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INTRODUZIONE

La glicoproteina dell’envelope del virus dellimmutedicienza
umana tipo 1(HIV-1) é sintetizzata come precursgpd60 che,
successivamente, subisce un clivaggio per opepadeinasi dando
luogo alle due glicoproteine gpl120 e gp4l (Kowakskial, 1987).
Diverse cladi di HIV-1, identificate da pazienti esapositivi

provenienti da diverse aree geografiche, sintatiazdiversi tipi di
gpl120. La gpl20 gioca un ruolo centrale nell'infeeoda HIV-1
attraverso il legame con la glicoproteina CD4 delellule

immunocompetenti (Fauci, 1996; Kwomrg al, 1998). Attraverso |l
legame con il CD4, gpl120 va incontro ad alterazemriformazionali
che ne permettono l'interazione con diversi rece{dCR5, CXCRA4,
CCR3, etc.) per le chemochine espressi sui T litifochani e sui
macrofagi (Dragicet al, 1996; Fenget al, 1996; Ostrowsket al,

1998).

L’interazione con i co-recettori induce ulteriori dificazioni

conformazionali nelle proteine dell'envelope e lanseguente



esposizione di un dominio di fusione idrofobico ldebubunita
transmembrana della gp4l che € responsabile dedline delle
membrane del virus con la cellula bersaglio (Mo@897).

E’ stato documentato che i T linfociti umani CDdroducono
una risposta funzionalmente polarizzata basata psafilo delle
citochine rilasciate (Abbast al, 1996). | linfociti Ty1 producono
IFN-y e IL-2, mentre i ;2 producono in prevalenza IL-4, IL-5 e IL-
13 (Del Preteet al, 1988). Le citochine prodotte dai linfocitj;Z sono
state associate ad un aumento della produzione Igé&ll(Luceyet al,
1990; Shor-Posnezt al, 1995). | livelli sierici di IgE risultano elevati
in bambini ed adulti con infezione da HIV-1 (Lucey al, 1990;
Paganelliet al, 1995; Shor-Posneat al, 1995; Koutsonikolist al,
1996; Secorcet al, 1996) e un aumento dei livelli di IgE é stato
associato ad una progressione della malattia dalH(Muceyet al,
1990; Shor-Posneet al, 1995). Dunque, il livello delle IgE & un
marker di prognosi peggiore negli stadi inizialilldeinfezione da
HIV-1 (Israél-Bietet al, 1992; Vigancdet al, 1995; Rancinart al,

1998).



Clerici e collaboratori hanno prospettato che, digde fasi
precoci dell'infezione da HIV-1, vi sia una pola@zione della
produzione, da parte dei linfociti del sangue jeeicb, di citochine
dal fenotipo T;1 verso il fenotipo %2 (Clerici e Shearer, 1993, Clerici
et al, 1993). Tuttavia, Graziosi e collaboratori non hmosservato la
polarizzazione delle citochine di tipoyd nei linfonodi di pazienti
infettati da HIV-1 (Grazioset al, 1994); Maggi e collaboratori non
hanno riscontrato una prevalenza delle citochirtgpdiTy2 in cloni di
cellule T ottenute da individui con infezione HIV-durante la
progressione verso 'AIDS (Maget al, 1994). Questi autori hanno,
tuttavia, osservato che HIV-1 si replica preferaimente in cloni ;2
piuttosto che in cloni J1 (Maggiet al, 1994; Rancinaet al, 1998),
questa ipotesi €, almeno in parte, ancora contsav@ganagawat al,
1993; Morawetzet al, 1994). Questi dati in apparente contrasto tra
loro potrebbero essere dovuti a cause tecnicha, pthduzione di
citochine di tipo T,2 da tipi cellulari diversi (ad esempio mastociti e
basofili), alla stimolazione da parte di superagigyirali o batterici o

al ruolo svolto da citochine diverse dalla IL-4 @gempio la IL-13).



| basofili ed i mastociti sono le uniche celluleechelluomo
esprimono costitutivamente i recettori ad altana#f per le IgE
(FcRI) (Marone 1995a; 1995b; Maroret al, 2000). Molti studi
hanno dimostrato che le cellule .Rt" sono coinvolte nella difesa
verso parassiti e verso le infezioni battericheiraliv(Florio et al,
2000; Patellaet al, 2000). Numerose evidenze suggeriscono il
possibile ruolo dei basofili e dei mastociti neifézione da HIV-1.
Inoltre, i basofili (Brunneet al, 1993; Ochensberget al, 1996) ed i
mastociti (Bradding et al, 1992; Burd et al, 1995)
immunologicamente attivati producono IL-4 e IL-18je citochine
chiave nellinduzione della rispostayd (Abbaset al, 1996). E’
interessante sottolineare come i basofili ed | p@Btpossano essere
attivati da superantigeni che interagiscono conetfione \(;3 delle
IgE di superficie. Ad esempio, la proteina Fv, urpesantigene
endogeno prodotto in pazienti con infezioni viralhpduce la
secrezione di IL-4 e di IL-13 dai basofili umania(Bllaet al, 1998).
E’ stato dimostrato che la glicoproteina gpl20 diVHI € un
superantigene che interagisce con la regiong3 Vdelle

immunoglobuline inducendo un’attivazione policlanaei B linfociti



(Karray and Zouali, 1997; Karragt al, 1998). Inoltre, gli antigeni di
HIV-1 inducono rilascio di istamina dai basofili am (Pedersemt
al.,, 1991). Queste osservazioni nellinsieme suggens una
probabile interazione tra gp120 e cellule umaneRFc (basofili e
mastociti). Abbiamo studiato questa interazioneegficato I'ipotesi
che la gp120 possa indurre sintesi e secreziole4le di IL-13 dalle
cellule FeRI" purificate da individui sani negativi per anticogmti-
HIV-1 e anti-HIV-2.

Molteplici studi indicano, inoltre, che gp41l es@adiliversi effetti sul
sistema immunitario. In particolare e stato dimatstrche la forma
solubile della gp4l induce la sintesi di citochipminfiammatorie
(TNFa e IL-1) (Merrill et al, 1992; Takeshiteet al, 1995) ed
aumenta l'attivita dell'ossido nitrico sintetasi inefagociti
mononucleati e nelle cellule della microglia (Adamt al, 1996).
Inoltre e stato dimostrato che la gp4l e in gradsapprimere la
proliferazione dei linfociti (Cheet al, 1995) e di favorire la risposta
immune di tipo T2 inducendo preferenzialemente la produzione di
IL-10 nei monociti (Koutsonikoliset al, 1997). Molteplici evidenze

indicano che la gp41l e un potente agente chemaatgier i monociti



e per i neutrofili mediante I'interazione con uraniglia di recettori
accoppiati a proteine G e specifici per un tripdptformilato (N-
formyl-metionil-leucil-fenilalanina, FMLP) (Set al, 1999; Stet al,
1999a).

Diversi peptidi N-formilati, incluso I'FMLP, sonotati purificati da
sovranatanti di colture batteriche, suggerendo eds interagiscono
con recettori espressi sulle cellule inflammatoR®ILP attiva dei
recettori appartenenti alla superfamiglia delle umaglobuline
costituiti da sette domini transmembrana ed acatppiproteine G.
Sono stati identificati e clonati tre recettori apgpnenti a questa
famiglia diversamente espressi sui leucociti umanineutrofili
esprimono il recettore ad alta affinita (FPR) suib omologo FPR-like
1 (FPRL1) mentre i monociti esprimono FPR, FPRL-ERR-like 2
(FPRL2) (Durstinet al, 1994). FPR ¢ il recettore ad alta affinita per
I'FMLP; viceversa FPRL-1 ha una affinita minore (Gstoal, 1994).
FPRL-1 € un recettore promiscuo attivato dall’andi#oA (Suet al,
1999hb), dalla lipossina A(Fioreet al, 1994) e da molteplici peptidi
di sintesi (Christophet al, 2001). La ciclosporina H e la spinorfina

sono specifici antagonisti del recettore FPR (deli®&t al, 1996;



Wenzel-Seifertet al, 1998; Lianget al, 2001) e inibiscono la
chemiotassi dei basofili indotta da FMLP.
Nessun agonista naturale di FPRL-2 ¢ stato ideatdi
Sono stati , dunque, valutati gli effetti dei pdptsintetici (2017,
2019, 2020, 2021, 2023, 2027, 2029, 2030, 2031&)208stituenti
I'envelope di gp41 di HIV-jy sulla attivazione dei basofili umani.
In una prima serie di esperimenti condotti con ktodica della RT-
PCR abbiamo verificato I'espressione del’'mRNA p&R, FPRL1 e
FPRL2 nei basofili umani isolati dal sangue perd@rdi donatori
sani. In una seconda serie di esperimenti, utiidnaagonisti specifici
dei recettori formilati, abbiamo valutato I'espries® funzionale degli
stessi recettori. Successivamente, abbiamo valutBadtivita
chemiotattica, la sintesi e il rilascio di mediajgmreformati e citochine
proinfiammatorie dalle cellule ERI" indotta dai peptidi della gp41.
Oltre all’effetto citopatico diretto che il virusI¥-1 esercita
sulle cellule infettate, alcune proteine virali oo essere coinvolte
nel determinare la grave immunodeficienza dei peaziaffetti da
AIDS. Tat, la proteina transattivatrice del virus\VHl, ha attratto

I'interesse di numerosi gruppi di ricerca. Essa @terun ruolo
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importante sia nell’espressione genica virale cbliarreplicazione e
nel controllo dell'infezione ed e anche in graddrdnsattivare geni
eterologhi cellulari e virali (Gaynor, 1995). E’' stadimostrato che
mutanti di Tat nella regione ricca di cisteina isgmno I'espressione
dei geni del’HLA di classe Il nei macrofagi e reetiellule T (Toset
al., 2000). Inoltre, la proteina Tat € secreta neggizs extracellulari
dalle cellule infettate da HIV-1 (Ensdat al, 1990; Westendoret al,
1990; Hellandet al, 1991) e pu0 essere captata dalle altre cellule
(Frankel and Pabo, 1991) nelle quali € in grado riditivare
un’infezione latente (Hellanet al, 1991).

E’ ormai evidente che Tat puo modificare le funzidncellule
non infettate con un meccanismo paracrino. Ad eggni@t stimola
la chemiotassi dei monociti umani (Lafreeieal, 1996; Albiniet al,
1998), delle cellule dendritiche (Benett al, 1998)ed & un potente
fattore angiogenico in grado di stimolare la migvae delle cellule
endoteliali (Albini et al, 1996). Queste attivita potrebbero essere
mediate dall'interazione con l'integringbg (Lafrenie et al, 1996;
Vogel et al, 1993), con il recettore FlIk-1 (Mitokt al, 1998) o con i

recettori per le chemochine CCR2 e CCR3 (Albatial, 1998).
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Esistono molteplici evidenze che la proteina Tat igoss multipli
domini di legame.

Un dominio, nella regione C-terminale della proteinontiene
la sequenza RGD (Arg-Gly-Asp) che funge da ligapdola famiglia
delle integrine (Brakeet al, 1990). Nella regione centrale della
proteina si trova invece un dominio basico, chelsanmteragire con
'eparansolfato (Changt al, 1997), ed €& in grado di attivare il
recettore tirosina-chinasi KDR (Albiet al, 1996) . Nella regione N-
terminale e presente un dominio ricco in cisteiresponsabile
dell’effetto chemiotattico di TatQuesti ultimi due domini sono
altamente conservati nei differenti ceppi di HI\Gl&i (Albini et al,
1998). Questi dati indicano che la proteina Tat lsitdue in grado di
riprodurre alcuni degli effetti di HIV-1 sulle cale del sistema
immunitario e potrebbe quindi svolgere un ruolcevdnte nella
patogenesi dell'infezione da HIV-1.

Le cellule che esprimono recettori ad alta affirpgr le IgE
(FceRI™) (granulociti basofili e mastociti tessutali) syoho un ruolo
patogenetico nelle malattie allergiche dell’apparagspiratorio e

cutaneo ed in molteplici condizioni patologiche l'dpbarato
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cardiaco, gastrointestinale e muscolo-scheletiddbirfi et al, 1996;
Vogelet al, 1993; Mitolaet al, 1997).

L’interazione dell'antigene con la porzione Fab eelgE
presenti su basofili e mastociti ed il conseguéagame a ponte dei
recettori FeRI attiva una serie di eventi biochimici che indncda
secrezione di numerosi mediatori chimici (Brakel, 1990).

| mediatori chimici sintetizzati dai basofili e danastociti
umani sono responsabili delle manifestazioni chieicdelle malattie
allergiche. Queste cellule contengono granuli ¢asmatici, il cui
contenuto puo essere liberato, attraverso un meoardi esocitosi,
in seguito ad attivazione da parte di stimoli immiagici IgE- e non
IgE-mediati (Changet al, 1997). Le cellule FRI® sintetizzano
I'istamina che e in grado di contrarre la muscotatiscia bronchiale,
aumentare la permeabilitd vascolare, modulareskt coronarico e la
funzione linfocitaria (Albiniet al, 1998; Marone, 1985). | basofili ed i
mastociti umani, dopo stimolazione IgE-mediatatedinzano quantita
equivalenti di leucotriene L(LTC,) e prostaglandina D(PGDy,)

(Marone, 1995; Marone, 1995a; Triggiatial, 1995).
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Numerosi gruppi di ricercatori hanno dimostrato @éheellule
FceRI™ umane sintetizzano molteplici citochine e chemoehiln
particolare, i basofili sintetizzano IL-4, IL-13 KIIP-1a (Marone,
1998; Plautet al, 1983; Vigoritoet al, 1986), mentre i mastociti
sintetizzano uno spettro piu ampio di citochin&-4J IL-5, IL-8, IL-
16, TNFq, etc.) (Maroneet al, 1987) e MIP-t (Stellato et al,
1992). Queste ultime osservazioni indicano che afteplici malattie
immunomediate le cellule ERI® umane svolgono anche una
significativa funzione immunoregolatrice.

Queste osservazioni inducono ad ipotizzare che elkule
FceRI™ rappresentino una importante fonte di citochinegiado di
contribuire alla polarizzazione di tipg;Z e quindi alla disregolazione
del sistema immunitario in corso di infezione da/Hl (Clerici and
Shearer, 1994).

| basofili umani esprimono, inoltre, il recettorergchemochine
CCR3 che e attivato dalla eotassina e da RANTES (tignicet al,
1997). Recenti studi hanno dimostrato che il recetCCR3 & anche
espresso sui mastociti umani presenti nell'intestimella cute, e nei

polmoni (Ochiet al, 1999; Romagnaret al, 1999). L'eotassina e

14



RANTES rappresentano importanti stimoli chemiotattinche per i
mastociti tessutali (Romagnagt al, 1999). Queste cellule esercitano
un ruolo importante nella risposta dell'ospite aglienti infettivi
(Malaviyaet al, 1996., Prodeust al, 1997; Patellat al, 2000).

In questo studio abbiamo valutato l'ipotesi chelateina Tat
del virus HIV-1 possa stimolare la chemiotassi en@ilizzazione di
Ca™ intracellulare dei basofili e dei mastociti umamibbiamo
osservato che la chemiotassi delle celluleRFt indotta da Tat &
inibita dalla preincubazione dei basofili con uti@@rpo monoclonale
diretto contro CCR3 o0 da un anticorpo contro untogm della
proteina Tat. Abbiamo inoltre verificato che Tatucd I'espressione
di CCR3 sulle cellule FRI*. | risultati di queste esperienze
dimostrano che Tat induce la chemiotassi di basefilmastociti
umani e che questa attivita € mediata dall'inteénaicon il recettore

CCRaS.
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MATERIALI E METODI

Reagenti

| seguenti reagenti sono stati acquistati dalli ditdicate in
parentesi: PIPES buffer (Sigma Chemical Co., Stid,dM0O); HBSS,
FCS e IMDM (GIBCO, Grand Island, NY); RPMI 1640 c25 mM
Hepes buffer, Eagle's minimum essential medium (Rlatoratories,
Irvine, Scotland) (Calbiochem-Behring Corp., LadpCA); la
Ciclosporina A é stata donata da Novartis (Milah@) gp120s
ricombinante ed i peptidi sintetici di gplg0sono stati ottenuti
attraverso il “AIDS National Institute of Allergynd Infectious
Diseases, Research and Reference Reagent Prograsmriof
AIDS, N.I.H.” (Bethesda, MD); gli anticorpi anti-Edi coniglio sono
stati donati da Teruko e Kimishige Ishizaka (La Jbiktitute for
Allergy and Immunology, La Jolla, CA); gli anticonmionoclonali
contro la catenal di Fo/RI (anti-Fg/RI) sono stati donati dal Dr. John

Hakimi (Roche Research Center, Hoffman-LaRoche,dyuiilJ).
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| seguenti reagenti sono stati ottenuti commer@ale HCIQ
(Baker Chemical Co., Deventer, The Netherlandd)uraina sierica
umana (HSA), a-chimotripsina, ialuronidasi, chimopapaina,
collagenasi, elastasi tipo I, (Sigma Chemical Gi., Louis, MO);
Hanks’ balanced salt solutio(HBSS), FCS (Gibco, Grand Island,
NY), TRIzol, trascrittasi del virus della leucemiaunma di Moloney
(Life Technologies, Grand Island, NY), desossiribdeasi | e
pronasi (Calbiochem, La Jolla, CA); RPMI 1640 corpekeBuffer 25
mM, Eagle’s minimum essential mediyMEM) (Flow Laboratories,
Irvine, Scotland); Destrano 70 e Percoll (Pharm&aee Chemicals,
Uppsala, Sweden). L’'anticorpo monoclonale 7B11 (lgGéhe lega
CCR3 e stato gentilmente donato dalla Leukosite tBoIVA). Gli
anticorpi monoclonali contro la proteina Tat delugirHIV-1 (6.3G12
e 6.15F4) sono stati prodotti da topi BALB/c immuwaid con la
proteina Tat®® sintetica e caratterizzati per la specificita aiolo
epitopf®?. L’anticorpo 6.3G12 riconosce un epitopo conforronale
di  Tat™® mentre I'anticorpo 6.15F4 riconosce I'epitopo RRE®
del dominio della regione basica di Tat. La IL-13t&tas donata dalla

Novartis (Basel, Svizzera). Anticorpi policlonali doniglio IgG
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ottenuti da animali non immunizzati sono stati mite dalla Sigma
Chemical Co. L’anticorpo di coniglio anti-IgE e staflonato dai
Dottori Teruko e Kimishige Ishizaka (La Jolla Instgufor Allergy
and Immunology, La Jolla, CA). La proteina Tat usataquesti
esperimenti & stata ottenuta attraverso la siittdase solidg?. Tat &
stata disciolta a 1Ag/ml in tampone PBS contenente 0,1 mM DTT ed
e stata congelata in aliquote a -80°C. La soluzmy@enente Tat e
stata testata ed e stata trovata negativa per ngamomazione da

endotossine.

Buffers

Il PIPES buffer usato in questi esperimenti e stdtenuto con
25 mM PIPES, pH 7.37, 110 mM NaCl, 5 mM KCI. Il PC®
contiene in aggiunta P, 5 mM Ca@ 1 g/litro di destrano (Patel
al.,, 1995). Il tampone PAGMC contiene, oltre al Buahina sierica
umana al 3%, Cagll mM, 1 g/l di destrosio e 0,25 g/l di
MgCl,-6H,0 (pH 7,4); il tampone PGMD contiene, oltre al R250g/I

di MgCl,-6 HO, 10 mg/l di DNase, e 1 g/l di gelatina (pH 7/4PBS
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contiene NaCl 8 g/l, N&alPQ, 1,15 g/l, KCI 200 mg/l e KKHPO, 200

mg/l (pH 7,4).

Purificazione dei Basofili Umani dal Sangue Periferic

| basofili sono stati purificati dal sangue petiderdi individui
sani negativi per anticorpi anti-HIV-1 e HIV-2 faotoci dal Servizio
di Immunoematologia dell’'Universita degli Studi Mapoli Federico
ll. I leucociti sono stati risospesi in PBS contaiee 0.5 g/l di
albumina sierica umana (HSA) e 3.42 g/l Na citrao quindi,
purificati usando un elutriatore controcorrente el J2-21,
Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA). Le frazi@ontenenti
molti basofili (> 10 x 16) e con una buona purezza (> 15%) sono state
ulteriormente purificate su gradiente discontinu®ercoll (Patellset
al., 1995). .. | basofili sono stati purificati conaunmogeneita >98%
eliminando linfociti B, monociti, cellule NK, celle dendridiche,
eritrociti, piastrine, neutrofili, eosinofili e dale T usando un cocktail
di apteni coniugati CD3, CD7, CD14, CD15, CD16, GDGD45RA
e anticorpi anti-HLA-DR e MACS Micro Beads coniugaton

anticorpi anti-apteni. Le cellule magneticamente aat® sono state
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eliminate attraverso la loro ritenzione in una ocola MACS su un
supporto magnetico della MidIMACS (Miltenyi, Biot8ergish
Gladbach, Germany). Con tale metodica si ottienenumero di
basofili variabile tra 3 e 10 x £@on una purezza in genere >98Y
come attestato dalla colorazione dei basofili cdoiagh blue e dal
conteggio nella camera di conta per eosinofili ghieS-Levy. |
basofili sono stati messi in coltura (37°C, 16 m)presenza di IL-3

umana ricombinante (10 ng/ml) prima dell'aggiunégldstimoli.

Purificazione dei Mastociti Polmonari

Il tessuto macroscopicamente normale di pazieritogosti a
toracotomia e resezione polmonare € stato trattatoe descritto
(Patella et al, 1993). E’ stato ottenuto un numero di mastociti
compreso tra 8 x £& 20 x 16, con una purezza compresa tra I'1% e
I'8%. Le cellule sono state risospese e inculmaternightin RPMI
1640 contenente 25 mM di HEPES, 2 mM di L-glutamih® di
gentamicina e 10% di FCS (Patefibal, 1993). | mastociti sono stati

ulteriormente purificati attravereso un’elutriazgomrontrocorrente e

successivo passaggio su Percoll a gradiente ditddiatellaet al,
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1993). | mastociti sono stati purificati per setem positiva attraverso
I incubazione con un anticorpo anti4Rl seguita dall’ esposizione a
biglie magnetiche coniugate con MACS anticorpi dpra diretti
contro IgG di topo. La preparazione finale contenpiti del 95% di
cellule vitali saggiate con il metodo d’esclusiated trypan blue e la

purezza era >90%.

Analisi citofluorimetrica delle molecole di superéic

L’analisi citofluorimetrica delle molecole presensulla
superficie cellulare & stata condotta come desdiittprecedenZ&).
Dopo la saturazione dei siti di legame non speacigen IgG di
coniglio, le cellule sono state incubate (20 mirrudi°C) con anticorpi
specifici o con controlli isotipici. Per la marceduindiretta questo
passaggio € stato seguito da una seconda incubazionun anticorpo
anti-isotipo marcato con un fluorocromo. Infine,clelule sono state
lavate ed analizzate con un citofluorimetro FACSg#lizzando sia il
software LYSIS Il sia Win MDI (Becton & Dickinsoi®an Fernando,
CA). Un totale di 16 eventi per ogni campione & stato acquisito in

tutte le analisi citofluorimetriche eseguite.
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IgM Monoclonali Umane

Le IgM monoclonali sono state purificate dal siergdzienti
con macroglobulinemia di Waldenstrom attraverswaffione su gel
(Patellaet al, 1993). Le regioni variabili delle IgM monoclonathno
state determinate usando un ben caratterizzatoeppanti reagenti
dipendente dalla sequenza primaria &/specifico per la famiglia &/

che identifica le regiorframework(Patellaet al, 1998).

Dosaggio del Rilascio di Istamina e Citochine

| basofili & 6 x 1d cellule/condizione) o i mastociti(3 x 1¢
cellule/condizione) sono stati risospesi in Pipestenente 1 mM
CaCL (per il rilascio di istamina) o IMDM (per il ril@so di
citochine). E’ stata, poi, aggiunta la gp120 isol#adiverse cladi del
virus ed abbiamo incubato a 37°C per 45 min (pevdhltazione
dell’histamine releage4 ore (per la secrezione di IL-4) oppure 18 ore
(per la determinazione della secrezione di IL-F3téllaet al, 1998;
1999). La reazione e stata fermata attraverso @agardione (1000 X

g, 22°C, 2 min); i sovranatanti sono stati conserva0°C per |l
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successivo dosaggio dell'istamina e delle citochitle dosaggio
dellistamina e stato effettuato con metodica ftumfelometrica
(Siraganian, 1974). IL dosaggio dell'lL-4 e dellll3 €& stato
effettuato usando kits ELISA ad alta sensibilita (R&ystems,

Minneapolis, MN) (Patellat al, 1998).

Chemiotassilelle cellule FeRI"

La chemiotassi dei basofili € stata effettuataizzéindo la
tecnica della camera di Boyd&r?. In sintesi, 25 pl di tampone
(PAGMC) o di concentrazioni variabili degli stimala testare, sono
stati posti in triplicato nel compartimento infexodi una camera per
micro-chemiotassi costituita da 48 pozzetti (Newobp, Cabin John,
MD). Il compartimento inferiore € stato ricoperta dna membrana in
policarbonato con pori di 5 um oppure con un saokvad 2 filtri
costituito da una membrana di policarbonato comgids pm disposta
al di sotto di una con pori di 8 um (Nucleopore [CpPleasanton,
CA). Successivamente 50 pl (5 x “1@ellule/pozzetto) della
sospensione in PAGMC sono stati aggiunti in ognzzptto del

compartimento superiore. La camera per la chemiotastata posta
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per 1 ora (basofili) o 3 ore (mastociti) a 37° Cum incubatore con
CO; al 5% (Automatic C@ Incubator, Model 160 IR, ICN Flow). Al
termine dellincubazione dei basofili la membrangadlicarbonato é
stata rimossa, lavata con PBS nella parte supefiseata e colorata
con May-Grunwald/Giemsa. Nel caso di chemiotassnwestociti, la
membrana con pori da 8 um, disposta superiormergggta rimossa,
mentre quella con pori da 5 um, disposta inferiorimee stata fissata
in metanolo, colorata con Alcian Blue ed infine nada su un vetrino
con Cytoseal (Stephen Scientific, Springfield, N.J.chemiotassi dei
basofili e dei mastociti e stata valutata mediatde conta al
microscopio del numero di cellule che sono rimaateese della
membrana con pori da 5 pum. Per ogni esperimento stai contati
10 campi per ciascuno dei pozzetti in triplicatcuadngrandimento di
40x. L’analisi di controllo €& stata eseguita pewscdiminare la
migrazione spontanea (chemochinesi) dalla chensioiadotta dagli
stimoli chemiotattici. | basofili o i mastociti sonstati posti nei
pozzetti del compartimento superiore della cameemtre diverse
concentrazioni di Tat (6-60 nM), eotassina (10-104),nRANTES

(10-100 nM) o tampone PAGMC sono state aggiunte nel
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compartimento superiore, inferiore o entrambi. Lamobchinesi é
stata definita in assenza di stimoli chemiotattiqquando questi erano
presenti sia nel compartimento superiore che inlgqueeriore della
camera di Boyden. Da questi esperimenti € risultite basofili e
mastociti migrano in risposta a Tat, eotassina e TRASI

prevalentemente per chemiotassi e non per chenesshin

Determinazione del C3 intracellulare

Le concentrazioni di CA intracellulare sono state valutate
utilizzando uno spettrofotofluorimetro MSIIlI  (PhotoTecnology
International, South Brunswick, NJ). In sintesix 20 °® basofili sono
stati lavati con HEPES (10 mM; pH 7,4). | basddihno stati quindi
incubati con 5uM di fura-2/AM nello stesso tampone con aggiunta di
0,8 mM di MgC}, 1,8 mM CaC] e 20 mM di glucosio (22°C per 30
min), lavati due volte e risospesi a 0,5 ¥ t@llule/ml. 2 ml della
sospensione cellulare sono stati quindi posti ia cuvetta in quarzo.
E’' stato verificato che la concentrazione di furdedse corretta
analizzando le medie di eccitazione fra 300 e 4®0 lre variazioni

delle concentrazioni di Caintracellulare sono state determinate dai
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rapporti di fluorescenza, alla lunghezza d’ondeemhissione di 510
nm, dopo eccitazione del campione a 340 e a 380usamdo una

curva di calibrazione per il fura-2.

Isolamento del’'mRNA, RT-PCR e PCR Quantitativa

L'RNA dei granulociti basofili e dei mastociti umamuirificati &
stato isolato mediante centrifugazione gellet cellulare per 25,
15.000 rpm, 4°C con 100 di Trizol e 900: di Cloroformio.
Un’aliquota di mRNA cellulare e stata retrotraderit. cDNA ed
amplificata utilizzando un kit commerciale GeneARNA PCR Core
Kit (Perkin Elmer International, European Distrilmuti Center,
Nieuwerkerk, NL) in accordo con il protocollo debputtore.

Per la PCR quantitativa & stato usato un Kit Cyep}
Detection Kit (BioSource International Inc., Canflari CA, USA).
Questa € una tecnica di PCR competitiva in cui umearo noto di
copie di un DNA sintetizzato, indicato come “cadibione interna
standard” (ICS), viene amplificato. L'ICS €& statoogotto per

contenere i siti di legame per i primer identicc8INA per IL-4 e un

sito unico di legame che permettono al risultamigldicato per ICS
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di essere distinto dal’amplificato per IL-4. litkCytopres8* contiene

i primers per IL-4, uno dei quali e biotinilato pessere incluso nel
mix per PCR. Durante I'amplificazione, il primer okinilato e

incorporato sia nell'lCS che nell’amplificato per-4. Dopo la PCR,
I'amplificato € denaturato e ibridizzato con oligmteotidi sequenza
specifici sia per I''CS che per I'lL-4. Gli oligomieotidi di legame
vengono pre-legati a delle piastre (microtiter gkellLe sequenze
biotinilate e legate vengono rilevate e quanticahttraverso
'aggiunta dell’enzima streptavidina coniugato adauperossidasi
(HRP), seguita dall’aggiunta del substrato. |l sdgrgenerato nella
reazione € proporzionale alla quantita di ampliicgresente.
Successivamente I'ICS viene amplificato con uncedfiza identica a
quella per cDNA per IL-4, ed esso pu0 servire catamdard per la
quantizzazione del cDNA per I'lL-4. Il numero dige di IL-4 in

ogni reazione di PCR e calcolato dal rapporto’@®Itotale specifico
per IL-4 e I'OD totale per ICS moltiplicato il numze di copie

immesse di ICS. La formula seguente é stata usatagbeolare le

copie iniziali di cDNA per IL-4 nella reazione dCR:
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Totale 1L-4 ODx 2 x Numero copie iniziali ICS = Numero copie
iniziali cODNA per IL-4
Totale ICS OD

Il fattore 2 € usato come correzione per il DNA [&8. Il numero di
copie € corretto per ogni diluizione sul cDNA prima

dell’amplificazione in accordo con il protocollolgeoduttore.

Analisi Statistica
| risultati sono espressi come valore metliSEM. La significativita e

stata definita comp < 0,05.
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DISCUSSIONE

La gpl20 Induce la Sintesi e la Secrezione di l&-di IL-13 dai
Basofili Umani

| basofili umani purificati da individui sani sieregativi per
anticorpi anti- HIV-1 e anti-HIV-2 sono stati messicoltura con IL-3
umana ricombinante e stimolati con gp120 ricombiaaa HIV-1 (30
nM) o con anti-IgE (1 pg/ml). La Figura 1 mostra spe&rimento
significativo in cui sono stati esaminati gli effeti gp120 ed anti-IgE
sul rilascio di IL-4 e sulla secrezione di istamiisa la gp120 che
I'anti-IgE inducono un rapido rilascio di IL-4 cosbme la secrezione
di istamina dai basofili. In aggiunta, gp120 edi-égE aumentano
I'espressione di mRNA per IL-4 (Fig. 2). Al conti@r’mRNA per
IFN-y non é stato rilevato in nessuna delle preparaziorbiasofili
stimolati con gp120, suggerendo che gp120 puo irdoei basofili
umani selettivamente citochine di tipp2l'(dati non pubblicati).

Per confermare questa ipotesi, sono stati condsgierimenti
per verificare se la gp120 attivava i basofili umeon produzione di

IL-13, un’altra citochina J2-indotta (Emsoret al, 1998; Griniget
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al., 1998; Wills-Karpet al, 1998). | risultati di questi esperimenti
indicano che, in aggiunta allistamina e all'lL-#8 gp120 induce
anche il rilascio di IL-13. Il rilascio di istaminsi completa entro 5
min, il rilascio di IL-4 e di IL-13 entro un masso di 4 e 18 ore,
rispettivamente, dopo l'aggiunta di gpl20 (Fig. Questi risultati
suggeriscono che, durante le fasi iniziali deltmbne da HIV, in
associazione ad alti livelli di viremia e di diffaee del virus
(Pantalecet al, 1993; Fauci, 1996), i basofili esposti alla gpliBéra

o legata al virus (Gelderbloet al, 1987) possono rappresentare una
iniziale fonte di IL-4 e di IL-13. Queste citochipmssono favorire
unoshift da un fenotipo di tipo JO ad un fenotipo di tipo 2. Inoltre,

I basofili umani possono rappresentare una fongguagva di IL-4 e
di IL-13 nelle fasi avanzate dell'infezione da HIV-quando i T

linfociti CD4" sono diminuiti.

Effetto di gp120 da Diversi HIV-1 di Diverse Cladri
In un’altra serie di esperimenti abbiamo esaminatfetto di
quattro gp120 ricombinanti derivate da quattroedéhti diverse cladi

del virus HIV-1 (gp12Qn, 9pl2Qr, gpl2Qay, € gpl2@Qy). Le cladi
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e le origini geografiche di queste proteine sonstmate nella Tabella
1. Tutti questi differenti campioni di gp120 inducorilascio di IL-4
dai basofili (Fig. 4). Due glicoproteine non coatel, I'aloumina
sierica bovina e l'albumina sierica umana (1 — 184@) non
attivavano nessuna delle preparazioni dei basafdati non
pubblicati). Questi risultati indicano che la capadi indurre rilascio
di citochine dai basofili umani e una caratterstigenerale della

gp120 di HIV-1 mantenuta attraverso I'evoluzionéwdeus.

La Ciclosporina A ed il Tacrolimus Inibiscono la S=ione di IL-4
Indotta da gp120 nei Basofili Umani

Studi condotti dal nostro gruppo dimostrano charimiaci che
legano le immunofilline (ad es., CsA e tacrolimusijbiscono il
rilascio IgE dipendente di mediatori proinflammataialle cellule
umane FeRI* (basofili e mastociti) sia vitro (Cirillo et al, 1990; de
Pauliset al, 1991; Patelleet al, 1998) chen vivo (Casolaroet al,
1993). Per esplorare se l'attivazione dei basafitlotta da gpl20
fosse sensibile ai farmaci leganti le immunofillin@bbiamo

preincubato le cellule con CsA (24-800 nM) o carraémus (24-800
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nM) prima di aggiungere gpl20. La CsA inibisce, giabasse
concentrazioni come 24 nM, in maniera concentrazipendente il
rilascio di istamina e di IL-4 indotta da gp120 rmEsofili umani.
L’inibizione del rilascio di IL-4 € compresa tra30% a 24 nM e 95%
a 240 nM. Il tacrolimus € risultato ancora piu md¢edella CsA
nell'inibire il rilascio di istamina e di IL-4 indto da gp-120 nei
basofili (dati non pubblicati).

L'influenza di questa classe di farmaci anti-
inflammatori/immunosoppressori nella replicaziom drus HIV-1 é
stata ben documentata (Karpas al, 1992; Thaliet al, 1994).
L’'osservazione che le celluleyZ siano piu suscettibili all'infezione
HIV-1 delle cellule {1 (Maggi et al, 1994) e stata recentemente
spiegata attraverso la sovra-regolazione del wee@€XCR4 indotta
dalla IL-4 nei linfociti T42 (Galli et al, 1998). | nostri dati forniscono,
quindi, un nuovo meccanismo per lattivita antileradei farmaci
leganti le immunofilline (Karpa®t al, 1992; Thaliet al, 1994),
suggerendo che esso potrebbe essere legato, alimeparte, alla

inibizione della secrezione della IL-4 nei basofili
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Lo Stipping delle IgE Inibisce il Rilascio di IL-4deIL-13 Indotto da
gp120 nei Basofili Umani

Una breve incubazione dei basofili con acido lattiecnuove la
maggior parte delle IgE legate alle cellulesRE ed inibisce
I'attivazione IgE mediata di basofili e mastocitiafBllaet al, 1993).
La rimozione delle IgE con acido lattico blocca coet@inente la
secrezione di IL-4 e di IL-13 indotta da gp120 ead&-IgE (dati non
pubblicati). Al contrario, questo trattamento na@ndicun effetto sulla
risposta atross-linkingdella catena del recettore ad alta affinita per
le IgE (FeRI) con anticorpi monoclonali anti-ERI (Patellaet al,
1998). Questi dati supportano fortemente lipotds la gp120 attivi

le cellule FeRI™ attraverso l'interazione con le IgE di superficie.

Specificita di Interazione tra gp120 ed IgE

Un’altra serie di esperimenti € stata effettuata gmnfermare
I'interazione tra gpl20 e le IgE legate ai basofinani e per
verificare la specificita della regione,\ficonosciuta dalla gp120. La
famiglia V43" €& la pil rappresentata delle famiglie

immunoglobuliniche Y, come prodotto genico nel repertorio umano
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ed é espressa in circa il 50% delle immunoglobusieeiche umane
(Berberianet al, 1993; Silverman, 1997; Karragt al, 1998). In
questi esperimenti, la gp120 (30 nM) e stata prdiata (15 min, 37°
C) con concentrazioni crescenti (da 0.1 au@Onl) di 3 differenti IgM
umane monoclonali 33" (IgM M3, IgM M11, e IgM LAN) o con
IgM monoclonali \(;6" (M 14). | Basofili sono stati incubati per 4 h a
37° C. Al termine dellincubazione, la IL-4 e stamaisurata dai
sovranatanti. La Figura 5 mostra che la preinculn&zai gp120 con
IgM monoclonali (M3, M11, e LAN) che hanno un dominv,3
inibiscono in maniera concentrazione dipendentetaezione di IL-4
indotta da gp120. Al contrario, la preincubaziomeyjptl20 con IgM
monoclonali (M14), che possiedono dominigévhon ha alcun effetto
sul rilascio di IL-4. Questi dati supportano l'ipst che la gp120 lega
le IgE umane riconoscendo la regiong3Yma non la \{6.

Dati analoghi sono stati ottenuti usando mastoaitani isolati
da parenchima polmonare. La gpl120 isolata da differdadi del
virus HIV-1 induce rilascio di istamina dai mastogpolmonari
umani. Anche nei mastociti la preincubazione cendifferenti IgM

monoclonali \,3*, ma non con IgM \6", inibisce il rilascio di
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mediatore indotto da gpl120 (dati non pubblicatgllMsieme, questi
dati indicano che la gp120 attiva i mastociti umalid stesso modo
dei basofili umani. Gli effetti della gp120 sono dregi dalla stretta
interazione con la regione @ delle IgE legate alla superficie delle

cellule FeRI™.

Effetti dei Peptidi Sintetici di gp1gQ sul Rilascio di IL-4 Indotto da
gp12Q

Per mappare i siti leganti le IgE sulla gp120, atmmdestato la
capacita inibitoria di un pannello di peptidi stitecompresi nella
sequenza della gp1gQ (Goodlick et al, 1995). Le caratteristiche
biochimiche dei peptidi usati in questi esperimeoino indicati nella
Tabella Il. La preincubazione dei basofili con i peipsintetici di
gpl12Qun, della porzione centrale (1959, 1960, 1985, 198B989)
inibisce in maniera concentrazione dipendente ldscio di IL-4
indotto da gp12@\. Al contrario, i peptidi 1922 e 2015, che
appartengono rispettivamente alle regioni aminoamossi-terminale
di gp12Qsn, non hanno alcun effetto. | peptidi inibitori dalisnon

inducono e non hanno alcun effetto sul rilasciasthmina e di IL-4
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indotto da anti-IgE nei basofili e nei mastociti fjdaon pubblicati).
Questi risultati sono in armonia con l'ipotesi ahsito(i) di legame
per il superantigene sulla gp120 é formato da sesu@roteiche di
almeno due regioni che modificano in maniera disooa i domini

costanti e variabili della molecola (Karrayal, 1997).

Effetti di peptidi della gp41 sul rilascio di istamai e citochine dai

basofili umani

Abbiamo valutato I'effetto di concentrazioni cresti€¢108-10°

M) di peptidi sintetici della gp41 sul rilascio idtamina da basofili

umani purificati (> 98%) da sangue periferico dndtori sani negativi
per anticorpi anti HIV-1 e HIV-2. In sei esperimermessuno dei
peptidi testati determinavano il rilascio di istamidai basofili. In
questi esperimenti abbiamo utilizzato, come coluralue stimoli IgE
mediati (anti-lgE e gp120) che determinano un legaraeiato con le
IgE sulla superficie dei basofili. Abbiamo inoltréliazato FMLP che
attiva un recettore STM sui basofili indipendeng kcettore per le
IgE. Abbiamo dimostrato che anti-IgE, gp120 e FMLResm grado

di indurre rilascio di istamina dai basofili umanuirificati.
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Cross-desensibilizzazione tra i peptidi della gpdtHIV-1 e I'FMLP

La relazione tra i peptidi della gp4l e FMLP é& stata
ulteriormente esaminata valutando gli effetti dellaross-
desensibilizzazione tra questi stimoli sulla chdasei dei basofili. |
basofili purificati sono stati trattati con buffercon basse
concentrazioni di FMLP (5 x 10M) o con gp41 2019 (5 x 10M) in
assenza di calcio per 30 min a 37°C. Al termind’'idelibazione le
cellule sono state lavate e risospese in un buistenente calcio
(PACGM). Abbiamo riscontrato che l'effetto chemititzo indotto
dal’lFMLP o da gp4l 2019 é significativamente dimito dalla
preincubazione con stimoli omologhi. Quando le uell erano
preincubate con basse concentrazioni di FMLP (5 %M)la risposta
a stimoli eterologhi (gp41 2019) non e significativente modificata.
Al contrario, differenti risultati sono stati otain quando le cellule
erano preincubate con alte concentrazioni di FMLB*(M), che
legando ad alte dosi anche FPRL-1 produce un effett

desensibilizzazione.
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Effetti dei peptidi della gp41 di HIV-1 sul rilasailh istamina dai

basofili umani indotto dall’anti-IgE.

In questa serie di esperimenti abbiamo preinculeatellule (5-
60 min a 37°C) con differenti concentrazioni €010° M) di gp41
2019 e 2021 e successivamente le abbiamo incub@tmify a 37°C)
con concentrazioni ottimali (041g/ml) di anti-lgE. Abbiamo valutato
che le diverse concentrazioni dei peptidi dellalgpdn inibiscono il

rilascio di istamina dai basofili indotto dall’angE.

L’interazione di peptidi della gp41 con FMLP indutelascio di

istamina dai basofili.

In un’altra serie di esperimenti abbiamo dimostrele la la
preincubazione (60 min a 37°C) dei basofili copaptide 2019 (1&
3 x 107 M) inibisce, in modo dose dipendente, il rilascidstamina,
indotto da FMLP, dai basofili umani. L’incubazionei dasofili con
concentrazioni crescenti di 2019 inibisce [I'effettmassimale
del’lFMLP. Simili effetti sono stati ottenuti in @r esperimenti nei
quali i basofili erano incubati con il peptide 20@D°® -10° M) prima

della stimolazione con dosi crescenti di FMLP.
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Effetti del peptide 2021 di gp41 di HIV-1 sulla ssitdi mMRNA per

IL-13 mediato da FMLP nei basofili umani

E’ stato descritto che FMLP stimola la produzicie novo
dellIL-13 nei basofili umani (Ochensberget al, 1999). In una
prima serie di esperimenti abbiamo preincubatosobi (60 min a
37°C) con il peptide 2021. Le cellule sono statemalate
successivamente per 6 ore a 37°C con FMLP® (#). Mediante
tecnica di RT-PCR e stata valutata I'espressiomaRRINA per IL-13.
Abbiamo dimostrato che la preincubazione dei basmfn gp41 2021

e in grado di inibire la sintesi del’'mRNA per IL.3indotto da FMLP.

Effetti del peptide 2019 e 2021 della gp41 di HISulrilascio di IL-

13 indotto da FMLP dai basofili umani.

In una serie di tre esperimenti abbiamo preinculf@@omin a
37°C) i basofili con differenti concentrazioni degtide 2019 e 2021
(108 10° M) successivamente stimolati con FMLP. Abbiamo
osservato che la preincubazione con tali peptiteérdgna, in modo
dose-dipendente (10% con &0M fino al 90% con 16 M),

un’inibizione del rilascio di IL-13. | risultati diostrano che sia 2019
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che 2021 inibiscono sia la sintesi che il rilasdidL-13 dai basofili

indotto da FMLP.

Effetti di peptidi della gp41 di HIV-1 sulla chenassi dei basofili
umani.

In una prima serie di esperimenti, abbiamo valuggiteffetti di
peptidi sintetici (2017, 2019, 2020, 2021, 20232%02027, 2029,
2030, 2031, 2035) che costituiscono la sequenza dp#il di HIV-1
(5 x 10" M) sulla chemiotassi dei basofili purificati (> @3 dal
sangue periferico di donatori sani negativi percanpi anti-HIV-1 e
anti-HIV-2. | risultati dimostrano che dei peptidiella gp4in
utilizzati soltanto i peptidi 2019 e 2021 inducolaochemiotassi dei
basofili. Il massimo effetto chemiotattico osseovatdi poco inferiore
a quello indotto da concentrazioni ottimali di FM(®x 10’ M), che
rappresenta lo stimolo piu’ efficace e meglio daratzato per i

basofili.

Effetti della CsH sulla chemiotassi indotta dai peipdella gp41 e
dal’lFMLP

E’ stato dimostrato che la Ciclosporina H (CsH) é specifico

inibitore del rilascio di mediatori preformati enttizzatide novodai
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basofili indotto da FMLP (de Paulist al, 1991). Recentemente &
stato dimostrato che la Ciclosporina H (CsH) e umagonista
specifico per il recettore FPR. In tre esperimabtiiamo valutato gli
effetti della CsH (800 nM) sulla chemiotassi deisdfdi indotta
dallFMLP (5 x 10" M) e da gp4l 2019 (5 x 10M). La
preincubazione (15 min a 37°C) dei basofili conClsH inibisce in
maniera significativa la chemiotassi indotta da FMILP nessuno
degli esperimenti la CsH inibisce la chemiotasdoite da gp41 2019.
Risultati simili sono stati ottenuti quando la chetassi dei basofili
era indotta da gp4l 2021. Questi risultati sono patrbili con
I'ipotesi che 'FMLP induca la chemiotassi dei bfsattraverso il
recettore FPR, mentre i peptidi della gp4l sonwiadt differenti

sottotipi di recettori per I'FMLP (FPRL-1 e FPRL:2)

Effetti di Tat sulla chemiotassi dei basofili umani

E’ stato dimostrato che la proteina Tat induce larabtassi dei
monociti umani attraverso l'interazione di una ceg della proteina
con i recettori CCR2 e CCR3 perflechemochin&®. In un primo

gruppo di esperimenti abbiamo valutato gli effdittoncentrazioni
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crescenti di Tat sulla chemiotassi di basofili poafi (>98%) dal
sangue di donatori sani negativi per anticorpi-ait¥i-1 e anti-HIV-
2. La Figura 1 mostra i risultati di quattro espemt che dimostrano
che Tat (6-60 nM) e in grado di indurre, in man@oae-dipendente,
la chemiotassi dei basofili. In una serie paraltBlasperimenti,
abbiamo comparato l'attivita chemiotattica di Tah cuella di
eotassina e di RANTES, che rappresentano potéamtlst
chemiotattici per i basofili umafl?. La Figura 2 mostra che
I'eotassina ed RANTES inducono la chemiotassi deofiiaumani.
Negli stessi esperimenti Tat promuove la migrazeiebasofili

purificati da donatori sani.

Effetti di Tat sulla mobilizzazione del Taintracellulare nei basofili

Le variazioni nella concentrazione di ‘Cantracellulare sono
prerequisiti fondamentali per la trasduzione dginsde chemiotattico
esercitato dalle chemochiffé Abbiamo quindi valutato I'effetto di
Tat sullinflusso di C& nei basofili. La Figura 3 mostra che
'aggiunta di Tat (60 nM) alla sospensione cellulatentenente

basofili umani preventivamente marcati con l'indaca fluorescente
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del Cd" fura-2, produce un rapido e transitorio aumentdlede
concentrazioni di C3 intracellulare. Il pattern di mobilizzazione del
Cd'™* causato da Tat & tipico delle chemochitiecome mostrato dal
controllo positivo effettuato con eotassina (100)nf@uesto effetto e
specifico di Tat, in quanto la preincubazione con amticorpo

monoclonale diretto contro la proteina, € in gradgio bloccare

I'induzione della mobilizzazione del Caintracellulare determinata

da Tat nei basofili (dati non mostrati).

La chemiotassi dei basofili indotta da Tat € mealidall’interazione
della proteina con CCR3

Circa I'80% dei basofili isolati dal sangue periéerdi donatori
sani esprimono CCK% %% Abbiamo realizzato una serie di
esperimenti in cui i basofili umani purificati e@preincubati con un
anticorpo diretto contro CCR3 ed abbiamo quindicegsivamente
valutato la capacita delle cellule di migrare sposta a Tat. La Figura
4 mostra i risultati di tre esperimenti che dimastr che la
preincubazione dei basofili con un anticorpo ar@R3 inibisce

completamente ['effetto chemiotattico indotto dagtieoteina Tat. In
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una serie parallela di esperimenti, abbiamo vetfic che la
preincubazione dei basofili con I'anticorpo antiR&Esopprime anche
I'attivita chemiotattica esercitata sui basofila glall’eotassina che da
RANTES (Figura 5). Al contrario, l'effetto chemiotatt di un
tripeptide formilato (FMLP), che interagisce con rgcettore diverso
da CCR¥% non & neutralizzato dall’anticorpo diretto confito

recettore CCR3.

CONCLUSIONI

| nostri studi dimostrano, dunque, che la gpl2Qdatsoda
diverse cladi di HIV-1 induce la sintesi ed il stao di IL-4 e di IL-13
dalle cellule umane ERI*. Lattivita della gp120 & mediata dalla
interazione con la regione 48 delle IgE presenti su basofili e
mastociti umani. Questa e la prima dimostrazione & gpl20
determina il rilascio di due citochine che hannawwlo determinante
nella polarizzazione 2 da cellule diverse dai T linfociti. La IL-4 e la

IL-13 rilasciata dalle cellule umane $RI* potrebbe avere
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indirettamente un ruolo nell’entrata del virus HlVnelle cellule
CD4'. Infatti, la IL-4 induce una sovraregolaziome oiettore per le
chemochine CXCR4 (Galkt al, 1998) che, insieme con CCR5, ¢ il
maggiore corecettore facilitante l'ingresso di HlVnelle cellule
CD4" (Dragicet al, 1996; Fenget al, 1996; Ostrowsket al, 1998).
Il legame del CXCR4 e inoltre sufficiente per darezio alla
deplezione dei T linfociti CD4(Pennet al, 1999). Inoltre, la IL-4 e la
IL-13 attivano | monociti a produrre ilmacrophage-derived
chemokindMDC), una chemochina attiva selettivamente scittere
CCR4 espresso sulle cellulegZ (Bonecchiet al, 1998). Dunque, la
IL-4 e la IL-13 sono importanti non solo per $witch T42 nella
risposta cellulare T ma anche nell'infezione e gaione del virus
HIV-1 nelle cellule T2 (Maggiet al, 1994; Rancinaet al, 1998). In
guesto contesto, la produzione di IL-4 e di IL-XBaltre cellule oltre
che dai T linfociti potrebbe avere un ruolo crucim@mbedue le fasi
iniziale e tardiva della infezione da HIV. Due duesgte cellule
potrebbero essere i basofili ed i mastociti (cellFeRI*) che
producono selettivamente IL-4 e IL-13 quando atévdalla gp120.

L'importanza di questa osservazione e ulteriormeatforzata se si
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considera che i basofili rappresentano lo 0.5-1 &b lelucociti del
sangue periferico (Marone, 1995a; 1995b) mentrecdiule T,2
costituiscono soltanto lo 0.2-2% delle cellule COAndrew et al,
1998).

In conclusione, abbiamo fornito la prima evidenkea ta gp120
di differenti cladi virali induce il rilascio di H4 e di IL-13 dalle
cellule umane FaRI*. Poiche I'entrata nell’organismo del virus HIV-1
avviene in modo predominante attraverso le superiicose e poiché
le fasi iniziali dell'infezione sono associate caiti livelli di viremia
(Fauci, 1996), i mastociti ed i basofili possonseze esposti alla
gp120 libera o legata al virus. Cid suggerisce leheellule FeRI*
possano rappresentare una nuova fonte di citodhj@econtribuendo
cosi alla disregolazione del sistema immunitaridanmfezione da
HIV-1. La seconda affermazione potrebbe riconcilifiepparente
contrasto tra i risultati ottenuti da molti ricetma (Clerici et al,
1993; Barcelliniet al, 1994; Grazioset al, 1994; Magget al, 1994;
Meyaardet al, 1994; Fakoyat al, 1997; Kleinet al, 1997). Infatti,
cio evidenzia I'importanza del superantigene virgpecifico, gp120,

che agisce su cellule diverse dai linfociti nelfaquzione di citochine
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di tipo T42. Questa nuova osservazione potrebbe esserentéepar
la produzione di nuovi farmaci attivi selettivamensulle cellule
FceRI™ nel trattamento dei soggetti infetti da HIV-1.

| nostri risultati consentono, dunque, di prospettain nuovo
meccanismo di propagazione dell'infezione da Hi\ddlle cellule
FceRI™; in realta, l'importanza di CCR3 come corecettquer
differenti ceppi HIV-1, l'up-regolazione di CCR3datta da Tat e
I'interazione tra gp120 e cellule £RI", inducono a ritenere che le
cellule FeRI* possano essere infettate da HIV-1.

In questo studio abbiamo anche dimostrato che dpdido 2019 e
2021 della gp41 di HIV-1 sono potenti chemoattrdttper i basofili e

I mastociti e sono in grado di inibire selettivar@enl rilascio di
mediatori preformati e di citochine dai basofili anm. Questa € la
prima dimostrazione che 2019 e 2021 sono funzioaadenattivi sulle
cellule umane FaRI™ verosimilmente tramite linterazione con il
recettore/i per FMLP. | basofili umani, ma non i hoagi, esprimono

i recettori per FMLP che induce la chemiotassiteofili e il rilascio
di mediatori proinflammatori. Tre diversi FPRs sastati identificati

su differenti tipi cellulari. Questi sottotipi retariali appartengono
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al’'STM una proteina G della superfamiglia della Bpsina. La FPR
ha un’elevata affinita per FMLP ed é attivata da cemtrazioni
picomolari di quest'ultimo. FPRL-1 & un recettoremiscuo attivato
da FMLP, lipossina A4, paptide HP(2-20) di Helicaeacpylori e
Amiloide sierica A e da differenti peptidi sinteti¢ monociti umani
esprimono FPRL-2 e HP(2-20) e chemotattico per tguesllule
mediante l'interazione con questo recettore. Wtestudi dovranno
essere effettuati per definire la distribuzione stgtotipi recettoriali di
FPR sui basofili umani ed il loro significato bigioo nelle risposte
immunitarie in corso di infezione da HIV-1. | risati del nostro
studio rivelano che le interazioni fra gp4l e ieattari per FMLP
espressi sui basofili umani sono molto piu’ comgdesdi quanto si
credeva fin ora. E’ noto che la CsH blocca le ridpd=PR mediate
essa e infatti in grado di bloccare lattivita chefattica del’FMLP
sui basofili ma non ha alcun effetto sulle rispestecate dai peptidi
2019 e 2021 della gp41l. Per studiare la specifitiit@ttivazione tra i
peptidi di gp4l e 'FMLP abbiamo effettuato esperneli cross-
desensibilizzazione. Dopo il legame dellFMLP al secettore FPR

si ha la fosforilazione di quest'ultimo, le cellulsono quindi
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desensibilizzate ed incapaci di generare segreinite i medesimi
recettori. Abbiamo dimostrato che i basofili preibati con FMLP, in
assenza di G4 erano incapaci di generare una risposta chertiatat
quando le cellule erano preincubate con un buftetenente Ca
esse erano in grado di promuovere la chemiotasse(tsibilizzazione
omologa). Analogamente i basofili preincubati c@12 e 2021 erano
desensibilizzati ad una successiva stimolazione. veriSe
desensibilizzazioni determinano risultati interesisa apparentemente
contrastanti. Quando i basofili sono stati preirtubcon basse
concentrazioni di (5 x I0M) FMLP, che lega ad alta affinita solo
FPR ma non FPRL-1, la risposta chemiotattica ad stimolo
eterologo (gp4l1 2019) non e stata ottenuta. Al reoiot la
preincubazione dei basofili con alte concentraz{@oi* M) di FMLP,
che lega anche FPRL-1, ha determinato una rispbstmiotattica a
gp41 2019 significativamente ridotta. Il risultatbquesti due gruppi
di esperimenti concordano con l'ipotesi che gp4EMLP agiscano
tramite differenti sottotipi di FPR nell'induziortella chemiotassi dei

basofili umani. Infatti FMLP agisce essenzialmenteamite

'interazione con FPR mantre gp4l agisce presuménlte
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interagendo con FPRL-1. Diversi studi hanno esatmileacomplessa
interazione di gp41 e i recettori per FMLP espreasfagociti umani.
E’ stato scoperto che il derivato retrovirale eséigemm LDLLFL € un
potente inibitore della risposta dei monociti e ngdaciti umani
indotta da FMLP. Lawlesgt al hanno dimostrato che 2 peptidi
sintetici, T21 e T20, corrispondenti alle sequennéaacidiche 558-
595 e 643-678, rispettivamente in HIV.}, gp4l sono potenti
inibitori della fusione virale dell’'HIV-1. Ueda @il hanno dimostrato
che gp4l e un potente inibitore della chemiotasitta da FMLP nei
monociti umani. Lo stesso gruppo ha evidenziato Thg attiva i
fagociti umani tramite FPR e FPRL-1. E’ stato imdltimostrato che
analoghi sintetici del T20, che legano sequenzeriditali, agiscono
come antagonisti FPR. Inoltre un peptide sintetamrispondente ai
residui aminoacidici 414 434 down-regola I'espressi dei recettori
CCR5 e CXCR4 tramite l'attivazione di FPRL-1. Irdian’esapeptide
sintetico (trp-lys-tyr-val-D-Met) che utilizza siBPR che FPRL-1
agisce come potente agonista sulla stimolazioneadgiciti umani.
Questi risultati enfatizzano i diversi effetti dderivati peptidici

retrovirali sulle cellule del sistema immunitaridNei nostri
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esperimenti abbiamo inoltre dimostrato che un’irazibne prolungata
con basse concentrazioni di 2019 e 2021 sulla aatelMN inibisce
il rilascio di mediatori preformati e la sintesi dtochine da parte dei
basofili umani attivati da FMLP. Inoltre numerosippidi sintetici
comprendenti la struttura dell’envelope di gp4ll'”H&V \ non
determina il rilascio di citochine e mediatori pri@mmatori dai
basofili umani; i peptidi 2019 e 2021 specificangeantagonizzano
I'attivazione dei basofili indotta da FMLP. Quesisultati sono
interessanti per molteplici motivi. In primo luogssi dimostrano che
I peptidi 2019 e 2021 esercitano differenti effsttlla chemiotassi dei
basofili e sulla secrezione di mediatori da questfule. Infatti nel
precedente sistema i peptidi, presumibilmente, doda la
chemiotassi dei basofili tramite linterazione cé&#RL-1. In un
secondo sistema, basse concentrazioni dei pep@db 2 2021
richiedono un lungo periodo di preincubazione (854®in) per
attivare i1 basofili mediante FMLP. Questo ritardotrpbbe essere
necessario per attivare/disattivare alcuni stepdalmodici o per
determinare linternalizzazione del recettore FMLBuesti dati

suggeriscono che l'attivita chemiotattica e il sd& di mediatori dai
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basofili, indotto da FMLP e dai peptidi di gp4l, smediato
dall'attivazione di differenti sottotipi di FPR. #&rnativamente esiste
la possibilita che i meccanismi di trasduzione skgjnale, necessari
per la chemiotassi e la secrezione di mediat@ancdifferentemente
inibiti e/o0 modulati dai peptidi gp4l e FMLP. L'ultanipotesi
potrebbe essere che i peptidi di gp4l, 'FMLP iniagia a FPR,
FPRL-1 ed FPRL-2 siano in grado di attivare o apnmiyare
recettori/e sconosciuti sui basofili. Qualunque 8iameccanismo
utilizzato i nostri risultati dimostrano la compdéa dell’interazione
tra FMLP, peptidi della gp41 e i sottotipi FMP swasbfili umani.
Durante linfezione da HIV-1 [I'envelope gpl60 €& valio
enzimaticamente producendo due proteine mature ([&lg
transmembrana e la gpl20 di superficie. L'infezialee HIV-1 e
conseguenziale al legame, ad alta affinita, di @pdéh CD4 che é |l
recettore principale per HIV-1. gp41 sembrerebbdiare la fusione
tra la membrana virale e cellulare tramite l'ingeme di residui N-
terminali idrofobici sulla membrana plasmatica. &se linee di
ricerca dimostrano che gp41l esercita molteplicetéffsu sistema

immunitario. gp41 solubile induce, infatti, il rdeio di citochine
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proinflammatorie (TNE e IL-1), sopprime la proliferazione
linfocitaria, induce la secrezione di IL-10 nei noaiti. La proteina
gp4l e stata riscontrata nel tessuto cerebraleadiepti affetti da
demenza in corso di AIDS e anticorpi che riconosceari epitopi di
gp4l sono stati riscontrati nelle prime fasi defézione da HIV-1.
Inoltre & stato documentato che monociti e nelitroBolati da
pazienti affetti da HIV-1, rispondono debolmente wath varieta di
chemoattrattanti, incluso FMLP. Le interazioni depfide gp4lcon
FPRs sui basofili umani potrebbe essere di notewi@eanza clinica
in pazienti con infezione da HIV-1. Dunque, unaliglicoproteina
dell’envelope, gp41, puo’ interferire con la progune di citochine
nei basofili umani.

| risultati di questo studio dimostrano che la pnoa Tat del
virus HIV-1 & chemotattica per le cellulesRi* umane. Tale attivita
e mediata dall'interazione con il recettore CCR&spnte sui basofili e
su una significativa percentuale di mastociti. freglla proteina Tat €
in grado di aumentare sia la trascrizione di mMRNMAQPCR3 che
I'espressione del recettore sui basofili umani. Quesultati

dimostrano per la prima volta, che la proteina Tam @nalogo delle

53



B-chemochine codificata da HIV-1 (virochina), funzadmente attiva

sulle cellule FeRI™ attraverso l'interazione con il recettore CCR3.

Questi risultati hanno una rilevanza clinica penexho quattro
diversi aspetti. Innanzi tutto suggeriscono chéerfaki precoci
dell'infezione da HIV-1, che si associano ad atieeentrazioni di Tat
nel siero e nei liquidi biologi€®, questa proteina possa influenzare la
migrazione di basofili e mastociti esposti allatpnoa Tat presente
negli spazi extracellulari, contribuendo cosi achantare la loro
densita nei siti dell'infezione da HIV-1. In secandogo, I'attivita
chemiotattica di Tat nei confronti delle celluleeR¢" puo contribuire
all'aumento della densita di mastociti e di basaigponibili alla
interazionecon HIV-1 attraverso il legame con il virus o cargp120
solubile. Infatti, il nostro gruppo di ricerca hecentemente dimostrato
che la gp120, ottenuta da diversi cladi viralienagisce con la regione
V3 delle IgE presenti sulla superficie delle celleteRI™(Patellaet
al., 2000). Questa interazione di tipo superantigetre gp120 e IgE
stimola la sintesi ed il rilascio di IL-4 e di IL31dalle cellule FeRI".
Questa interazione potrebbe costituire una fontgaie di citochine

che favoriscono la polarizzazione delle cellul® Terso il fenotipo
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Tw2. Quest'ultima osservazione € particolarmenteaiite, in quanto
il virus HIV-1 si replica preferenzialmente nellellale T42 (Thomas
et al, 1990). Infine, i nostri risultati consentonopdospettare un
nuovo meccanismo di propagazione dell'infezion#lt& 1. In realta,
I'up-regolazione di CCR3 indotta da Tat nelle ca&lumane FRI*
da noi descritta potrebbe facilitare I'interazidreeil virus e le cellule
FceRI™ che avviene attraverso il legame tra le Igg3'Ve la gp120.
Questa interazione consente quindi di ipotizzarenencanismo
aggiuntivo e/o alternativo di propagazione delémbne attraverso il

quale HIV-1 puo interagire ed infettare le cellBzRI".

Le nostre osservazioni sono compatibili con l'ipotde la
proteina Tat interagisca con il recettore CCRS3 pressui basofili e
sui mastociti umani(Oclet al, 1999 Romagnart al, 1999). Tale
ipotesi e supportata anche dall'osservazione emtitorpo anti-
CCRS3 blocca completamente I'effetto chemiotattietladproteina Tat
sui basofili e sui mastociti umani. Inoltre, Tatetenina un aumento
della concentrazione di Carapido e transitorio nei basofili analogo a
quello indotto dall§3-chemochine (Sozzoet al, 1994). Infine, la

cross-desensibilizzazione della chemiotassi eidfilisso di C&"tra
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I'eotassina e Tat € compatibile con lipotesi cheiftdragisca con il

recettore CCR3 presente sulle cellulef¢ umane.

E’ stato gia dimostrato che Tat induce I'espressair@XCR4
sui linfociti e monociti, mentre I'espressione dCR3 e CCR5 e
indotta solo sui monoliti (Huangt al, 1998; Weis®t al, 1999). |
risultati presentati in questo lavoro documentam® Tat € in grado
sia di up-regolare 'mRNA per CCR3 sia di indurta@imento

dell’'espressione sui basofili umani.

La proteina Tat possiede almeno tre dominii ben waiatati:
una regione basica (aa 46-60), una regione RGBF#90) ed una
regione ricca in cisteina. L’interazione delle regibasica e del
dominio RGD con diversi tipi cellulari non indudgrsficative
variazioni delle concentrazioni intracellulari d&'¢?°. La regione
RGD interagisce con le integriogPs (Thomaset al, 1990), mentre la
regione basica attiva i recettori che attivanartasina-chinasi. Il
gruppo di Albini ha dimostrato che Tat stimola l&totassi dei
monociti attraverso l'interazione dei recettori CCR CCR3 con un
peptide (aa 24-51) di Tat che comprende la regiefia groteina

omologa allg3-chemochine (Albinet al, 1998). Nei nostri
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esperimenti la preincubazione con un anticorpo rolmmale specifico
per I'epitopo RRQR della regione basica (aa 52¢56¥i et al., 2000)
non modifica I'attivita chemiotattica di Tat. Quesliimi risultati
indicano che guesta regione della proteina nosengsale per tale

effetto sulle cellule FRI*.

E’ interessante notare che molti virus si avvalgdeia
strategia di utilizzare analoghi di chemochinetedtiine per sottrarre
le cellule infette alle difese immunitarie e faveria sopravvivenza
del virus nell’ospite Kotenket al, 2000; Lalanet al, 2000). La
presenza di questi analoghi di proteine celluladificati da virus,
rappresenta I'evidenza indiretta del ruolo svokaali proteine
nell’ambito della risposta dell’ospite agli agepétogeni (Lalanéet
al., 2000). Molti virus a DNA, ad es. gli herpes @reompreso il
citomegalovirus e HHV-8, ed i poxvirus, codificatiwersi analoghi
di B-chemochine (virochine) che attivano CCR3 o CCR&¢Pbnald
et al, 1997; Krathwohet al, 1997; Sozzaret al, 1998; Endrest al,
1999; Dairaghet al, 1999; Saederugt al, 1999). La proteina Tat di
HIV-1 e la prima virochina codificata da un retnmd, che e

funzionalmente attiva sulle celluledRi™ attraverso l'interazione con
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CCR3. Questa originale osservazione potrebbe avesesi ed
importanti risvolti per una migliore comprensioredld patogenesi

dell'infezione da HIV-1.

Le concentrazioni di Tat nel siero di soggetti infetdi 10
ng/ml. Livelli analoghi di Tat sono stati riscontragl mezzo di
coltura di cellule H9 infettate da HIV-1 (Westenpet al, 1995). Nei
tessuti nei quali avviene la replicazione del vifiusifonodi), la
concentrazione di Tat potrebbe essere di gran lovagmiori rispetto
a quella del siero. Poiché le fasi precoci dembne sono associate
ad alti livelli di viremia (Fauci, 1996), e quindi, conseguenza ad alte
concentrazioni sieriche di Tat, I'attivita simil-aghetattica di questa
proteina sulle cellule ERI™ potrebbe avere un ruolo rilevante nei

pazienti affetti da AIDS.

Sebbene i recettori per chemochine CXCR4 e CCR5 son
principali co-recettori per le penetrazione delsinelle cellule
(Moore, 1997; Fengt al, 1996), vi sono evidenze che diversi ceppi
di HIV-1 possano utilizzare CCR3 come co-recet{@ieoeet al,
1996; Doranzt al, 1996; Heet al, 1997; Ghorpadet al, 1997). |

basofili ed i mastociti umani esprimono costituthente CCR3
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(Uguccioniet al, 1997; Ochet al, 1999; Romagnarit al, 1999).
Appare pertanto di notevole interesse comprenderpdrtanza della
capacita di Tat di aumentare I'espressione di CGR}ugste cellule
nella patogenesi dell'infezione da HIV-1. Sembratii ipotizzabile
che Tat possa contribuire ad aumentare la susdi&tdii’'infezione

da parte di HIV-1 delle cellule ERI".

Abbiamo recentemente dimostrato che l'interazioada
gp120 e IgE V3" presenti sulla membrana di basofili e mastociti
induce il rilascio di citochine di tipogR (IL-4 e IL-13) e non di tipo
Thl (IFN-y) (MateAAa €T aA., 2000). La presenza del recettore
CCR3 sui basofili (Ochet al, 1999; Romagnart al, 1999) e su una
percentuale significativa di mastociti (Uguccienial, 1997;
Romagnanet al, 1999) e il suo ruolo come co-recettore per
I'infezione da HIV-1 (Choet al, 1996; Doranet al, 1996; Heet al,
1997; Ghorpadet al, 1997) suggerisce che I'interazione tra Tat e le
cellule FeRI" possa favorire l'infezione di queste cellule degadli
HIV-1. Appare pertanto verosimile che queste celhalppresentino

un reservoir finora sconosciuto per la replicazidakvirus.
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La proteina Tat e attualmente allo studio al finallistire un
vaccino per prevenire I'infezione da HIV-1 (Pawtal, 2000; Cafaro
et al, 1999). Gli effetti della proteina Tat sui basddii mastociti
umani e la loro complessa interazione con altmgali
immmunologici o citochine (IL-4 e IL-13) rilevantier la
polarizzazione in sensqZ (Clerici and Shearer 1994; Magdial,
1994) forniscono importanti spunti che occorre tene
considerazione nel disegno di sperimentazionidiiaial fine di

valutare gli eventuali effetti di vaccini conteniehat.

In conclusione, abbiamo dimostrato che Tat e urogieatielle
B-chemochine codificato da HIV-1. Tat interagisce tocellule
FceRI™ attraverso il recettore CCR3 e ne aumenta I'esjoressHIV-1
penetra nell'organismo attraverso le superfici nsgce le fasi precoci
dell'infezione sono caratterizzate da alti liveilerici di viremia.
Appare pertanto verosimile che i mastociti edsdfdi possano
essere esposti localmente ad alte concentrazidratdiQueste
osservazioni consentono di ipotizzare che le eel@RI", attraverso
guesto nuovo meccanismo, possano contribuire elfagblazione del

sistema immunitario nel corso d’infezione da HIV-1.
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Figura 1

Legenda delle Figure

A Analisi dell'espressione del’lmRNA per IL-4 coacdhica

di RT-PCR quantitativa in basofili umani stimolatn
anti-IgE (0.3 pg/ml) o gp120 (30 nM). L'mRNA per-i
e stato amplificato con una RT-PCR quantitativa. |
cDNA sottoposto ad elettroforesi e stato visualiazzon
bromuro di etidio. In assenza di cDNA (No RT) o di
acido nucleico (No Nucleic Ac.), nessun prodotta er

visualizzato dalla PCR.

Effetti dell’anti-IgE e della gp120 sui livelli evetcellulari
di IL-4 e sul rilascio di istamina dai basofili pistto a
cellule non stimolate. | basofili purificati (> 98%
ottenuti da donatori sani negativi per anticorpi-&hv-

1 e anti-HIV-2 sono stati preincubati (16 h at 3yY206n

IL-3 ricombinante umana (10 ng/ml), e, al termine
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Figura 2

Figura 3

A

del'incubazione con IL-3, lavati e incubati con @nza

anti-lgE (1 pg/ml) o gp120 (30 nM) per 4 h a 37°C.

Effetti di varie concentrazioni di gpl20 ottenuta da
guattro differenti cladi virali sulla secrezione Itdt4 da
basofili umani purificati da sangue periferico dinatori
sani negativi per anticorpi anti-HIV-1 e anti-HIV-Qgni
punto rappresenta la media del rilascio di IL-4mwmtita

da incubazioni in duplicato.

Cinetica della secrezione di IL-13, IL-4 e diastina
indotta da gp120 (30 nM) nei basofili umani. Ciascu
punto rappresenta la media del rilascio di IL-134le

istamina ottenuta da incubazioni in duplicato.

secrezione di IL-13, IL-4 e di istamina indotta gp120

(30 nM) nei basofili umani. Ciascun punto rapprésda
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media del rilascio di IL-13, IL-4 e istamina ottéawla

incubazioni in duplicato.

Figura 4
A Effetti dell'inibizione di varie concentrazioni di
Ciclosporina A (24-800 nM) sulle secrezioni di feiaa
e di IL-4 indotte da gpl120. Ogni barra rappresdata
media del rilascio di Istamina o di IL-4 ottenuta d

incubazioni in duplicato.

B Effetti dell'inibizione di varie concentrazioni diK-506
(1-30 nM) sulle secrezioni di Istamina e di IL-4aite
da gp120. Ogni barra rappresenta la media detrilab

Istamina o di IL-4 ottenuta da incubazioni in dapto.

Figura 5
Effetti dell'acido lattico sul rilascio di IL-4, dbasofili
umani, indotto da gp120 e anti-Ige. Le cellule pcaife

da sangue periferico di donatori sani negativi per
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Figura 6

anticorpi anti-HIV-1 e anti-HIV-2 sono state traéacon
buffer o con acido lattico (0.01 M; pH 3.9), 5 nair22°C
e quindi lavate. | leucociti sono stati incubath @ 37°C)
con gpl20 (3 nM), anti-lg (0.3 pg/ml), o antieRt
(0.3 pg/ml). Ciascuna barra rappresenta del riasici

IL-4 da incubazioni in duplicato.

Effetto della preincubazione di gpl120 con IgM
monoclonali sul rilascio di IL-4 da basofili umaria
gp120 (30 nM) é stata preincubata per 15 min a@7°
con concentrazioni crescenti di IgM monoclonali nma
IgM M11, IgM M3, IgM LAN (V43" o IgM M14
(Vu6"). Al termine i basofili sono stati incubati per
ulteriori 4 h a 37°C. Ogni barra rappresenta la
percentuale di inibizione media del rilascio di4Lda

incubazioni in duplicato.
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Figura 7

Figura 8

Effetto della preincubazione di gpl120 con IgM
monoclonali sul rilascio di Istamina da basofiliamn La
gp120 (30 nM) é stata preincubata per 15 min a@7°
con concentrazioni crescenti di IgM monoclonali nma
IgM M11, IgM M3, IgM LAN (V43" o IgM M14
(Vu6"). Ogni punto rappresenta la percentuale di
inibizione media del rilascio di Istamina da incrioai

in duplicato.

Effetto dei peptidi di gp4l di HIV-1 e di FMLP sulla
chemiotassi dei basofili isolati e purificati dangue di
donatori sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 atia
HIV-2. | basofili erano incubati nella camera diyi8ien
per la chemiotassi con peptidi di gp41 (5XM) o con
FMLP (5X10°M) per 1 ora a 37°C in un incubatore con
CO, al 5%. | valori rappresentano la media SEM

ottenuti da sei esperimenti effettuati con preparaz
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Figura 9

A

cellulari isolate da donatori differenti. *, p< Q,0@ispetto

al controllo.

Effetto di CsH sulla chemiotassi dei basofili uman
indotta da FMLP (5X10M) e dal peptide 2019 di gp41l
(5X10°M). | basofili, isolati e purificati dal sangue di
donatori sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 atia
HIV-2, erano preincubati (5 min a 37°C) con CsH o
buffer. | basofili erano incubati nella camera diyflen
per la chemiotassi con il peptide 2019 di gp41 (B%4)

o con FMLP (5X10M) per 1 ora a 37°C in un
incubatore con CQal 5%. | valori rappresentano la
media+ SEM ottenuta da tre esperimenti effettuati con
preparazioni cellulari isolate da donatori diffdrely, p<

0,01 rispetto al controllo.

Effetto di CsH sulla chemiotassi dei basofili uman

indotta da FMLP (5X10M) e dal peptide 2021 di gp41
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Figura 10

A

(5X10°M). | basofili, isolati e purificati dal sangue di
donatori sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 atia
HIV-2, erano preincubati (5 min a 37°C) con CsH o
buffer. | basofili erano incubati nella camera diyden
per la chemiotassi con il peptide 2021 di gp41 (B%4)

o con FMLP (5X10M) per 1 ora a 37°C in un
incubatore con CPal 5%. | valori rappresentano la
media+ SEM ottenuta da tre esperimenti effettuati con
preparazioni cellulari isolate da donatori diffdrel, p<

0,01 rispetto al controllo.

Effetti della cross-desinsibilizzazione tra basse
concentrazioni di FMLP (5XI0M) ed il peptide 2019 di
gp4l (5X10'M) sulla chemiotassi dei basofili umani. |
basofili, isolati e purificati dal sangue di domato
sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 e anti-HIV-2
erano incubati in buffer PIPES contenente EDTA (4mM),

con FMLP (5X10M) o con il peptide 2019 di gp4l
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(5X10’'M) per 30 min a 37°C. Al termine
dell'incubazione, le cellule sono state lavatepspese in
PACGM e sottoposte a stimoli chemiotattici, FMLP
(5X10°'M) o con il peptide 2019 di gp4l (5XIB). |
basofili erano incubati nella camera di Boyden [zer
chemiotassi per 1 ora a 37°C in un incubatore dOpaC
5%. | valori rappresentano la media SEM di
determinazioni triple. *, p< 0,01 rispetto ad FMLP,

p< 0,01 rispetto a gp41(2019).

Effetti della cross-desinsibilizzazione con alte
concentrazioni di FMLP (IftM) sulla chemiotassi dei
basofili umani. | basofili, isolati e purificatiadl sangue
di donatori sieronegativi per anticorpi anti-HlVelanti-
HIV-2, erano incubati in buffer PIPES contenente BDT
(4mM) o con FMLP (18M) per 30 min a 37°C. Al
termine dell'incubazione, le cellule sono stateatay
risospese in PACGM e sottoposte a stimoli con pitie

2019 o 2021 di gp4l (5X1™M). | basofili erano
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Figura 11

incubati nella camera di Boyden per la chemiotpssil
ora a 37°C in un incubatore con €@l 5%. | valori
rappresentano la mediaSEM di determinazioni triple.
*, p< 0,01 rispetto a 2019 di gp41; **, p< 0,01patto a

2021 digp41(2019).

Effetti di concentrazioni ottimali (1¥M) dei peptidi di
gp41 di HIV-1 sul rilascio di istamina indotto daMLP
(10°M) su basofili isolati e purificati dal sangue di
donatori sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 atia
HIV-2. Le cellule sono state preincubate (60 min7a 3
C) con peptidi di gp4l e quindi incubate con
concentrazione ottimale di FMLP (3®1). | valori
rappresentano la media SEM ottenuta da quattro
esperimenti effettuati con preparazioni celluladlate da

donatori differenti. *, p< 0,01 rispetto a FMLP.
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Figura 12

Figura 13

Effetti dei peptidi 2019 e 2021 di gp4l di HIV-1 in
relazione al tempo di preincubazione. Le celluleoson
state preincubate con i peptidi 2019 o 2021°Mp per
15, 35, 0 60 min e quindi incubate (30 min a 37¢Q)
FMLP (10°M). | valori rappresentano la mediaSEM
della percentuale di inibizione ottenuta da treseispenti
in cui FMLP induceva un rilascio del 40.2 + 6.3% del
contenuto totale di istamina. *, p< 0,01 rispettalascio

di istamina indotto da FMLP.

Effetti di diverse concentrazioni (¥®1, 10'M, 10°M)

dei peptidi 2019 e 2021di gp41l di HIV-1 sul rilasdi
istamina indotto da anti-lgg su basofili isolati e
purificati dal sangue di donatori sieronegativi per
anticorpi anti-HIV-1 e anti-HIV-2. Le cellule sorsiate
preincubate (60 min a 37°C) con peptidi 2019 e 2821

gp4l e quindi incubate (30 min a 37°C) con
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concentrazione ottimale (u@/ml) di anti-IgE. | valori

sono la media di determinazioni in duplicato.

Figura 14

A Effetti di diverse concentrazioni (da i@ 3X10'M) del
peptide 2019 di gp4l di HIV-1 sul rilascio di istiaia
indotto da FMLP su basofili isolati e purificati lda
sangue di donatori sieronegativi per anticorpi-ati-1
e anti-HIV-2. Le cellule sono state preincubate @i a
37°C) con peptide 2019 di gp4l e quindi incubat® (3
min a 37°C) con concentrazioni crescenti di FMLP. |

valori sono la media di determinazioni in duplicato

B  Effetti di diverse concentrazioni (da3@ 3X10'M) del
peptide 2021 di gp4l di HIV-1 sul rilascio di istiaian
indotto da FMLP su basofili isolati e purificati lda
sangue di donatori sieronegativi per anticorpi-at\/-1
e anti-HIV-2. Le cellule sono state preincubate rfti a

37°C) con peptide 2021 di gp4l e quindi incubat (3

97



Figura 15

Figura 16

A

min a 37°C) con concentrazioni crescenti di FMLP. |

valori sono la media di determinazioni in duplicato

Effetti del peptide 2021 di gp4l di HIV-1
sull'espressione di mRNA per IL-13 indotta da FMLP
nei basofili umani. Le cellule sono state preincab&0
min a 37°C) con peptide 2021 (4d) di gp4l.
Successivamente & stato aggiunto FMLP°@p |
basofili sono stati incubati per 18h a 37°C. Iadr&zione

di mRNA per IL-13 é stata analizzata con metodica d

RT-PCR.

Effetti di diverse concentrazioni (da i@ 10°M) del
peptide 2019 di gp41 di HIV-1 sulla sescrezioné_ell 3
indotta da FMLP su basofili isolati e purificati |da
sangue di donatori sieronegativi per anticorpi-at\/-1

e anti-HIV-2. Le cellule sono state preincubate 1t a
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Figura 17

A

37°C) con peptide 2019 di gp41l. Successivamentat@ s
aggiunto FMLP (18M). | basofili sono stati incubati per
18h a 37°C. | valori sono la media di determinazia

duplicato ottenuta da tre diversi esperimenti.

Effetti di diverse concentrazioni (da 4@ 10°M) del
peptide 2021 di gp41 di HIV-1 sulla sescrezioné el 3
indotta da FMLP su basofili isolati e purificati |da
sangue di donatori sieronegativi per anticorpi-at\/-1
e anti-HIV-2. Le cellule sono state preincubate 1t a
37°C) con peptide 2021 di gp41. Successivamentate@ s
aggiunto FMLP (18M). | basofili sono stati incubati per
18h a 37°C. | valori sono la media di determinazia

duplicato ottenuta da tre diversi esperimenti.

Effetto di concentrazioni crescenti di Tat sulla
chemiotassi dei basofili isolati e purificati dangue di

donatori sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 atia
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HIV-2. | basofili erano incubati nella camera diyglen
per la chemiotassi con le concentrazioni di Tatdat#
per 1 ora a 37°C in un incubatore con,@6%. | valori
rappresentano la mediaa SEM ottenuti da sei
esperimenti effettuati con preparazioni cellulaalate da

donatori differenti. *, p< 0,01 rispetto al contml

Effetto di condentrazioni crescenti di eotassina,
RANTES e Tat sulla chemiotassi dei basofili. 1 basofil
isolati e purificati dal sangue di donatori siergatvi per
anticorpi anti-HIV-1 e anti-HIV-2, erano incubatelia
camera di Boyden per la chemiotassi, con le
concentrazioni indicate di eotassina, di RANTES e di
Tat, per 1 ora a 37°C in un incubatore con,@6%. |
valori rappresentano la media + SEM ottenuti da sei
esperimenti effettuati con preparazioni celluladlati da

donatori differenti.
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Figura 18

Figura 19

A

Effetto della proteina Tat sulla mobilizzazione @™

intracellulare nei basofili. La proteina Tat (60 nM)
induce nei basofili umani purificati dal sangue di
donatori sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 atia

HIV-2, un rapido e transitorio aumento del *Ca
intracellulare. 1l pattern di mobilizzazione del *Ca
causato da Tat e tipico delle chemochine, come atostr

dal controllo positivo effettuato con eotassinad(h®A).

La risposta chemiotattica dei basofili umani gdtateina
Tat (60 nM) o dellFMLP (100 nM) incubati con o senza
anti-CCR3 (5ug/ml) aggiunto alla sospensione cellulare
10 minuti prima di caricarla nella camera di cheassi.

| valori rappresentano la media + SEM di tre diversi
esperimenti effettuati con basofili umani isolata d
differenti donatori sieronegativi per anticorpi iadtV-1

e anti-HIV-2.
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*, p< 0,01 rispetto ai basofili preincubati conritacorpo

anti-CCRS3.

Effetto chemiotattico di Tat, eotassina o RANTES sui
basofili umani incubati con o senza aggiunta di-ant
CCR3 (5pg/ml) aggiunto alla sospensione cellulare 10
minuti prima che fosse posta nella camera di chessd

| basofili erano incubati in presenza delle conaenoni
indicate di Tat, eotassina e RANTES per 1 ora a 3i°C i
un incubatore con CQO al 5%. | valori indicati
rappresentano la media + SEM ottenuti da tre diversi
esperimenti effettuati con basofili umani isolata d
differenti donatori sieronegativi per anticorpi iadtV-1

e anti-HIV-2.

*, p< 0,01 rispetto ai basofili preincubati conritacorpo

anti-CCRS3.
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Figura 20

Effetto di anticorpi monoclonali specifici per diger
epitopi della proteina virale Tat sulla chemiotadsi
basofili in risposta a Tat (60 nMl.e cellule sono state
incubate con o senza l'anticorpo monoclonale 6.3G12
(20 pg/ml) diretto contro un epitopo conformazionale
della proteina Tat (ant-Taf® o lanticorpo
monoclonale 6.15F4 (2QAg/ml) diretto contro I'epitopo
RROR della regione basica di Tat (anti#*fa% aggiunti
alla sospensione cellulare 10 minuti prima che €oss
posta nella camera di chemiotassi.valori indicati
rappresentano la media + SEM ottenuti da tre diversi
esperimenti effettuati con basofili umani isolata d
differenti donatori sieronegativi per anticorpi iadtV-1

e anti-HIV-2.

*, p<0,01 rispetto al controllo rappresentato dasdili

preincubati con I'anticorpo anti-T&t>
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Figura 21

Effetto della cross-desensibilizzazione tra Tat e
I'eotassina sui basofili umaribasofili ottenuti da
donatori sani sieronegativi per anticorpi anti-HI\&nti-
HIV-2, sono stati incubati per 30 minuti a 37°C con
PIPES contenente EDTA o la proteina Tat (60 nM),
oppure I' eotassina (100 nM) nello stesso tamp@ne3f
min a 37°C. Alla fine dell’incubazione, i basoflono
stati lavati (2x), risospesi nel tampone PAGMC e
stimolati con Tat (60 nM), eotassina (100 nM), ogpur
FMLP (10®M). | valori mostrati rappresentano la media
+ SEM di tre diversi esperimenti effettuati con
sospensioni cellulari ottenute da diversi donatori.

*, p<0,01 rispetto ai basofili incubati in assenda

stimoli chemiottatici
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Figura 22

Figura 23

Desensibilizzazione fra Tat ed eotassina sui fldis€ia™
intracellulari. | basofili sono stati marcati conrd-2
come descritto nei Materiali e Metodi e successfate
stimolati con Tat (60 nM), eotassina (100 nM) e
ionomicina (20uM). Vengono presentati i risultati di un

tipico esperimento.

Effetto della proteina Tat sull'espressione di CCRlas
superficie dei basofili umani.basofili purificati (>98%)
sono stati incubati con gli anticorpi monoclonatitia
CCRS3 e anti-FgRI oppure con controlli isotipici, seguiti
da una seconda incubazione con anticorpi secondari
marcati con fluorocromo di tipo PE o FITC. E’ stato
posto un gate per le cellule dRi* ed & stata quindi
analizzata I'espressione di CCR3 su tali cellule. E
mostrata I'espressione di CCR3 sulle cellule pr{ar@a

bianca) e dopo 12 ore di incubazione (area gridla).
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Figura 24

Figura 25

A

controllo isotipico € indicato dalla curva tratteajg. |
basofili sono stati incubati con buffer (A), la prma Tat
da sola (60 nM; B) oppure in aggiunta all’anticogpti-
Tat® (20 pg/ml; C). |l risultato mostrato &
rappresentativo di tre diversi esperimenti esegtoin

analoghi risultati.

Cinetica di espressione dellmRNA di CCR3 indotta
dalla proteina Tat sui basofili. | basofili sono tsta
incubati per 6 e 12 ore con la proteina Tat (60 nM).
L’mRNA trascritto & stato quindi analizzato con tieen

RT-PCR

Effetto della IL-3 (10 ng/ml) e di concentrazioni
progressivamente crescenti della proteina Tat (6H@)
da sole e in combinazione, sul rilascio d’istamade

basofili umaniottenuti da donatori sani sieronegativi per
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Figura 26

anticorpi anti-HIV-1 anti-HIV-2. Le cellule sono $ta
preincubate per 30 minuti a 37°C con IL-3 e quindi
stimolate (45 minuti a 37°C) con la proteina Tatalori
mostrati rappresentano la media * SEM di quattro

esperimenti effettuati con diverse preparazioriutai.

Effetto della IL-3 (10 ng/ml) e di concentrazioni
progressivamente crescenti di eotassina (1-100 adv)
sole o in combinazione sul rilascio di istamina dai
basofili umaniLe cellule sono state preincubate con IL-3
per 30 minuti a 37°C e quindi stimolate con eotasgier
45 minuti a 37°C. | valori mostrati rappresentam@o |
media + SEM di quattro esperimenti effettuati con
preparazioni cellulari ottenute da differenti damasani

sieronegativi per anticorpi anti-HIV-1 e anti-HI\/-2

Effetto di concentrazioni crescenti di Tat sulla

chemiotassi dei mastociti polmonari umani. La
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sospensione di mastociti polmonari € stata posta ne
camera di chemiotassi con le concentrazioni indidat
Tat e quindi incubata per 3 ore a 37°C in un incortesal
5% di CQ. | valori mostrati rappresentano la media *
SEM di quattro esperimenti effettuati con sospension
cellulari ottenute da donatori sieronegativi percmpi
anti HIV-1 e anti-HIV-2.

*, p<0,01 rispetto al controllo.

Figura 27
Rappresentazione schematica del meccanismo agoaver
il quale il virus HIV-1 e le sue proteine potrebber
influenzare la polarizzazione TH2 e la sintesi & Ig
interagendo con il recettoredRI* dei basofili e dei
mastociti umani. Nelle fasi iniziali dell'infezioraga
HIV-1 la gp120 libera o legata al virus interagisom le
IgE V3" delle cellule FeRI™. Questa interazione induce
il rilascio di IL-4 e di IL-13 favorendo uno shiferso un

fenotipo di tipo T,2 dove il virus si replica
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preferenzialmente. La proteina Tat di HIV-1 e secreta
dalle cellule infette ed € un potente stimolo clegattico
per basofili e mastociti interagendo con il reaettdi
superficie CCR3 per le chemochine. La preincubazione
con la proteina Tat up-regola il livello di mRNA per
CCR3 e I'espressione del recettore di superficie pe
CCRa3. La proteina Tat extracellulare potrebbe
influenzare, inoltre, il rilascio di IL-4 e di IL3Ldalle
cellule FeRI*. E’ possibile dunque che le cellule umane
FceRI™ potrebbero essere infettate, in alcune condizioni,

dal virus HIV-1.
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Tabellal. Glicoproteine gp120 ricombinanti derivanti dafehiénti cladi virali di varia

origine geografica.

Proteina Tipo di Clade Origine t&msa di
ricombinante gp120 geografica espressione
dell’envelope
gpl120MN MN B USA Cellule di

insetto
gp120SF2 SF2 B USA Cellule CHO
gp120LAV LAV B Francia Cellule di

insetto
gpl120CM CM E Tailandia Cellule di

insetto




Tabellall. Sequenze peptidiche dellagp120 di HIV-1yy.

Peptide Amino Dominio Sequenza

No. Acidi dellagp120

1922 31-50 C1 EKLWVTVYYGVPVWKEATT
1959 231-250 C2 LKCNDKKFSGKGSCKNVSTV
1960 241-260 C2 KGSCKNVSTVQCTHGIRPVV
1985 301-320 V3 CTRPNYNKRKRIHIGPGRAF
1988 331-350 C3 QAHCNISRAKWNDTLRQIV
1989 341-360 C3 WNDTLRQIVSKLKEQFKNK
2015 501-520 C5-gp4l TKAKRRVVQREKRAAIGALF




Tabellalll. Sequenze peptidiche dellagp4l di HIV-1y.

Peptide Amino Sequenza

No. Acidi
2017 525-535 GAAGSTMGAAS
2019 541-560 QARLLLSGIVQQQONNLLRAI
2020 551-570 QQQNNLLRAIRAQQHMLQLT
2021 561-580 EAQQHMLQLTVWGIKQLQAR
2023 585-596 ERYLKDQQLLGF
2027 621-640 DDIWNNMTWMQWEREIDNY T
2029 641-660 SLIYSLLEK SQTQQEKNEQE
2030 651-670 QTQQEKNEQEL LEELDKWASL
2031 661-680 LLELDKWASLWNWFDITNWL
2035 701-720 AVLSIVNRVRQGY SPLSLQT




