus esistono anche degli inibitori che bloccano la trascrittasi inversa impedendo così la 

trascrizione di RNA genomico. Un’altra classe si farmaci antivirali sono gli inibitori delle proteasi che 

agiscono sulla sintesi delle proteine strutturali e sull’assemblaggio della particella virale.La ricerca di 

molecole in grado di inibire specifiche funzioni virali è attualmente una delle più attive aree di ricerca in 

farmacologia 

 

STORIA FARMACOLOGICA DEGLI ANTIERPETICI 

La ricerca nel campo della chemioterapia antivirale nacque all’inizio del 1950 quando, in seguito agli studi 

intrapresi per il trattamento del cancro, si produssero molti nuovi composti in grado di inibire la sintesi del 

DNA virale. L’attenzione venne principalmente focalizzata sugli analoghi dei nucleosidici pirimidinici e 

purinici con l’obbiettivo di identificare agenti con sempre maggiore selettività, stabilità in vivo ed assenza 

di tossicità. La VIDARABINA, il primo farmaco contro l’herpesvirus somministrato per via sistemica avente 

efficacia terapeutica dimostrata, fu approvato nel 1977. Tuttavia  la sua tossicità ha limitato il suo impiego 

clinico a quelle infezioni provocate da HSV e da varicella-zoster virus (VZV) considerate pericolose per la 

vita del paziente. La scoperta e lo sviluppo dell’ACICLOVIR (ACV) alla fine degli anni ’70 (Kleymann G et 

al, 2002), ha fornito uno strumento terapeutico efficace per il trattamento di pazienti colpiti da infezioni 

meno gravi da HSV e da VZV. Studi successivi hanno dimostrato che l’ACV, iniettato per via endovenosa, 

ha una efficacia superiore rispetto alla VIDARABINA nelle encefaliti causate da HSV e nelle infezioni da 

VZV in pazienti immunodepressi (Kleymann G). L’ACV è stato il primo farmaco antivirale specifico e 
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selettivo ad essere scoperto e dopo di questo altri farmaci chimicamente correlati all’ACV come 

PENCICLOVIR, e FAMCYCLOVIR, sono stati introdotti come antierpetici, a partire dalla metà degli anni 

’90 (15. Bunzli D,2004). Negli ultimi anni, con l’aumento di soggetti resistenti alle terapie antierpetiche più 

utilizzate, la ricerca farmacologia si è orientata verso lo studio di nuove molecole che agissero su targets 

virali diversi; gli enzimi risultanti dalla trascrizione dei geni beta sono quelli principalmente studiati per lo 

sviluppo di farmaci antierpetici che hanno un  meccanismo di azione selettivo.   

 

I FARMACI ANTIERPETICI 

I farmaci antierpetici, ad oggi disponibili, sono principalmente analoghi nucleosidi e, comunque, molecole 

che vanno principalmente ad interferire sulla replicazione virale. Possono essere suddivisi in due classi: gli 

analoghi della guanosina, la cui attività dipende dall’attivazione da parte della timidino-kinasi virale (come 

ACV, VALACICLOVIR, PENCICLOVIR, FAMCICLOVIR e GANCICLOVIR) e le molecole che agiscono 

direttamente sull’attività della DNA polimerasi virale indipendentemente dal funzionamento della timidino-

kinasi (come CIDOFOVIR, FOSCARNET).  

A. FARMACI ATTIVATI DALLA TIMIDINA CHINASI. ACICLOVIR:(9-[(2-idrossietossi)metil-9H-guanina) è 

un derivato aciclico della guanosina privo del gruppo idrossile in posizione 3’ della catena laterale con 

attività verso HSV1 e 2 e VZV.  MECCANISMO D’AZIONE: E’ un agente antierpetico altamente selettivo 

perché è attivato specificatamente da parte di un enzima virale (la timidino-kinasi) nelle cellule infette 

(Kuo, Y.C.,2001). uesto farmaco infatti richiede tre fasi di fosforilazione; dapprima viene convertito dalla 

timidina-kinasi virus-specifica in un derivato monofosfato, e successivamente in di- e tri-fosfato dal 

corrispettivo enzima cellulare (20). L’affinità dell’ACV per la timidino chinasi virale è circa 200 volte 

maggiore rispetto all’affinità per l’enzima presente nelle cellule di mammifero. Il derivato trifosfato, che si 

ritrova in concentrazione da 40 a 100 volte più elevata nelle cellule infettate da HSV rispetto alle cellule 

non infette, inibisce la sintesi del DNA virale per mezzo di due meccanismi: 1.inibizione competitiva, con la 

deossiguanosina (dGTP) endogena, della DNA polimerasi virale, ed in misura minore anche della DNA 

polimerasi cellulare; 2.n rminazione di catena successivamente alla sua incorporazione; ACV trifosfato 

viene incorporato  nel DNA virale, dove provoca l’arresto del processo di allungamento della catena a 

causa della mancanza del gruppo idrossile in posizione 3’. Per mezzo di un meccanismo definito in 

attivazione suicida, lo stampo  di DNA i interrotto si lega alla DNA polimerasi inattivandola in modo 

irreversibile  (Chibo D,2004). Le cellule non infettate dal virus non fosforilano il farmaco o solo in minima 

misura pertanto l’ACV viene attivato selettivamente solo all’interno delle cellule infettate da herpesvirus 

che codificano per la specifica timidina chinasi (Chiang SY, 1996).Lo spettro antivirale clinicamente utile 

dell’ACV è limitato agli herpesvirus. In vitro è più attivo contro HSV1 circa due volte meno contro HSV2, 

10 volte meno contro VZV o del virus di Epstein-Barr (EBV), l’attività più bassa è contro citomegalovirus 

(CMV) o contro herpes virus 6.L’ACV rappresenta il farmaco di prima scelta nella terapia antierpetica, 

anche se sono state saggiate altre molecole con uno spettro d’azione molto simile. VALACICLOVIR: è un 

profarmaco ed è l’ L-valin estere dell’ACV.Dopo somministrazione per via orale esso è rapidamente 
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trasformato ad ACV, raggiungendo livelli sierici tre o cinque volte maggiori di quelli raggiunti con la 

somministrazione orale di ACV. A parte la minor frequenza di dosaggio non sembra offrire alcun vantaggio 

rispetto all’ACV.Negli Stati Uniti è utilizzato per il trattamento di pazienti con herpes genitale ricorrente o 

infezioni da Herpes zoster.Il meccanismo di azione e la caratteristiche farmacologiche sono identiche a 

quelle dell’ACV (Weiss H,2004). FAMCICLOVIR e  PENCICLOVIR: Il FAMCICLOVIR è l’estere diacetilico 

profarmaco del 6-deossi penciclovir(9-[4-idrossi-3-idrossimetilbut-1-il]guanosina), un analogo aciclico della 

guanosina. Dopo ingestione il FAMCICLOVIR  è rapidamente convertito a PENCICLOVIR per mezzo del 

metabolismo epatico di primo passaggio. Il PENCICLOVIR che è la forma attiva del farmaco, condivide 

possiede uno spettro d’azione e una potenza simili a quelle osservate per l’ACICLOVIR nei confronti di 

HSV e VZV. MECCANISMO D’AZIONE: Il PENCICLOVIR per essere attivato richiede, come 

l’ACICLOVIR, una fosforilzione iniziale a carico di una timidina chinasi viarale. Anche il penciclovir 

trifosfato agisce come un inibitore competitivo della DNA polimerasi virale ma a differenza dell’aciclovir 

non causa una terminazione di catena. I penciclovir trifosfato ha minore affinità per la DNA polimerasi 

virale dell’ACICLOVIR trifosfato (è circa 100 volte meno attivo) ma è presente in concentrazioni molto 

maggiori e per periodi più lunghi nelle cellule infette. Il FAMCICLOVIR è principalmente utilizzato per il 

trattamento di pazienti con herpes genitale ricorrente e infezioni da herpes zoster. Nei pazienti 

immunocompetenti non state evidenziate differenze con l’ACICLOVIR per il tempo di guarigione, mentre  

è stata registrata una più rapida risoluzione del dolore associata a zoster nei pazienti trattati con 

FAMCICLOVIR. È stata inoltre registrata un’attività anche verso EBV e l’epatite B (HBV). GANCICLOVIR: 

(9-[1,3-diidrossi-2-propossimetil]guanina) è un analogo nucleosidico aciclico della guanina, avente una 

struttura simile all’ACICLOVIR ad eccezione della presenza di un gruppo idrossimetile nella catena 

laterale aciclica. uesto farmaco inibisce tutti gli herpesvirus però al sua attività peculiare è diretta contro i 

CMV. ECCANISMO D’AZIONE: Il GANCICLOVIR inibisce la sintesi del DNA virale e richiede lo stesso 

meccanismo di fosforilazione dell’ACICLOVIR per essere attivato; la fosforilazione è catalizzata da una 

timidina chinasi virale durante l’infezione da HSV e da una fosfotransferasi virale durante l’infezione da 

CMV. Le forma di- e trifosfato si ottengono per l’intervento di enzimi cellulari. l composto dopo attivazione 

agisce come inibitore competitivo dell’incorporazione dei dGTP, bloccando in modo preferenziale la DNA 

polimerasi virale rispetto a quella cellulare. L’incorporazione nel DNA virale può causare l’arresto 

dell’allungamento della catena del DNA. Il GANCICLOVIR è attivo verso HSV, VZV, CMV ed HBV; le 

concentrazioni inibitorie verso HSV e VZV sono simile a quelle riportate per l’ACV mentre la sua attività 

nei confronti di CMV risulta 100 volte maggiore. FARMACI INDIPENDENTI DALL’ATTIVAZIONE DA 

PARTE DELLA TK, quali CIDOFOVIR: è un analogo del nucleotide citosina, attivo in vitro contro HSV1-2, 

VZV,CMV,EBV, HHV6, adenovirus e papillomavirus umano. MECCANISMO D’AZIONE: Per ottenere la 

forma attiva difosfata del CIDOFOVIR sono necessarie solo due fosforilazioni entrambi a carico di chinasi 

cellulari, e quindi indipendenti  dall’infezione virale. Il cidofovir è un inibitore della sintesi del DNA virale 

(Filedls,Medical virology,2007).FOSCARNET: (fosfonoformiato trisodico) è un derivato del pirofosfato 

inorganico in grado di bloccare tutti gli herpesvirus e l’HIV. MECCANISMO D’AZIONE: Il FOSCARNET 
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inibisce direttamente la DNA polimerasi, la RNA polimerasi virale e la trascrittasi inversa di HIV e non 

richiede di essere fosforilato per essere attivato. Questo farmaco viene lentamente incorporato nelle 

cellule e non subisce un metabolismo intracellulare significativo.Il Foscarnet blocca reversibilmente e in 

modo non competitivo il sito di lagame del pirofosfato presente nella polimerasi virale, di conseguenza è in 

grado di impedire la liberazione del pirofosfato dal deossinucleotide trifosfato. La sua capacità inibitoria è 

100 volte maggiore nei confronti della DNA polimerasi dell’herpesvirus rispetto a quella 

cellulare.(Filedls,Medical virology,2007; Morfin F et al. 2001). NUOVI ANTIERPETICI quali gli analoghi 

nucleosidici come ACV, VALACICLOVIR, FAMCICLOVIR e PENCICLOVIR  sono stati approvati come 

farmaci di prima scelta per il trattamento delle infezioni da HSV perché risultano efficaci per il trattamento 

delle infezioni primarie e di  quelle ricorrenti; ma dal momento che terapie prolungate hanno portato a una 

diminuzione dell’efficienza di questi farmaci oltre che alla insorgenza di forme di resistenza, è stato 

opportuno ricercare nuove molecole farmacologicamente distinte dagli antierpetici ad oggi in uso. 

Esistono, per esempio, studi recenti (Crute et al., 2002) che hanno focalizzato la loro attenzione sull‘ 

elicasi-primasi, enzima  formato da diverse subunità ognuna che agisce a diversi livelli durante la 

replicazione virale: DNA elicasi, RNApolimerasi (primase) e ATPase. Hanno identificato una classe di 

molecole che hanno un’azione inibitrice su tale enzima: molecole che contengono residui amidici tiazolati 

che sono in grado di legare contemporaneamente la subunità-DNA elicase e quella con attività di 

primase.(Crute J.J, 2002). L’oggetto del nostro studio è la DISTAMICINA CLORIDATO (DA), sostanza 

naturale che è in grado di legarsi al DNA virale in modo selettivo interferendo così con il processo 

replicativo della particella infettante. 

 

LA DISTAMICINA A 

La DISTAMICINA A o DISTAMICINA CLORIDATO (STALLIMICINA denominazione attribuita dall’OMS) fu 

scoperta ed identificata nei primi anni ’60. Questa molecola appartiene alla famiglia delle LEXITROPSINE, 

sostanze caratterizzate da residui di ACIDO 1-METIL-4-AMMINOPIRROLO-2-CARBOSSILICO uniti da 

legami peptidici, che sono in grado di legarsi al solco minore del DNA (Casazza et al. 1996). La DA è un 

antibiotico basico di natura oligopeptidica isolato da Streptomyces distallicus, del quale è un prodotto della 

fermentazione. La DA e i suoi derivati sono oggi ottenibili anche per diverse vie di sintesi; secondo il 

metodo di Lown e Krowicki a partire dall’acido carbossilico N-metilpirrolico (Chandra et al. 1971) è 

possibile ottenere con una nitrazione e con una succesiva cloridazione una molecola acilante che 

reagendo  con il composto pirrolico precedentemente ottenuto dalla condensazione tra un’aldeide 

nitromalone e la glicina metilestere,  origina un composto bis-pirrolico Broyles et al. 2004). L’amide tris-

pirrolica viene sintetizzata con la stessa metodica e successivamente, attraverso opportune sostituzioni 

delle catene laterali della molecola, è possibile ottenere la DA e i corrispettivi  analoghi (Ebrahim et al. 

2005). La DA è un prodotto di interesse clinico per la sua attività contro virus a DNA; Herpesvirus (HSV, 

VZV), Virus Vaccino, Adenovirus   e virus a RNA (Murine Sarcoma Virus) la cui replicazione dipende dalla 

sintesi di DNA (Ding et al, 1994). La DA infatti, interagendo con il DNA virale, inibisce la replicazione del 
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virus a livello intracellulare anche se non mostra alcun effetto sulla viabilità extracellulare del virus e sul 

suo  adsorbimento da parte delle cellule (Toma et al., 2008). Il nome “LEXITROPSINE” deriva dalla loro 

capacità di riconoscere specifiche sequenze sul DNA e questo fatto ha un interesse particolare anche  per 

la terapia antitumorale. Negli ultimi anni sono stati sintetizzati e saggiati diversi composti in grado di 

legarsi al DNA, con lo scopo di trovare dei possibili farmaci che, interagendo con determinate sequenze 

nucleotidiche, siano in grado controllare e quindi inibire lo sviluppo di cellule tumorali (Chetoni et al., 2007) 

Infatti è stato dimostrato che la comparsa di cellule trasformate è principalmente a carico di mutazioni in 

alcuni geni particolari, detti oncogeni, e quindi l’inibizione dell’espressione di tali geni può essere una 

buona strategia nella terapia antitumorale (Green at al, 1994). La DISTAMICINA A (DA) è formata da tre 

anelli pirollici uniti da legami peptidici e da due catene laterali con struttura lineare; una è un  gruppo 

formilico(A) e l’altra una propionamidina(B) (Chandra P et al, 1972). Arcamone et al. hanno sintetizzato 

diverse strutture analoghe alla DA attraverso le sostituzione delle due catene laterali e attraverso la 

variazione del numero di residui pirrolici. È stato osservato (Chandra et al., 1971) che la attività antivirale 

della DA e la sua interferenza sulle reazioni di stampo del DNA, dipende  dal numero di anelli pirrolici 

presenti nella molecola; i derivati della DA con 5 anelli pirollici mostrano un’attività antivirale 10 volte 

maggiore rispetto alla DA (con 3 anelli pirrolici) e una inibizione più efficiente sulla reazione della RNA 

polimeasi. La DA non è un agente intercalante ma piuttosto agisce formando con il DNA a doppia elica un 

complesso estremamente stabile tramite legami non-covalenti;legami ad idrogeno, forze di van der Walls, 

interazioni idrofobiche ed elettrostatiche (Dolenc j, et al 2005). La DA subisce un trasferimento idrofobico 

dalla soluzione alla sequenza nucleotidica del DNA e il legame tra la DA e il DNA avviene a livello del 

solco minore in particolare in regioni con almeno quattro sequenze di AT consecutive (Dolenc j, et al 

2005). Sono tre i fattori che si pensa contribuiscano alla stabilità tra  le sequenze AT e la DA:  1. i legami 

ad idrogeno tra l’ammide NH del farmaco e gli atomi O-2 della timida e N-3 della adenina  2. l’esistenza di 

un’alta complementarietà tra la DA e il DNA dovuta alle forze di van der Walls, 3. le interazioni 

polielettroniche  tra il DNA polianionico e l’agente cationico. Il complesso così formato DNA-DA presenta 

una ridotta attività di stampo per le DNA, RNA polimerasi e per la trascrittasi inversa e ciò inibisce la 

replicazione del virus all’interno della cellula (Broyles SS, 2004).  È stato dimostrato, infatti, che la DA 

impedisce l’associazione di tutti quei  fattori di trascrizione, TBF, con le regioni ricche di AT e questo 

causa il blocca del processo replicativo (Leary etal, 2002). Esistono studi recenti (Cocco et al.,2003) che 

dimostrano che la DA possiede un’ altra strategia per interferire sulla replicazione del DNA; questo agente 

può inibire l’interazione di alcune proteine con la struttura “G-quadruplex” o G4, un arrangiamento di DNA 

stabile formato da quattro eliche in cui la unità ripetuta è una sequenza di quattro G.Infatti, singole eliche 

di DNA o RNA contenenti sequenze consecutive di residui guanosinici, se vicine le une alle altre, possono 

associarsi spontaneamente mediante legami ad idrogeno; ciò permette di formare anelli planari. Gli enzimi 

che agiscono a livello della doppia elica di DNA non sono in grado  di interagire con la “G-quadruplex” e 

quindi sono necessarie proteine specifiche, capaci di rimuovere la struttura quaternaria ed evitare che 

questa interferisca con la trascrizione e con la replicazione del DNA. La DA sembra inibire proprio 
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l’interazione tra queste proteine enzimatiche e la struttura G4.  In questo caso la DA si comporta come 

intercalante, cioè l’antibiotico si inserisce fra coppie di basi adiacenti del DNA. Ciò è in contrasto a quanto 

osservato a proposito dell’ interazione tra la DA e il solco minore del DNA, in cui è fondamentale la 

formazione di una rete di legame ad idrogeno (Bunzli D et al., 2004). 
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SCOPO DELLA TESI 

 

Al fine di chiarire il processo di trasformazione neoplastica indotta dal Virus Erpetico 8 (HHV8) e per 

comprendere il potenziale effetto antivirale contro HHV8 della Distamicina (un antibiotico oligopeptidico 

derivato dallo Streptomyces distallicus  e oggi ottenuto per sintesi) , nel presente lavoro di dottorato 

sono state eseguite: 

 

1. l'analisi del pattern di espressione di geni cellulari coinvolti nella risposta antivirale (infiammazione e 

apoptosi) in linee cellulari di origine epiteliale Human Embryonic Kidney (HEK293) e linfoide da sangue 

periferico (PBMC) infettate con i sottotipi A1 e C3 di HHV8; 

 

2. l'analisi in vitro del il tropismo di HHV8 per cellule epiteliali derivate corneale di coniglio  (RCE), scelte 

per il loro successivo utilizzo per studiare la permeabilità del farmaco in vivo; . 

 

3. l'analisi della citotossicità e dell'efficacia di permeazione di una formulazione liposomiale di DA; 

 

4. l'analisi in vitro l'attività antivirale della formulazione liposomiale di DA contro HHV8 in citotipi epiteliali e 

linfoidi. 
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MATERIALI E METODI 

 

RIATTIVAZIONE DELLA REPLICAZIONE VIRALE 

La replicazione virale è stata riattivata mediante trattamento con forbolo estere (TPA, Sigma aldrich, 

Germania), in due linee cellulari “Body Cavity Based Lymphoma” (BCBL1) e “Body Cavity Lymphoma” 

(BC3) latentemente infette rispettivamente con il sottotipo A1 e C3 di HHV8 (Yimin Y. et al., 1999). Il virus 

rilasciato nel surnatante, concentrato e purificato è stato utilizzato per infettare le linee cellulari: cellule 

epiteliali embrionali umane (Human Embryonic Kidney, HEK293) e Rabbits corneal epithelial cell line 

(RCE) (Istituto Zooprofilattico della Lombardia e dell’Emilia Romagna, Bruno Ubertini), Retinoide linfoblasti 

umani periferici (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) ottenuta da sangue intero di un donatrice di 

età inferiore a 30 anni, HHV8 negativa, sana e non fumatrice.. Le linee HEK293 e PBMC sono state 

utilizzate per l'analisi della modulazione genica dopo l'infezione con HHV8, i saggi di citotossicità e di 

attività antivirale della DA in forma libera e liposomiale, la linea RCE è stata utilizzata per i saggi di 

infezione con HHV8, di citotossicità della DA in forma libera e liposomiale e della sua capacità di 

permeazione e attività antivirale contro i ceppi A1 e C3 di HHV8.  Sono state scelte queste linee cellulari 

perché sono tra le poche competenti per l’infezione con HHV8 e permissive di un ciclo virale litico (Bechtel 

et al., 2003). Il surnatante delle colture prelevato dopo 48 ore di trattamento, è stato privato della 

componente cellulare mediante centrifugazioni seriali e ultrafiltrazione (0.2 µm) e concentrato mediante 

ultracentrifugazione (Renne et al., 1996) a 20.000 giri per 1 ora a 4°C. I ceppi virali sono stati 

successivamente tipizzati, per la verifica del ceppo virale infettante e il DNA virale è stato quantificato 

mediante REAL-TIME PCR (CMV-HHV6- HHV7- HHV8  Real time, Agene, Francia) secondo le istruzioni. 

 

ESTRAZIONE DEL DNA 

Il DNA virale è stato estratto utilizzando il kit commerciale “QIAamp DNA Mini kit” (QIAgen, Chatsworth, 

CA), che consente di purificare il DNA totale (genomico, mitocondriale e virale) direttamente da sangue 

intero, plasma, siero, fluidi corporei, linfociti, colture cellulari e tessuti.  

 

QUANTIFICAZIONE DEL DNA ESTRATTO 

La quantità del DNA ottenuto è stata valutata mediante analisi spettrofotometrica (Eppendorf) e la qualità 

mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio (Euroclone).  

 

TIPIZZAZIONE VIRALE 

Il DNA virale è stato amplificato mediante PCR NESTED. La reazione polimerasica a catena, ideata nel 

1983 da Kary B. Mullis (Mullis 1990), è una tecnica di biologia molecolare che permette di replicare in vitro 

una regione di DNA a doppio filamento utilizzando gli elementi di base del naturale processo di 

replicazione. La NESTED PCR consiste nel realizzare due PCR successive utilizzando coppie di primers 

differenti, con la seconda che inquadra una sequenza inclusa in quella amplificata dalla prima coppia, che 
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permette di aumentare la specificità ed il tasso di amplificazione. Mediante NESTED PCR è stata 

amplificata la regione virale VR2 interna all’ORFK1 (Zong W et al., 1999). 10 μL del prodotto di 

amplificazione del secondo round della PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi su un gel al 2% di 

agarosio (EuroClone) trattato con Etidio Bromuro (Roche) al 0,002%, per 30 minuti a 90mV. 

Successivamente è stata effettuata la lettura ai raggi ultravioletti mediante l’analizzatore di immagine 

Syngene. I campioni che presentavano l’amplificato all’altezza attesa di 520 bp, sono stati considerati 

positivi.  I prodotti dell’amplificazione della VR2 sono stati purificati (Wizard SV Gel PCR Clean-UP 

System, Promega), quantificati mediante corsa su gel di agarosio e sottoposti a reazione di 

sequenziamento con il metodo di Sanger a terminazione di catena (BigDye Terminator vs.1.1, Abbott). La 

reazione di sequenziamento a terminazione di catena esegue una reazione di PCR utilizzando uno solo 

dei 2 primer del 2° ciclo di amplificazione, deossinucleotidi e dideossinucleotidi, questi ultimi marcati con 4 

fluorocromi diversi che sono terminatori di catena. Il prodotto viene sottoposto ad elettroforesi capillare in 

sequenziatori automatici completi di un software di analisi che elabora l’elettroferogramma. Le sequenze 

ottenute con Genetic Analyzer 3100 ABI PRISM (Applied Byosystems), sono state analizzate con il 

software Chromaslite ed allineate utilizzando il software MEGA vs3.0 con i seguenti riferimenti presenti in 

Genbank: AF130288 e AF133038 per il sottotipo A1; U75698 per il sottotipo A2; AF130287 e AF278829 

per il sottotipo A3; AF130285 e AF133039 per il sottotipo A4; AF130289 per il sottotipo A5; AF130292, 

AF130293, AF133040, AF130306, AF130262 e AF130263 per il sottotipo B; AF130267 e AF130273 per il 

sottotipo C1; AF130304 per il sottotipo C2; AF130298 per il sottotipo C3; AF133044 per il sottotipo D2; 

AY329026, AY329024, AY329025, AY329027, AY329028 per il sottotipoE.Utilizzando il metodo neighbour 

joining (N-J), test di boostrap, 1000 repliche che utilizza un particolare algoritmo di confronto tra le 

sequenze nucleotidiche e proteiche immesse e ne rileva la similarità, è stato costruito l’albero filogenetico 

ed i ceppi infettanti sono stati tipizzati. Poiché l’analisi della sola sequenza nucleotidica consente solo 

l’identificazione dei ceppi principali (Zong W. et al., 1999). 

 

QUANTIFICAZIONE DELLA CARICA VIRALE 

La Real Time PCR o PCR quantitativa in tempo reale (rtq-PCR), permette il monitoraggio della reazione di 

amplificazione mentre durante il suo svolgimento ed i dati che si ottengono a fine ciclo possono essere 

utilizzati per effettuare una quantificazione relativa del frammento amplificato, questo è possibile tramite 

l’impiego di marcatori fluorescenti il cui accumulo segue la stessa cinetica della reazione di PCR. La curva 

di amplificazione che deriva da una PCR è solo teoricamente di tipo esponenziale; in realtà, dopo la prima 

fase esponenziale in cui nessuno dei componenti della reazione è limitante, tende ad assumere un 

andamento di tipo lineare e dopo un certo numero di cicli, raggiunge un plateau, per questo motivo la 

misurazione della reazione in fase finale non risulta direttamente connessa con l'ammontare iniziale di 

DNA target mentre al momento del ciclo soglia (Ct), tutti i campioni, indipendentemente dalla quantità di 

DNA di partenza, sono amplificati con la stessa efficienza. La fluorescenza emessa in seguito ad uno 

specifico irraggiamento da parte della sorgente luminosa del termociclatore viene quindi misurata in tempo 
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reale da una telecamera CCD (charge-coupled device). Tutte le operazioni relative alle misurazioni 

avvengono sotto il controllo di un software gestito da computer. La Real Time PCR si può realizzare 

mediante l’impiego di coloranti intercalanti oppure con sonde ad ibridazione specifiche, marcate con 

molecole fluorescenti. La sonda di tipo TaqMan è un oligonucleotide che come i primer della PCR, viene 

disegnata per essere complementare alla sequenza bersaglio del gene da amplificare. E' stato utilizzato il 

Kit CMV, HHV6-, HHV7- HHV-8, Argene,Frnacia seguendo leistruzioni del produttore.  

 

INFEZIONE DELLE LINEE CELLULARI E VALUTAZIONE DEL TASSO DI INFEZIONE  

I surnatanti delle linee BC3 e BCBL1 sono stati diluiti in modo da avere la stessa concentrazione di 

particelle virali e utilizzati per infettare la linea cellulare RCE, HEK293 e PBMC. L Dopo il prelievo il 

sangue è stato diluito in rapporto 1:1 con lymphoprep (Gibco) in grado di stratificare tramite la formazione 

di un gradiente, i linfociti che sono stati poi lavati in PBS e risospeso in terreno RPMI 1640 (Gibco) al 10% 

di siero fetale bovino (FBS, Sigma), 2mM L-glutammina (Roche), 100 U di penicillina e 100 U di 

streptomicina (Gibco). Al terreno viene ulteriormente l’1,5% di fitoemoagglutinina (PHA, Roche) una 

mucoproteina in soluzione acquosa estratta dal Phaseolus vulgaris, in grado di indurre la proliferazione 

dei linfociti T. L’aggiunta della PHA è fondamentale in quanto solo una piccola parte di linfociti, una volta 

messi in coltura, comincerebbe a dividersi spontaneamente entro pochi giorni. Dopo tre giorni di coltura o 

comunque al cambio del terreno, viene aggiunta al mezzo di coltura interleuchina 2 (IL-2, Roche) alla 

concentrazione di 20U/ml. Il virus purificato e diluito in terreno (Minimum Essential Medium, MEM, Gigbco) 

lasciato a contatto 12 ore con le colture confluenti al 70%, e sostituito con terreno fresco al 2% di siero 

fetale bovino. Dopo 24 e 48, 72 e 96 ore il surnatante delle colture infettate è stato separato dalla parte 

cellulare, che è stata sottoposta a 3 lavaggi con PBS. Il DNA è stato estratto dal surnatante (DNA mini kit, 

QIAGEN , GERMANIA) e dalle cellule separatamente e sottoposto a REAL-TIME PCR (Argene, Francia) 

per la quantificazione della carica virale adsorbita dalle cellule e rilasciata nel surnatante. Per analizzare 

anche l’espressione antigenica virale, la linea RCE, HEK293 sono state fatte crescere su dei dischi di 

vetro sterili prima dell’infezione. Dopo 24 e 48 ore dall’infezione i linfociti e le cellule epiteliali infettate sono 

state fissate mediante trattamento con acetone ed etanolo (1:1) a -20°C per 15 minuti e trattate con il 

siero di un paziente KS risultato positivo per anticorpi anti K8.1. Le cellule sono state lavate con PBS e 

trattate con un anticorpo secondario anti immunoglobuline umane (Diasorin) e analizzate al microscopio a 

fluorescenza (Nikon).Dopo 72 e 96 ore alle colture cellulari sono state aggiunte nuove cellule e dopo 24 e 

48 ore il surnatante è stato separato dalla parte cellulare, che è stata sottoposta a 3 lavaggi con PBS. Il 

DNA è stato estratto dal surnatante e dalle cellule separatamente e sottoposto a REAL-TIME PCR 

(Argene Francia) per la quantificazione della carica virale adsorbita dalle cellule e rilasciata nel surnatante.  

 

ESPERIMENTI DI ANALISI DI MODULAZIONE GENICA 

Successivamente all'infezione con HHV8 delle linee cellulari HEK293 e PBMC prese in esame è stato 

valutato il pattern di espressione dei geni cellulari coinvolti nel processo infiammatorio e apoptotico. Il 
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cDNA delle colture cellulari, ottenuto dall’mRNA tramite RT-PCR con random esameri e nucleotidi 

biotinilati, è stato ibridato su DualChip® Microarray, Eppendorf contenti una serie di sonde rappresentative 

di 297 geni umani coinvolti nel processo infiammatorio. Il DNA microarray comunemente conosciuto come 

gene chip, DNA chip, o biochip è costituito da una collezione di sonde di DNA legate ad una superficie 

solida formanti un array, o chip siliconici. I microarrays sono utilizzati per esaminare il profilo d’espressione 

genica o per identificare la presenza di un gene o di una breve sequenza in miscela di acidi nucleici. 

Questa tecnica applicata per la prima volta da Ed Southern nel 1975, ha aperto di fatto la strada alla 

possibilità di analizzare i profili di espressione genica di un intero organismo. Tuttavia, l’applicazione su 

larga scala di questa metodologia si è avuta solo di recente grazie all’utilizzo di supporti solidi non porosi, 

come il vetro, e alla messa a punto di tecniche fotolitografiche per la sintesi di frammenti oligonucleotidici 

ad alta densità spaziale. In particolare, i protocolli sviluppati dal gruppo di Pat Brown a Stanford, hanno 

permesso di ancorare automaticamente migliaia di catene di cDNA su vetrini da microscopio e, grazie alla 

loro ibridazione con campioni di mRNA marcati selettivamente con molecole fluorescenti, permettendo lo 

studio dei profili di espressione con le colture cellulari in stati fisiologici diversi (Brown P.O., Botstein D., 

1999). Parallelamente, sono state messe a punto tecniche di mascheramento fotolitografico, normalmente 

utilizzate nell’industria dei semiconduttori, per la produzione di microarray capaci di costruire fino a 

400.000 sonde oligonucleotidiche su una superficie di un pollice quadrato (Lipshutz R.J. et al., 1999). 

Durante la fase di ibridazione fra la sonda presente sulla matrice e il cDNA target, quest'ultimo rimarrà 

legato alla sonda complemenare e potrà essere identificato quando il Microarray viene passato attraverso 

uno scanner per la misura dei segnali fluorescenti. L’intensità dei pixel di ciascuna immagine è 

proporzionale al numero di molecole di tracciante presenti sullo spot e quindi al numero di “probes” che 

hanno ibridato le sonde ancorate al supporto. Il segnale rilevato dallo scanner viene poi sottoposto ad 

algoritmi di filtrazione e di pulizia del segnale e convertito in valori numerici. In generale, quindi, un 

esperimento di analisi dei profili di espressione fornisce come risultato una matrice di dati, in cui le righe 

rappresentano i geni monitorati e le colonne corrispondono alle diverse condizioni sperimentali, quali punti 

temporali, condizioni fisiologiche, tessuti. Ogni elemento della matrice rappresenta quindi il livello di 

espressione di un particolare gene in uno specifico stato fisiologico. Ciascuna colonna è data da un 

vettore che ha tante dimensioni quanti sono i geni o le sequenze immobilizzate sull’microarrays. Questo 

numero può raggiungere valori notevoli che variano in funzione del genoma dei vari organismi complessi 

(Draghici S., 2003).La gestione e l’interpretazione dell’enorme quantità di dati generata dalle matrici ad 

alta densità rappresentano un aspetto fondamentale di questa tecnologia. Infatti, la loro applicazione nello 

studio dei profili dell’espressione genica produce volumi di informazioni tali da limitare l’applicazione delle 

tecniche modellistiche classiche. Tali tecniche non sono generalmente applicabili in maniera 

soddisfacente in presenza di sistemi poco caratterizzati e descritti da quantità grandissime di dati. È 

necessario, quindi, avere a disposizione tutta una serie di tecniche computazionali capaci di gestire ed 

interpretare questi enormi database nonché di interfacciarsi con gli strumenti bioinformatici per l’analisi 

funzionale, data mining. Si definiscono tecniche di data mining tutta una serie di strumenti informatici per 
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l’esplorazione e l’analisi di grandi quantità di dati al fine di estrarre motivi caratteristici e persistenti 

(patterns) e regole. Gli algoritmi che costituiscono il data mining sfruttano le informazioni ricavate 

direttamente dai dati per creare dei modelli empirici in grado di descrivere il comportamento di un sistema 

complesso (Draghici S., 2003).  

 

ESTRAZIONE DELL’ RNA  

L’RNA totale è stato estratto dalle linee cellulari HEK293 e PBMC infettate con i ceppi A1 e C3 di HHV8 e 

dalle colture non, utilizzando “RNeasy Mini Kit, Qiagen, Grmania”. I residui di DNA genomico 

eventualmente presenti sono stati eliminati trattando l’RNA estratto con DNAsi e RNAsi free Kit, (Roche, 

Germania) in presenza di MgCl2 7 mM, quindi è stata effettuata un’incubazione a 94°C per 10 minuti per 

inattivare la DNasi seguita da 2 minuti in ghiaccio. L’RNA totale, dopo essere stato quantificato mediante 

lettura della densità ottica allo spettrofotometro (Eppendorf, Germania) e valutato qualitativamente per 

essere certi che non fosse stato degradato nella fase di estrazione, è stato conservato a -80°C. 

L’esrazione del RNA è stata eseguita in doppio per ogni linea cellulare infetta con un sottotipo virale, ed 

ogni estrazione è stata successivamente valutata 3 repliche. 

  

RETROTRASCRIZIONE E MARCATURA 

L'utilizzo dell'Eppendorf DualChip differenziale microarrays per l'analisi dell'espressione genica è una 

metodica che garantisce risultati di alta qualità con un elevato livello di riproducibilità (link web: 

www.eppendorf-biochip.com). L’ibridazione su microarrays necessita di uno step di retrotrascrizione al fine 

di ottenere un cDNA rappresentativo dell’espressione genica e opportunamente marcato per la 

rivelazione.L’enzima utilizzato per la reazione è la trascrittasi inversa SuperScript™ II Reverse 

Transcriptase, Invitrogen. Alla miscela di reazione è stata aggiunta RNase H (2 U/μl), Invitrogen, 

ribonucleasi che taglia l'RNA in un eteroduplex DNA/RNA per produrre “single stranded DNA” (ssDNA). Il 

cDNA così ottenuto è stato conservato a -20° C fino alla reazione di quantificazione. 

 

IBRIDAZIOE, COLORAZIONE SILVERQUANT, ANALISI 

La metodica silverquant (Eppendorf Microarrays Silverquant®) si avvale di una strategia di rivelazione e 

quantificazione del cDNA utilizzando un anticorpo anti-biotina marcato particelle d’oro. II cDNA con 

biotinilato preparati con una miscela di ibridazione specifica, vengono dispensati sul vetrino. L’ ibridazione 

avviene utilizzando l’ibridatore automatico Thermoblock, Eppndorf, effettuando un incubazione overnight 

(12 - 16 ore) a 60 ° C con una frequenza: 1400 giri / min. Dopo l’ibridazione i Dualchip sono stati lavati, 

per eliminare il cDNA non ibridato, stabilizzati e analizzati. L’analisi del Dualchip è stata effettuata tramite 

scansione del microarray con Silverquant Scanner, Eppendorf che utilizza uno specifico programma di 

lettura Silverquant Image Viewer, Eppendorf. I dati numerici sono stati generati e successivamente 

analizzati con il Silverquant Analysis Software, Eppendorf. Il software prende in esame il valore di 

assorbenza del background e lo sottrae a quello letto a livello di ciascuno spot; successivamente esegue 

http://www.eppendorf-biochip.com/
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Eteroduplex&action=edit&redlink=1
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una linearizzazione e una normalizzazione dei dati. I risultati relativi al campione/controllo sono espressi 

come: invariato, gene per il quale i rapporti di assorbanza cadono all'interno del 0,95 intervallo di fiducia 

non può essere considerato statisticamente diverso da 1; significativo, gene per il quale i rapporti di 

assorbanza sono al di fuori del 0,95 intervallo di confidenza, altamente significativo, gene per il quale i 

rapporti di assorbenza sono al di fuori del 0,99 intervallo di confidenza. 

 

PREPARAZIONE DELLA DISTAMICINA LIPOSOMIALE 

Una formulazione liposomiale contenente distamicina cloridrato (DA-Lipo) è stata preparata con L-alfa-

fosfatidilcolina e colesterolo e sono stati valutati DA (lotto 1793-td, Lexipharm, Italia): l'efficienza di 

incapsulamento, di diametro, velocità di rilascio in vitro, dispersione vescicolare. La formulazione 

liposomiale contenente DA è stata preparata con la tecnica dell'evaporazione fase inversa parzialmente 

modificato (REV). Fosfolipidi idrogenati di soia con il 70% fosfatidilcolina sono stati usati per preparare 

una dispersione liposomiale contenente 1,38 mg / ml di incapsulato DA utilizzando il noto metodo di 

evaporazione a fase inversa (REV). Dal momento che le dispersioni liposomiali immediatamente dopo la 

preparazione erano eterogenee in termini di dimensioni, con differenze significative tra i vari lotti, come 

evidenziato dalla deviazione standard del diametro medio di 707,41 ± 121.20 nm, la sonicazione è stata 

utilizzata per renderli più piccoli e più omogenei in termini di dimensioni. Dopo sonicazione, diametro 

medio per la Lipo-Da è stato 358,41 ± 48.01 milioni e polidispersity cambiato da 0,579, che era indicativo 

della distribuzione eterogenea di vescicole di molti diametri diversi, a 0,311. L'efficienza di incapsulamento 

calcolata sulla dispersione liposomiale unimodale finale era 34.53% (E%) e consentiva la produzione di 

una dispersione liposomiale acquosa contenente 1,38 ± 0,260 mg / ml di DA. L'efficienza incapsulamento 

e la  cinetica di rilascio in vitro sono stati valutati. La quantità di DA all'interno dei liposomi è stata 

determinata mediante HPLC dopo lisi dei liposomi con etanolo assoluto. La dispersione liposomiale è 

stato mescolato con etanolo 1:10; dopo centrifugazione a 13000 rpm per 5 minuti, il surnatante è stato 

diluito e analizzato. Ogni analisi è stata effettuata in triplicato. L'efficienza percentuale di incapsulamento 

(E%) è stata calcolata usando la formula: E% = ED / TD x 100 dove ED rappresenta la quantità di 

incapsulato DA, e Td la quantità totale di farmaco inizialmente aggiunto alla soluzione. La quantità 

rilasciata di ciascuna aliquota DA è stata rilevata mediante mediante HPLC, tenendo conto del fattore di 

diluizione. La percentuale rilasciata nel bulk è stata calcolata in funzione del tempo di incubazione. 

Esperimenti di controllo sono stati fatti prendendo la stessa quantità di soluzione acquosa isotonica di 

riferimento (DA-Sol, 1,38 mg / ml) nel sacchetto di dialisi contro medie rilascio identici in identiche 

condizioni sperimentali. Gli esperimenti sono stati ripetuti per almeno tre volte. L'analisi delle proprietà di 

rilascio del farmaco della formulazione liposomiale utilizzando la membrana di dialisi dimostrato una 

rapida diffusione di DA dalla soluzione di riferimento (DA-sol) mentre un rilascio più controllato è stato 

ottenuto da Lipo-Da vescicole. Dopo 5.0 ore, più del 50% del contenuto DA stato rilasciato nella fase di 

ricezione dalla soluzione acquosa, mentre la quantità di DA rilasciato dalla dispersione liposomiale era 

inferiore a 5,0%. Il meccanismo di rilascio del farmaco può essere analizzato da una relazione proposta 
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da Ritger e Peppas (1978), dove Mt / M è la frazione di farmaco rilasciato al tempo t, ka cinetica costante 

rispetto alle proprietà della matrice e il farmaco (strutturale e caratteristiche geometriche) e l'esponente n 

diffusionale, chedpendeda dal meccanismo di rilascio e dalla forma delle particelle.  

 

SAGGI DI CITOTOSSICITA' 

Per eseguire il test di citotossicità, soluzione acquosa DA (DA-Sol) e liposomiale  DA (DA-Lipo) sono stati 

opportunamente diluite con mezzo di coltura a concentrazioni di DA comprese tra 0,0346-346uM. Test di 

citotossicità sono stati eseguiti su linee RCE, cellule HEK293 e PBMC (500.000 in una piastre a 24 

pozzetti (Corning, UK) mediante saggio Uptake del rosso Neutro. EC50, concentrazioni decrescenti la 

vitalità cellulare del 50%, sono state determinate mediante GraphPad software Prism (GraphPad software, 

USA) utilizzando un'analisi di regressione non lineare.  

 

SAGGI DI PERMEAZIONE IN VITRO E IN VIVO 

Il tasso di permeazione della DA è stato valutato su membrane epiteliali corneali ricostituite ottenuti da 

cellule RCE seminate su membrane Snapwell® ad una concentrazione di 8 x 104 cellule / cm2 

(Snapwell®, Superficie 1,0 cm2 e dimensione dei pori 0,4 mm Costar Italia) e sono state coltivate in 

condizioni standard a 37 ° C in atmosfera umidificata contenente il 5% di CO, con terreno di crescita sia 

nel vano apicale e basolaterale, per 15 giorni finché le cellule erano diventate confluenti ed erano 

stratificate e avevano ricostituito un epitelio corneale che presentava caratteristiche di barriera e 

permeabilità paracellulare simili a quelli della cornea di coniglio nativo. I dispositivi Snapwell® erano 

montati su camere di diffusione costituiti da sei singole camere, termostatata a 37 ° C (Harvard Apparatus, 

USA) con una fase donatore (lato superiore, 0,65 mL) contenevano 0,002% w / v di DA (corrispondenti a 

1,00 mg / mL), come soluzione di riferimento o intrappolato in liposomi ottenuti diluendo dA-Sol e archivi 

formulazioni dA-Lipo con cella media cresciuta. La quantita' di penetrazione della DA in fase di ricezione 

nel tessuto ricostituito è stata determinata mediante HPLC. Dopo deproteinizzazione concentrazione di 

DA nel supernatante è stato determinato mediante HPLC. Sono stati eseguiti sei esperimenti replica. La 

concentrazione della DA è stata valutata in vivo. Tutti gli esperimenti sono stati eseguiti in conformità con 

la Dichiarazione ARVO per l'uso di animali in oftalmia e Vision Research, secondo un protocollo approvato 

dalla Comitato Etico-Scientifico della Università di Pisa e sotto controllo veterinario. Sono stati utilizzati 

conigli albini maschi Nuova Zelanda del peso di 2.8-3.5 kg, Pampaloni Rabbitry (Fauglia, Italia). Essi sono 

stati alloggiati in gabbie standard in una stanza di luce-controllata (10 hr ciclo luce buio / 14 hr) a 19 ± 1 ° 

C e 50 ± 5% di umidità relativa è stata data una dieta pellet e acqua ad libitum standard. Durante gli 

esperimenti i conigli sono stati collocati in scatole di ritenuta per cui erano stati abituati in una stanza con 

scarsa illuminazione e sono stati autorizzati a muovere la testa e gli occhi liberamente. Diversi gruppi di 

conigli, ciascuna delle sei animali sono stati usati per analizzare 1) tempo di ritenzione della DA nel fluido 

lacrimale 2)  studi intraoculare penetrazione della DA e 3)  uptake corneale della DA. Una dose singola 

(50 ul) entrambi opportunamente diluita di Lipo-DA o Sol-DA è stata instillata nel sacco congiuntivale 
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inferiore di un occhio di ogni conigli immediatamente dopo la loro preparazione. La quantità di 

somministrata di DA era 0.05  Per lo studio di ritenzione precorneale DA 1,0 ul di liquido lacrimale sono 

stati raccolti in capillari di vetro monouso (Drummond "Microcaps" Fisher Scientific, USA) a intervalli di 

tempo adeguati (1, 3, 5, 10, 20 e 30 minuti) dopo la somministrazione delle formulazioni,  e dopo 

opportuna diluizione con fase mobile HPLC (1: 100 ratio) i campioni sono stati sottoposti ad analisi HPLC. 

I livelli di DA nell'umore acqueo sono stati monitorati a 30 e 60 minuti dopo l'instillazione delle formulazioni 

sperimentali, ritirando circa 50-60 uL di umore acqueo dalla camera anteriore di animali anestetizzati 

utilizzando una siringa da insulina (1,0 mL) con ago 29-gauge (BD, Micro-fine U-100 di insulina, Beckton 

Dickinson, Irlanda). Gli occhi del coniglio sono stati anestetizzati con 50 uL di ossibuprocaina cloridrato 

(Novesina 0,5%, Novartis Farma S.p.A., Italia). I campioni di umore acqueo sono stati congelati 

immediatamente e conservati a -18 ° C (Stella et al., 2012). Per l'analisi dei campioni scongelati sono stati 

mescolati con un volume uguale di fase mobile HPLC e centrifugati per 5 minuti a 13.000 rpm (IEC Micro 

CL 17, Thermo Electron Corporation, Germania) e 20 uL di campione sono stati sottoposti ad analisi 

HPLC. L'analisi della concentrazione di AD nel tessuto corneale è stata effettuata 30 minuti dopo 

l'instillazione delle formulazioni. Gli animali sono stati sacrificati mediante somministrazione endovenosa di 

una dose eccessiva di soluzione di sodio pentobarbital (sodium® Pentothal, Gellini Farmaceutici, Italia) 

nella vena marginale dell'orecchio, gli occhi sono stati enucleato e risciacquata con soluzione salina 

normale. Poi le cornee sono stati immediatamente congelati e conservati a -20 ° C. Per l'analisi, le cornee 

pre ponderati sono stati trasferiti in un tubo di vetro, addizionate con 1,0 mL di etanolo e in agitazione per 

5 minuti per favorire l'estrazione di DA. Poi, i campioni sono stati centrifugati per 5 minuti a 13.000 rpm 

(IEC Micro CL 17, Thermo Electron Corporation, Germany). Le  soluzioni alcoliche concentrate sono state 

messe sotto vuoto fino a completa essiccazione a 30 ° C e poi 30 ul di etanolo sono stati aggiunti a 

campioni secchi per effettuare analisi HPLC.  

 

SAGGIO DI RIDUZIONE DEL NUMERO DI CELLULE IMMUNOFLUORESCENTI  

Poiché l’isolato virale può indurre effetto citopatico anche dopo 7 gg dall’infezione durante i quali le cellule 

potrebbero morire per mancanza di nutrienti ed alcune potrebbero fondersi inficiando la conta finale si è 

deciso di eseguire una quantificazione  del virus mediante IFA e di allestire un saggio di riduzione di 

imunofluorescenza per saggiare la sensibilità dei ceppi A1 e C3 alla DISTAMICINA (lotto N°120/02 

P.M.517.961, fornita da LEXIPHARM) (DA) e DISTAMICINA LIPOSOMIALE (lotto N°120/02 P.M.517.961 

ph7.4, fornita da LEXIPHARM) (DA LIPO). Il saggio di riduzione di immunofluorescenza consiste nel 

trattare i tappeti cellulari con una quantità fissa di isolato virale che produce una quantità nota di cellule 

positive, precedentemente determinata mediante titolazione, e quantità scalari di farmaco e valutare la 

riduzione del numero di cellule positive dopo 48 h. Il farmaco da testare viene miscelato nella soluzione di 

agarosio a bassa temperatura di fusione, terreno (MEM in Earle’s salts) e 5% di FBS scomplementato che 

viene utilizzata per ricoprire le cellule dopo l’infezione. Per l'infezione sono state utilizzate particelle virali 

infettanti ottenute da colture cellulari BC3 e BCBL1 come descritto predentemenete titolate mediante Real 
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Time e  plaque reduction assay (PRA50) e ne sono state utilizzate 200,000 e la concentrazione inibente al 

50% è stat calcolata con il sotware Graphpad Prism 2.0 software (GraphPad Software, USA).  
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RISULTATI 

 

L’analisi filogenetica della sequenza nucleotidica della regione ha confermato che linee cellulari BC3 e 

BCBL1 utilizzate per analizzare il tropismo dei ceppi A e C sono risultate realmente infette rispettivamente 

con i sottotipi virali C3 e A1 di HHV8.  

 

 

 

 

Figura n. 1 Albero filogenetico della sequenza nucleotidica della regione VR2, le scritte evidenziate in 

rosso rappresentano gli isolati della colture BC3 e BCBL1. 
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Figura n. 2: Cinetica di amplificazione delle colture HEK293 e PBMC infettate con i sottotipi A1 e C3 a 24 

e 48 ore dall’infezione. 

 

Come evidenziato dai dati riportati nella tabella sottostante, l’analisi molecolare della carica virale 

mediante real-time PCR, Light cycler, Roche ha rilevato una carica maggiore di 103 solo nelle cellule e nel 

surnatante delle colture di HEK293 e RCE, epiteliali, infettate con il ceppo A1. Tutte le linee utilizzate per 

l’infezione in vitro erano HHV8 negative. Inoltre l’indagine dell’espressione antigenica virale nelle due linee 

cellulari eseguita dopo 24 e 48 ore dall’infezione ha rilevato che la linea di origine epiteliale infettata con il 

sottotipo A1 presenta un’espressione di gran lunga maggiore ad entrambe i tempi analizzati (Tabella 1). 

 

 

RISULTATI ESPERIMENTI MICROARRAY 

Con la metodica Micorarray Dualchip, Eppendorf sono stati analizzati un totale di 297 geni implicati in 65 

pathway dell’infiammazione, di cui 14 sono stati risulati significativamente modulati.  
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Tabella n. 2: In tabella sono riportati i 14 Pathway analizzati, il numero totale di geni analizzati per ciascun 

pathway, il numero di geni modulati nei PBMC infettati con il ceppo A, nei PBMC infettati con il ceppo C, 

nelle HEK293 infettati con il ceppo A e nelle HEK293 infettati con il ceppo C. 

 

L’analisi è stata condotta mediante il software Silverquant Analysis (Eppendorf) che prevede la 

linearizzazione e la normalizzazione del valore di assorbanza rilevato dallo scanner (Eppendorf) a livello di 

ciascuno spot e il calcolo del rapporto tra il valore campione/controllo.  

 

 

  

Figura n. 3: Rappresentazione dei geni modulati nelle linee PBMC ed HEK293 infettate con i ceppi A e C 

di HHV8. 
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I dati ottenuti mostrano che nella linea cellulare PBMC infettata con il ceppo A, sono modulati in modo 

statisticamente significativo un totale di 104 geni di cui (2 coinvolti nel pathway della “via di segnalazione 

recettoriale delle cellule B”, 4 nel pathway della “via di segnalazione recettoriale delle cellule T”, 6 nel 

pathway della “risposta infiammatoria”, 5 nel pathway della “risposta immune”, 2 nel pathway del “ciclo 

cellulare”, 1 nel pathway della “segnalazione del calcio”, 10 nel pathway della “via di segnalazione dei 

recettori del Toll-like”, 20 nel pathway dei “segnalazione delle MAPK”, 16 nel pathway di “segnalazione 

Jak-STAT”, 40 nel pathway dell’ “Interazione recettore citochine-citochine”, 8 nel pathway dell’ “apoptosi”, 

5 nel pathway delle “molecole di adesione cellulare (CAMs)”, 7 nel pathway della “citotossicità mediata da 

Natural Killer”, 7 nel pathway di “regolazione dell’ actina citoscheletrica”). Nella linea cellulare PBMC 

infettata con il ceppo C, sono modulati in modo statisticamente significativo un totale di 93 geni di cui (3 

coinvolti nel pathway del “via di segnalazione recettori delle cellule B”, 6 nel pathway della “via di 

segnalazione dei recettori delle cellule T”, 5 nel pathway della “risposta infiammatoria”, 4 nel pathway della 

“risposta immune”, 2 nel pathway del “ciclo cellulare”, 1 nel pathway della “segnalazione del calcio”, 11 nel 

pathway del “via di segnalazione dei recettori Toll-like”, 17 nel pathway di “segnalazione MAPK”,16 nel 

pathway di “segnalazione Jak-STAT”, 34 nel pathway dell’ “Interazione dei recettore citochine-citochine”, 

13 nel pathway del “apoptosi”, 5 nel pathway delle “molecole adesione cellulare (CAMs)”, 8 nel pathway 

della “citotossicità mediato da cellule Natural Killer”, 7 nel pathway della “regolazione del actina 

citoscheletrica”). 

Nella linea cellulare HEK293 infettata con il ceppo A, sono modulati in modo statisticamente significativo 

un totale di 169 geni di cui (4 coinvolti nel pathway della “via di segnalazione dei recettori delle cellule B”, 

10 nel pathway della “via di segnalazione dei recettori delle cellule T”, 6 nel pathway della “risposta 

infiammatoria”, 3 nel pathway della “risposta immune”, 6 nel pathway del “ciclo cellulare”, 7 nel pathway 

della “segnalazione del calcio”, 11 nel pathway della “via di segnalazione dei recettori Toll-like”, 34 nel 

pathway di “segnalazione MAPK”, 23 nel pathway di “segnalazione Jak-STAT”, 55 nel pathway dell’ 

“interazione recettore citochine-citochine”, 12 nel pathway dell’ “apoptosi”, 6 nel pathway delle “molecole 

di adesione cellulare (CAMs)”, 6 nel pathway della “citotossicità mediato da cellule Natural Killer”, 17 nel 

pathway della “regolazione dell’ actina citoscheletrica”). Nella linea cellulare HEK293 infettata con il ceppo 

C, sono modulati in modo statisticamente significativo un totale di 131 geni di cui (2 coinvolti nel pathway 

della “via di segnalazione dei recettori delle cellule B”, 10 nel pathway della “via di segnalazione dei 

recettori delle cellule T”, 4 nel pathway della “risposta infiammatoria”, 6 nel pathway della “risposta 

immune”, 1 nel pathway del “ciclo cellulare”, 4 nel pathway della “segnalazione del calcio”, 12 nel pathway 

della “via di segnalazione dei recettori Toll-like”, 18 nel pathway di “segnalazione MAPK”, 27 nel pathway 

di “segnalazione Jak-STAT”, 54 nel pathway di “Interazione recettore citochine-citochine”, 9 nel pathway 

dell’ “apoptosi”, 7 nel pathway delle “molecole adesione cellulare (CAMs)”, 10 nel pathway della 

“citotossicità mediata da cellule Natural Killer”, 8 nel pathway della “regolazione del actina 

citoscheletrica”). Analizzando il totale dei geni modulati nelle due linee cellulari prese in esame infettate 

con entrambe i ceppi, emergono 11 geni sono risultati comunemente modulati. 
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Figura n. 6: Rappresentazione grafica di geni comunemente modulati. In blu geni comuni nei PBMC 

infettati con i ceppi A e C. In Rosso geni modulati comuni nelle HEK293 infettate con i ceppi A e C. In 

giallo geni comunemente modulati nei PBMC e nelle HEK293 infettate con entrambe i ceppi. Gli 11 geni 

modulati in entrambe le linee infettate con i ceppi A1 e C3 di HHV8 sono: gene C5 “Complement 

component 5” coinvolto nel “pathway del complemento e cascata della coagulazione”; CCL1 “Chemokine 

(C-C motif) ligand 1” coinvolto nel “pathway di interazione recettore citochine-citochine”; IL15 “Interleukin 

15” coinvolto nel “pathway di interazione recettore citochine-citochine”, “pathway della segnalazione Jak-

STAT”; IL3 “Interleukin 3 (colony-stimulating factor, multiple)” coinvolto nel “pathway dell’interazione 

recettore citochine-citochine”, “Apoptosi”, “pathway della segnalazione Jak-STAT”, nella  “linea delle 

cellule ematopoietiche”, nel “pathway Fc epsilon RI signaling”; IL7 “Interleukin 7” coinvolto nel “pathway 

interazione recettore citochine-citochine”, “pathway della segnalazione Jak-STAT”, coinvolto nel lineage 

delle cellule ematopoietiche; IRF2 “Interferon regulatory factor 2” appartenente alla famiglia dei 

Transcritption factor activity; NFATC1 “Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-

dependent 1” coinvolto nel “pathway della segnalazione di Wnt”, “axon guidance”, “citotossicità mediata da 

cellule Natural killer”, “ pathway della via di segnalazione dei recettori delle cellule T” e nel “pathway della 

via di segnalazione dei recettori delle cellule B”; STAT1 “Signal transducer and activator of transcription 1, 

91kDa” coinvolto nel “pathway dei recettori Toll-like” e “pathway della segnalazione Jak-STAT”; “TGFBI 

Transforming growth factor, beta-induced, 68kDa” coinvolto nel “pathway del adesione cellulare”; TLR4 

“Toll-like receptor 4” coinvolto nel “pathway della via di segnalazione dei recettori Toll-like”; TNFSF11 

“Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11” coinvolto nel “pathway dell’interazione dei 

recettore citochine-citochine”. 

 

 



44 
 

 

 

Tabella n. 3: 11 geni comunemente modulati nei PBMC e nelle HEK293 infettate con i ceppi A1 e C3, 

pathway coinvolto e numero di acceso in banca dati (Eppendorf DualChip® Human Inflammatory). 

 Ripetendo l'analisi statistica  fisssando come signioficativa una variazione di espressione genica supeiore 

a 2 i risultati hanno rilevato un significativo aumento nell'espressione dei geni coinvolti nel processo 

infiammatorio (vale a dire, AGT, CCR8, CXCR4, IL-6, IL-9, IL10RA, IL-17, IL-23A), trasduzione del 

segnale (ad esempio, FGF5, FGF7, MAP3K1, MAPk9m TGFBR1, TRAF2), ciclo cellulare (IGFBP1), 

risposta immunitaria (vale a dire, IL-16, TLR4), apoptosi (TNFSF4, TNFSF11), e altri geni appartenenti a 

diverse categorie (ad esempio, BMP4, BMPR2, EPHA3, HGFBP1 , RUNX1, RUNX2, SP1).  

Fissando una soglia di modulazione genica > 2 volte, un elevato numero di geni sono risultati 

significativamente modulati sia in cellule HEK293 che nei PBMC infettate sia con il sottotipo A1 (169 e 104 

geni, rispettivamente) e il sottotipo C3 (131 e 93 geni, rispettivamente). Per aumentare la significatività, la 

soglia di modulazione significativa è stat alzata a > 4 volte della espressione basale. Un totale di 24 geni 

risultata fortemente indotta soprattutto da infezione con HHV8 sottotipo A1. Il confronto tra i profili di 

espressione nelle linee infettate con i due sottotipi ha evidenziato che solo 4 geni sono fortemente 

modulati comunemente dai differenti sottotipi virali (cioè, BMP4, BMPR2, Runx2 e TNFSF11). 

 

Tabelle n.3 Geni comunemente modulati con cut off fissato a >4 
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La quantità di DA incapsulata nei liposomi è stata determinata mediante HPLC dopo lisi dei liposomi con 

etanolo assoluto. L'efficienza di incapsulamento calcolata sulla dispersione liposomiale unimodale finale 

era 34.53% (E%) e la produzione di una dispersione liposomiale acquosa contenente 1,38 ± 0,260 mg / 

ml di DA. L'analisi delle proprietà di rilascio del farmaco della formulazione liposomiale utilizzando la 

membrana di dialisi hanno dimostrato una rapida diffusione di DA dalla soluzione di riferimento (DA-sol) 

mentre un rilascio più controllato è stato ottenuto da Lipo-Da. 

 

 

Fig. n. 4 Frazione di rilascio della DA e DAlipo 

 

I test di citotossicità su RCE, HEK 293 e cellule PBMC effettuate sulla soluzione di riferimento DA (DA- 

Sol) ha mostrato chiaramente una tossicità trascurabile della soluzione acquosa di DA a tutte le 

concentrazioni testate. Infatti, la vitalità cellulare rimane superiore al 50% fino a una concentrazione di DA 

corrispondente al 0,01% w / w mentre l'effetto tossico scompare completamente per la formulazione 

liposomiale. Dopo il trattamento di RCE, HEK 293 e PBMC linee cellulari con DA liposomiale la vitalità 

cellulare si mantiene oltre il 90% a prescindere dalla concentrazione testata. Questi risultati confermano la 

mancanza di cititossicità della formulazione liposomiale e quindi consentono di stabilire la maggiore 

concentrazione di DA da utilizzare nei test biologici. 

La permeazione della DA attraverso è stata a valutata su membrane epiteliali corneali ricostituite ottenute 

da cellule RCE seminate su membrane Snapwell®. Il  profilo farmacocinetico epiteliale di farmaci per uso 

topico è influenzato da molti fattori e l'instillazione di formulazioni potenzialmente irritanti potrebbe ridurre 

l'assorbimento intraoculare dei farmaci. Per questi motivi diventa evidente per stabilire la biocompatibilità 

della formulazione scelta individuare la concentrazione del farmaco in grado di evitare effetti tossici. I 

risultati in test di citotossicità eseguiti su RCE note per la loro sensibilità verso agenti irritanti e 
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ampiamente utilizzati per la valutazione di adiuvanti oftalmici, confermano la buona biocompatibilità di 

soluzioni di DA e la mancanza di effetti tossici per la DA incapsulata nei liposomi.  

 

Gli studi cinetici hanno rilevato un aumento della concentrazione subito dopo l'istillazione e un decremento 

dopo 30 min a  2.59 e 0.87 mg/mL per DA-Lipo e DA-Sol rispettivamente.  Inoltre la concentrazione della 

formulazione liposomiale a 3-5 e 10 minuti dall'istillazione è risultata significativamente maggiore rispetto 

alla forma libera (p < 0.05). Tutti I dati hanno inoltre rilevato una  velocità di eliminazione minore della 

forma liposomiale, comportamento confermato emivita della DA nel liquido lacrimale (1.82 e 2.75 min per 

DA-Sol e DA-Lipo, rispettivamente).  I valori di AUC sono indicativi della maggiore biodisponibilità nel 

fluido lacrimale della formulazione liposomiale (circa 1,73 volte) rispetto alla forma libera. L'analisi della 

concentrazione di DA nell'umor acqueo a 15-30 e 60 minuti dall'istillazione di entrambe le formulazioni 

hanno rilevato l'assenza del farmaco (valori LOQ e LOD di analitica metodo 21,2 ng / mL e 9,23 ng / ml, 

rispettivamente). Al contrario, una notevole quantità di DA corrispondente a 1.579 0.087 e 2.028 0,063 ng 

/ mg sono stati rilevati nei tessuti corneali 30 minuti dopo la somministrazione di DA-Sol e DA-Lipo 

formulazioni, rispettivamente (p <0.05). L'analisi HPLC del contenuto DA nei campioni nell'umore acqueo 

effettuati a 15, 30, 60 minuti dopo l'instillazione di entrambe le formulazioni consentiti per assicurare 

l'assenza di tracce di farmaco in questo fluido oculare .  

 

 

Tabella n. 5 Farmacocinetica nei fluidi oculari 

 

L'attività antivirale della DAlipo della Da formulazione libera (0.0772-772 mM) , sulle cellule HEK 293 e le 

cellule PBMC e RCE infettate con 200.000 particelle di HHV8 HHV8 a 24 e 48 ore dopo l'infezione ha 

evidenziato IC50 ottenute con il software GraphPad Prism 2.0 (GraphPad Software, USA) in tre replica 

sperimentale riportate nella tabella 4 e 5 e nei grafici prism sottostanti. E' stato possibile calcolare IC50 

della DA contro HHV8 A1 e C3 solo nelle cellule HEK293 e RCE, perché è risultata inefficace contro lo 

stesso sottotipo HHV8 infettante i PBMC. La DA IC50 controil ceppo A1 di HHV8 nelle cellule HEK293 e 

RCE è stat 0,01,343 ug/ ml e 0,06,257 ug / ml e la DA IC50 contro il ceppo HHV8 C3 nelle cellule HEK293 

e RCE è stata 0,127 ug / ml e 0,1187 ug / ml, rispettivamente. Le IC50 della formulazione DAlipo contro 

HHV8 A1 nelle cellule HEK293 e RCE è stata 0,08,096 ug / ml e 0,009,351 ug / ml e contro HHV8 C3 era 

0,1132 ug / ml e 0.1567 ug / ml nelle HEK293 e nelle cellule RCE. È interessante notare che DAlipo ha 

esplicato la sua attività antivirale anche nelle cellule PBMC infettate con sottotipi A1 e C3 e la IC50 era 

2.575 e 3.107 ug / ml I risultati sono riassunti nella tabella che segue e nelle rappresentazioni grafiche. 
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DA HHV8 A1 HEK293 DA HHV8 A1 RCE  DA HHV8 A1 PMC  

0.01343 µg/ml 0.06257 µg/ml NC 

DA HHV8 C3 HEK293 DA HHV8 C3 RCE  DA HHV8  PMC  

0.1027  µg/ml 0.1187 µg/ml NC 

Tabella 6 Attività antivirale della DA 

Figura n. 5 HHV8 DA HEK293 IC50 0.01343 µg/ml 

 

Figura n. 6 HHV8 A1 DA RCE IC50 0.06257 µg/ml 

 

Figura n.  7 HHV8 A1 DA PBMC IC50 NON CALCOLABILE                                 
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Figura n. 8 HHV8 C3 DA  HEK293  IC50 0.1027  µg/ml 

 

 

 

Figura n. 9 HHV8 C3 DA IC50 0.1187 µg/ml  

 

 

 

Figura n. 10 HHV8 C3 DA PBMC IC50 NON CALCOLABILE 
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DA Li HHV8 A1 HEK293 DALi HHV8 A1 RCE  DALi HHV8 A1 PMC  

0.08096 µg/ml 0.09351 µg/ml 2.575 µg/ml 

DA HHV8 C3 HEK293 DA HHV8 C3 RCE  DA HHV8  PMC  

0.1132  µg/ml 0.1567 µg/ml 3.107 µg/ml   

Tabella n.7  Attività antivirale della DAlipo 

 

 

Figura n. 11 HHV8 A1 DALIPO HEK293 IC50 0.08096 µg/ml 

 

 

 

Figura n. 12 HHV8 A1 DALIPO RCE IC50 0.09351 µg/ml  
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Figura n. 13 HHV8 A1 DALIPO PBMC IC50 2.575 µg/ml 

 

 

Figura n. 14 HHV8 A1 DALIPO RCE CELLS IC50 0.1132 µg/ml  

 

Figura n. 15 HHV8 C3 DALIPO RCE IC50 0.1567 µg/ml  
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Figura n.  16 HHV8 C3 DALIPO PBMC IC50 3,107 µg/ml  
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DISCUSSIONE 

 

In base all’analisi della sequenza dell’ORFK1 gli isolati di HHV8 sono classificabili in 5 maggiori tipi: A, B, 

C, D ed E (Zong J.C. et al., 1999) mentre l’analisi filogenetica della sequenza amminoacidica permette la 

descrizione di 13 varianti virali denominate da A1 ad A5, da C1 a C5 e D1 e D2 (Zong J.C. et al., 1999).  

Ad oggi i ceppi virali sono associati solo ad una diversa distribuzione geografica: ceppi A e C più diffusi in 

Europa, USA, Medio Oriente e Asia, ceppo B nell’ Africa sub-Sahariana, ceppo D principalmente in 

individui provenienti dalle isole del Pacifico e dall’Australia, ceppo E in Sud-Americani (Zong J.C. et al., 

1999; Biggar R.J. et al., 2000). HHV8 è stato isolato da colture cellulari derivate da PEL ed è noto che il 

virus rimane latente nelle colture cellulari derivate da linfomi cavitari (BL) come le BC3 e BCBL1 (Renne et 

al., 1996). L’analisi filogenetica della sequenza nucleotidica della regione ORFK1 ha confermato che le 

linee cellulari BC3 e BCBL1 utilizzate per produrre le particelle virali utilizzate per l’analisi del tropismo dei 

ceppi A e C sono risultate realmente infette rispettivamente con i sottotipi virali C3 e A1 di HHV8. L’azione 

patogenetica di HHV8 si svolge principalmente durante il ciclo latente, ma anche durante le riattivazioni a 

cui il virus può andare incontro in seguito a diminuzione delle difese immunitarie dell’ospite a causa di 

trattamento con chemioterapici, trapianto d’organo o senilità (Chen et al., 2001, Cattani et al., 2003). Ad 

oggi esistono poche informazioni relative ai siti di replicazione durante l’infezione primaria e le riattivazioni. 

E’ stato dimostrato in bambini immunocompetenti che le prime manifestazioni cliniche dovute all’infezione 

sono associate a presenza del genoma di HHV8 nella saliva e concomitante viremia (Andreoni M. et al., 

2002), inoltre il genoma virale è stato rilevato nel 10% dei sieri prelevati da omosessuali maschi infetti sia 

prima che dopo la sieroconversione (Goudsmit J. et al., 2000). E’ stata riscontrata la presenza del virus 

anche nelle cellule mononucleate del sangue di soggetti omosessuali HIV negativi dimostrando la 

replicazione virale nei tessuti linfoidi durante l’infezione primaria (Wang Q.G. et al., 2001). Un recente 

studio, Matteoli et al., 2008, condotto su campioni di sangue e saliva appartenenti a 30 pazienti affetti da 

KS classico tutti residenti nell’area di Sassari ha rilevato che la carica virale nella saliva e nel sangue non 

sono correlate, anche se la carica nella saliva risulta significativamente maggiore solo nei pazienti infetti 

con il ceppo A, inoltre la carica virale nel sangue è paragonabile per i due ceppi. Solo l’andamento degli 

anticorpi anti-LANA sembra correlare con l’andamento clinico della malattia e l’andamento della carica 

virale nella saliva è inversamente proporzionale a quella nel sangue e nel siero, inoltre un aumento della 

replicazione virale nel cavo orale è associata ad un miglioramento delle condizioni cliniche del paziente. 

La carica virale nella saliva in pazienti affetti dal ceppo A raggiunge picchi con valori maggiori di 106 

copie/ml, mentre nel sangue il valore massimo rilevato è di 103 copie/ml (Matteoli B. et al., 2008). La saliva 

sembra quindi il fluido dove si riscontra la più alta carica virale nei pazienti infetti con il ceppo A; è quindi 

possibile che i ceppi A abbiano un più elevato tropismo verso le cellule epiteliali, come quelle che 

rivestono il cavo orale. Considerando inoltre i dati riportati da uno studio epidemiologico recente che ha 

rilevato una maggiore progressione della forma classica del KS in pazienti infetti con il sottotipo A 

(Mancuso R. et al., 2008), la differenza genotipica si potrebbe tradurre in un diverso rapporto virus-ospite 
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riconducibile anche ad un diverso meccanismo di trasformazione.La maggiore carica virale ed 

espressione antigenica riscontrata nel surnatante e all’interno delle cellule di origine epiteliale, HEK293, 

infettate con il sottotipo A1, indicherebbe una maggiore infettività e capacità replicativa di questo sottotipo 

nel citotipo epiteliale almeno durante la fase acuta dell’infezione. Ad oggi non esistono molte informazioni 

riguardo l’effetto esercitato dalla infezione di HHV8 durante l’infezione litica o latente nei diversi citotipi 

competenti che è sicuramente alla base della patogenesi del KS e del tropismo cellulare.Nel genoma di 

HHV8 sono presenti numerosi omologhi di geni cellulari. Alcuni di questi codificano per proteine che 

intervengono nella regolazione del ciclo cellulare promuovendo la proliferazione e/o inibendo la morte per 

apoptosi, altri invece, sono implicati nell’evasione delle difese immunitarie sia innate che adattative 

dell’ospite (Fields et al., 2007). Insieme, contribuiscono alla patogenesi del KS direttamente o 

indirettamente favorendo la persistenza del virus nelle lesioni del sarcoma (Boshoff C. et al., 2001; Moore 

P.S. et al., 2003).Per attuare l’infezione litica numerose proteine virali interferiscono direttamente sia con 

l’immunità innata che con l’instaurarsi dell’immunità adattativa specifica (Coscoy L., 2007).Diversi studi 

attribuiscono alla proteina virale vGPCRs il ruolo principale nella eziologia virale a causa della sua 

capacità di indurre l’espressione non solo di geni coinvolti nella proliferazione cellulare e nel blocco 

dell’apoptosi ma anche di numerose citochine infiammatorie, di fattori di crescita e di fattori angiogenici 

critici per lo sviluppo del KS (Sodhi A. et al., 2004).I risultati dello studio dell’espressione genica 

utilizzando DualChip per geni infiammazione umana condotto sulle linee cellulari HEK293 e PBMC 

infettate con i ceppi A1 e C3 confermano che esiste una modulazione dell’espressione genica associata al 

agente eziologico. Si è infatti osservato che geni implicati nei pathway nell’infiammazione e nell’immunità 

innata, ma anche nella trasduzione del segnale e nella proliferazione cellulare presentano un cambio di 

espressione nelle linee cellulari infettate con due sottotipi virali, rispetto alle linee cellulari di controllo non 

infette. Dai dati ottenuti la linea HEK293  infettata con i diversi sottotipi mostra  un più alto numero di geni 

modulati rispetto alla linea PBMC. Confermando i dati ottenuti con modelli sperimentali di diverso 

approccio in cui si evidenzia un più alto tropismo di HHV8 per citotipo epiteliale (Matteoli B. et al., 2008). 

Nella linea epiteliale il sottotipo A1 è ha dimostrato di modulare un numero maggiore di geni modulati, 

rispetto al sottotipo C3, ed in particolare il più alto numero di geni modulati sono coinvolti nel pathway 

delle MAPK, del ciclo cellulare e nella regolazione dell’actina citoscheletrica. La modulazione del gene 

dell’actina citoscheletrica potrebbe essere associata alle sequenze presenti nel genoma virale codificanti 

per proteine cellulari, come la β-actina e potrebbe essere dovuto al coinvolgimento del citoscheletro nel 

trasporto intracellulare dei capsidi virali, nell’assemblaggio e nella fuoriuscita dei virioni maturi, 

indispensabile durante il ciclo litico (Zhu F.X. et al., 2005). Tra i geni che sono risultati differentemente 

modulati nelle due linee si trova il gene IL-6, in grado di stimolare la proliferazione cellulare (Osborne J., 

1999). Risultano inoltre differentemente modulati i geni JAK1, STAT1/3, STAT5, che si trovano sotto il 

controllo del gene IL6 e i cui rodotti determinano tra l’altro per esempio la neoangiogenesi (Osborne J., 

1999; Nicholas J., 1997).I geni IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8, VEGF, bFGF, MCP-1 che sono risultati 

differentemente modulati sono bersaglio della proteina virale codificata dall’ORF 74 (vGPCR), una 
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proteina transmembrana omologa del recettore umano dell’ IL-8. Le cellule che esprimono vGPCR 

secernono elevate quantità di fattori di crescita e citochine sia autocrine con possibilità quindi di indurre  la 

neoangiogenesi mediante un meccanismo paracrino (Bais C., 1998).11 geni sono risulati comunemente 

modulati in entrambe le linee cellulari infette con i due sottotipi virali: C5, CCL1, IL15, IL3, IL7, IRF2, 

NFATC1, STAT1,  TGFBI,  TLR4 e   TNFSF11 che  sono implicati nell’interazione virus-cellula è 

potrebbero essere coinvolti in meccanismi chiave dell’eziologia virale. HHV8 infatti codifica per proteine 

che deregolano checkpoint dei pathways che disciplinano la proliferazione cellulare, contribuendo 

potenzialmente come virus oncogeno. Queste proteine virali funzionano come fattori di crescita 

ligando/recettore, proteine di trasduzione del segnale, mediando la trascrizione di fattori e regolatori del 

ciclo cellulare (Direkze S.  et al., 2000).I geni CCL1, IL15, IL3, IL7, TNFSF11, ad esempio,  implicati nei 

pathway delle interazione citochine-citochine, che potenzialmente potrebbero essere associati ad una 

modulazione determinata dalle interazioni virus-cellula. Recentemente è stato individuato una 

modulazione genica supportata dal gene virale vGPCR, il quale influisce sull’espressione delle citochine, 

stimolando principali fattori di trascrizione, tra i quali quelli nucleari fattori KB (NF-KB), proteina attivatore-1 

(AP-1), e fattore nucleare di attivazione delle cellule T (NFAT), attraverso l'attivazione delle proteine G 

Rac1. L’inibizione di Rac1 bloccato da vGPCR induce la trascrizione e la secrezione di citochine KS, tra 

cui l'interleuchina-6 (IL-6), IL-8, e il fattore di crescita  associato all’oncogene α (GROα) (Montaner S. et 

al,. 2009). La modulazione dell’espressione genica di STAT1 riscontrata, potrebbe essere associata a una 

modulazione indotta da geni virali considerando che il gene Tat di HIV riattiva la replicazione litica KSHV 

in parte alterando proprio l’espressione genica del  pathway JAK/STATs (Zeng Y. et al., 2007). STAT1 è 

coinvolto della cascata del segnale di vie fondamentali nel pathway infiammatori, interagendo con la 

cascata del segnale dell’interazione citochina-citochina, INFα/β, INFγ, fattori di crescita e GPCR, 

contribuendo all’espressione a sua volta di geni cellulari (Chatterjee M. et al., 2002). Da tempo, il gene 

vIL-6 di HHV8 si è dimostrato implicato nel blocco della segnalazione del INFα, influendo sulla formazione 

del complesso STAT1/STAT2/IRF9, inducendo proliferazione cellulare ed immunoevasione dall’attività 

antivirale dell’ineterferone α (Chatterjee M. et al., 2002). Il gene TLR4 che è risultato altamente modulato è 

bersaglio di HHV8, il quale attua un meccanismo di immunoevasione contro TLR4 mediatore della 

risposta immunitaria. Esperimenti in vitro, in cui è stato silenziato TLR4 le cellule  si sono dimostrate più 

sensibili alla infezione con HHV8, mentre l'attivazione di TLR4 protegge le cellule dall’ infezione (Lagos D. 

et al., 2008). L'attivazione di ERK attuata da proteine codificate da HHV8 come vGPCR giocano un ruolo 

chiave nella downregolazione di TRL4, in cui vIRF di KSHV contribuisce all'effetto inibitorio (Lagos D. et 

al., 2008). La modulazione di IRF2 e TGFBI riscontrata è confermata dai dati presenti in lellteratura che  

riportano l’identificazione di 4 proteine codificate da HHV8 che interagiscono la risposta antivirale della 

cellula ospite e che risultano omologhe del fattore regolatorio del interferone (IRF). E’ stato dimostrato che 

almeno tre geni virali vIRFs (vIRF 1, 2, 3) inducono alterazioni alle risposte cellulari legate ai geni IRFs e 

interferoni (IFNs).  Non sono ancora noti invece i cambiamenti funzionali causati da vIRF-4 (Offermann 

M.K., 2007).  La modulazione del gene TGF-beta rilevata potrebbe essere dovuta all’interazione ddei geni 
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vIRFs importanti proteine cellulari con funzione regolatrice, comprese le risposte al fattore di crescita 

trasformante beta (TGF-beta) e la proteina p53 soppressore tumorale (Offermann M.K., 2007). Risulta 

inoltre essere alterato nell’espressione il gene C5. Il sistema del complemento è una componente 

importante per fornire immunità innata per la protezione immediata contro i patogeni senza la necessità di 

esposizione precedente, così come l'innesco della risposta immunitaria adattativa attraverso 

opsonizzazione, reclutamento dei leucociti per migliorare la risposta immune umorale. Recenti studi 

dimostrano l’interazione di proteine di HHV8 con  complesso del complemento, dimostrate dalle infezioni 

fulminanti ricorrenti in individui con carenze dei componenti del complemento, ma anche attraverso molte 

strategie di evasione scoperte in una vasta gamma di agenti infettivi, compresa l'acquisizione di 

complemento inibitorio endogeno dell’ospite e dell’espressione dei propri geni omologhi inibitori (Mark L. 

et al., 2006). I risulati ottenuti sembrano quindi confermare i dati presenti in letteratura che evidenziano da 

parte di HHV8 l’espressione di un gruppo di geni  implicati nei meccanismi di evasione delle risposte 

immunitarie per il loro effetto anti-infiammatorio ed immunosoppressivo determinato potenzialmente da 

una forte modulazione genica (Fields et al., 2007). Nonostante il basso numero di isolati testati, la diversa 

capacità replicativa dei due ceppi nei due citotipi e la modulazione dell’espressione cellulari coinvolti nel 

processo infiammatorio sembrerebbero indicare che la differenza genotipica si potrebbe tradurre in un 

diverso rapporto virus-ospite riconducibile anche ad un diverso meccanismo patogenetico. Inoltre il 

rilevamento di geni comunemente modulati nei due citotipi infettati con entrambe i ceppi analizzati 

potrebbe porre le basi per la comprensione a livello molecolare di meccanismi patogenetici di HHV8 di  

interesse per lo sviluppo di vaccini e nuove strategie terapeutiche. Questo studio descrive un quadro 

completo della modulazione genica cellulare durante la fase litica dell’infezione con il virus HHV8 attiva in 

due citotipi sensibili HEK 293 e PBMC. Abbiamo scoperto che l'espressione della cellula ospite cambia 

dopo solo 24 ore dall’infezione, ed è molto diversa dagli studi genici di induzione precedenti che sono stati 

effettuati in momenti successivi dell’infezione. Infatti, Poole et al. che hanno utilizzato una diversa la linea 

cellulare JSC1 per produrre il virus utilizzato per infettare cellule endoteliali primarie hanno eseguito gli 

studi di modulazione genica dopo 3-5 settimane dall’infezione quando ormai le cellule erano state 

trasformate in “spindle cells” risultavano positive agli antigeni LANA. Dall’analisi eseguita: a) non si rileva 

sovrapposizione di geni modulati da parte dei sottotipi virali analizzati; b) il profilo trascrizionale indotto 

dall’infezione nella linea epiteliale e linfoide era  strettamente diverso. Questo è probabilmente perché il 

criterio fissato di un aumento di almeno 4 volte come significativo per la modulazione genica è un filtro di 

soglia molto stretto. Tuttavia, i geni che emergono da tale confronto sarà di maggior interesse per lo studio 

del loro ruolo nella biologia unica di HHV-8. Inoltre, la capacità replicativa dei due ceppi nei due tipi di 

cellule e la modulazione dei geni coinvolti nel processo infiammatorio sembrerebbe indicare che la 

differenza genotipica potrebbe essere tradotta in un diverso rapporto virus-ospite, imputabile anche a un 

differente meccanismo patogenetico. Oltre a identificare i geni di risposta host-specifico all'interno di 

ciascun percorso funzionale che sono già noti per essere importante per HHV-8, i nostri risultati 

identificano nuovi geni candidati che non sono ancora noti nella  biologia di HHV8. Ad esempio, una up-
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regolazione di geni coinvolti nel processo infiammatorio (AGT, CCR8, CXCR4, IL-6, IL-9, IL10RA, IL-17, 

IL-23A), nella trasduzione del segnale (FGF5, FGF7, MAP3K1, MAPk9, TGFBR1, TRAF2 ), nel nelciclo 

cellulare (IGFBP1), la risposta immunitaria (IL-16, TLR4), nell’apoptosi (TNFSF4, TNFSF11). I ruoli di 

queste molecole nell’istaurarsi dell’infezione di HHV8 e lo sviluppo del KS rimangono da studiare. I risultati 

dei saggi farmacologici mostrano una mancanza di citotossicità della DAlipo su tutte le linee analizzate. 

Da notare che i valori di CC50 rilevati nel presente cadono nell’estremo inferiore del range di valori di 

CC50 per la DA riportati in letteratura. Infatti, i valori CC50 dati disponibili vanno da 35 uM nella linea 

cellulare Hep-2 a 154 uM nella linea  HeLa e 385 uM nelle cellule primarie di rene di coniglio. La DA 

sembra inibire tutte le DNA polimerasi, il che potrebbe spiegare l’ origine della sua attività antivirale.  A 

causa della mancanza di informazioni riguardo la genetica dei sottotipi A1 e C3 derivati dalle linee cellulari 

latentemente infette, non è possibile capire fino in fondo se l’attività antivirale rilevata sia dovuta a 

mutazioni geniche specifiche o alla virulenza dei ceppi. Sicuramente sono necessari ulteriori studi per 

capire il meccanismo antivirale della DA in entrambe le formulazioni contro il virus HHV8. La marcata 

attività antivirale e la mancanza di tossicità della formulazione liposomiale rilevata nel presente studio 

indicano la possibilità di utilizzare la DA come un farmaco antierpetico per trattamenti sia sistemici che 

topici. Potrebbe essere utilizzata da sola o in associazione ad altri agenti antivirali per accorciare i tempi di 

trattamento e minimizzare gli effetti collaterali. La attività antivirale della formulazione liposomiale anche 

nella linea PBMC potrebbe essere dovuta all’aumento dell’efficacia di penetrazione grazie all’inclusione 

nei liposomi. E’ proprio la DAlipo che ha dimostrato attività antivirale anche nella linea linfoide e 

bassissima citotossicità potrebbe essere utilizzata anche per trattamenti sistemici. 
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CONCLUSIONI 

 

Dall’analisi dei dati ottenuti nel presente lavoro di tesi è possibile concludere che: 

 

 il sottotipo virale A1 del virus HHV8  ha un maggiore tropismo  per le cellule di origine epiteliale rispetto 

al sottotipo C3; 

 

 in seguito all’infezione con i sottotipi A1 e C3 di HHV8, almeno durante il ciclo litico, è evidenziabile 

una modulazione dei geni cellulari coinvolti nel processo infiammatorio e apoptotico; 

 

 in seguito all’infezione con i sottotipi A1 e C3 di HHV8, almeno durante il ciclo litico, esistono geni 

cellualri comunemente modulati nelle linee epitelioidi e linfoidi; 

 

 la DA in formulazione liposomiale presenta ridottissima citotossicità; 

 

 la DA ha attività antivirale contro il virus HHV8, già nella fase litica dell’infezione, nelle cellule 

epitelioidi; 

 

  la formulazione liposomiale della DA ha attività antivirale contro il virus HHV8 nella fase litica 

dell’infezione sia nelle cellule epitelioidi che linfoide; 

 

 la formulazione liposomiale della DA potrebbe potrebbe essere utilizzata anche per trattamenti 

sistemici contro l'ifezione da HVV8 e quindi nellaprevenzione/cura del KS. 
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