Antivirali



Necessita e requisiti del trattamento antivirale

A Ridurre morbilitd e danni economici dovuti ad infezioni virali
I Infezioni acute (es. influenza)
I Infezioni persistenti (es. HIV, HCV)

I Riattivazioni delle infezioni latenti negli immunodepressi (es. virus
erpetici)

A 1l trattamento efficace limita anche la diffusione dell'infezione virale
I Paradigma "Treatmerdsprevention’

A Quasi tutti i farmaci antivirali devono essere introdotti all'interno
della cellula

I Eccezione: inibitori di ingresso

A Il farmaco antivirale non deve interferire con la risposta
Immunologica

I Cooperazione fra farmaco e risorse proprie dell'ospite



Farmaci ad attivita antivirale

A Interferoni

I Non sono propriamente farmaci in quanto prodotti
RIFIffQ2NABFIFYyA&aY2 AY NARALRA

I Possono essere somministrati per aumentare le difese

antivirali naturali

A Antivirali propriamente detti
I Inibiscono specifiche tappe del ciclo di replica

mediante attacco su bersagli
A Farmaci con bersagli cellu

I Interferiscono con funzioni @
Il ciclo di replica virale
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The Discovery of Interferon

From lsaacs and Lindenmann, Proc. Roy Soc B, 1957



Interferone (IFN)

A Insieme di proteine inducibili implicate in
I Risposta antivirale
| Regolazione crescita e differenziamento cellulare
I RiIsposta immunitaria innata

A SISTEMA INTERFERON
I Tipo |
A Alfa, Betg, Epsilon, Kappa, Omega
I Tipo I
A Gamma
I Tipo I
A Lambda



Interferon

TABELLA 20-7 Proprieta degli interferoni umani

dilFN

Tipo
Proprieta Alfa Beta Gamma

Nomenclatura attuale IFM-a IFMN-B IFM-y
Precedente designazione Leucocitario Fibroblastico Interferone immune
Designazione del tipo Tipo | Tipo | Tipo ll
MNumero dei geni che codificano per =20 1 1

la famiglia
Fonte cellulare principale La maggior parte dei tipi di cellula La maggior parte dei tipi di cellula Linfociti
Agente induttore Virus: dsRMA Virus: dsRNA Mitogeni
Stabilita a pH 2,0 Stabile Stabile Labile
Glicosilato Mo Si Si
Introni nei geni Mo Mo Si
Omaologia con IFMN-a BO-95% I0%: < 10%
Localizzazione cromosomica dei geni g g 12
Dimensioni delle proteine secrete 165 166 143

(numero di aminoacidi)
Recettore di IFN IFNAR IFNAR IFNGR
Localizzazione dei geni del recettore M 2 @




Interferone alfa e beta

Virus
(RNA or DNA)
Virus Virus
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A La sintesi di IFN & indotta a valle del sistema di riconoscimento

fra pathogenassociatednolecularpatterns(PAMP) e Patterrecognition
receptors(PRR{dsRNAssRNAproteine virali)



Proteine effettrici indotte da IFN (alfa/beta)
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Proteine effettrici indotte da IFN (alfa/beta)

A H -9 QligoAsintetasi

I H-Q QligoAin presenza disRNAattiva RNasL che degrada RNA virale

I H-Q QligoAin presenza disRNAattiva apoptosi
A ProteinchinasidsRNAdipendente (PKR)

I Inattiva elF2 impedendo traduzione

I AttivaNFkBche induce apoptosi e attiva |Hi¢ta
A ProteineMx

I Inibizione replica virus influenzale
A ADAR1L

I Converte adenosina in inosina alterando RNA
A P56 (IFIT1)

I Inattiva elF2 impedendo traduzione



Proteine effettrici indotte da IFN

Interferon (IFN)
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Interferon

A Non hanno specificita di virus ma hansyeecificita di
specie
b2y LJ12a&a2 SA0NINNB LCb R
A Proteine di ~160 aa

I Somministrazione sottocutanea
A Coniugazione copolietilenglicole(PEG) aumenta emivita: IFN
peghilatosomministrato una volta alla settimana
I Non impiegati come antivirali finché non e stato possibile
produzione mediante tecnologia DNA ricombinante (anni
WYy no
A IFN alfa non glicosilatg & stata la prima proteina umana
Importante ad essere clonata in E. coli



Interferon ¢ Uso clinico

A Infezioni virali
| Epatite B cronica
| Epatite C cronica
I Papillomavirus
I Herpes Zoster

A Tumori

| Sarcoma dKaposi melanomi, alcune leucemie e
linfomi

A Malattie neurodegenerative
I Sclerosi multipla



Interferonct N2 o f SYA Yy Sf f

A Effetti indesiderati
I Febbre
| Cefalea
i Dolorimuscolari
I Vomito e diarrea
I Malesserdiffuso
I Affaticabilita
I Depressione

A Tossicita
I Rene
I Fegato
I Midollo osseo
I Muscolo cardiaco

A Risposta anticorpale antiFN
i1 fOdzyA I YyiAO2NLIA aSYONYy2 ySdzii NI f AT
I Fenomeno descritto soprattutto in pazienti con Sclerosi Multipla

A Costi



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata
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Farmacil antivirali

BATTERI VIRUS
Metabolismo autonomo Parassiti endocellulari obbligati
Vari bers%gli selettivi Rari bers%gli selettivi
4 4
Ridotta tossicita Elevata tossicita
Centinaia di antibiotici <50 antivirali (oltre metaddIV)

Gli agenti piu semplici sono i piu difficili da controllare




Farmacil antivirali

dose minima tossica per la cellula ottimale

Indice terapeutico =

dose minima antivirale efficace >100

Altri parametri importanti

Non mutageno/cancerogeno

Efficacia Non teratogeno Efficacia
in vitro Non allergenico In vivo

Chimicamente e metabolicamente stabile

Buona farmacocinetica




TABELLA 30-6

Principali composti antivirali usati per il trattamento delle infezioni virali

Farmaco MNucleoside analogo Meccanlsmo d'azione Spattro virale'
Aciclovir 5 Inibitore della polimerasi virale Herpes simplex, varicella-zoster
Amantadina Mo Blocca la denudazione virale Influenza A
Cidafowir Mo Inibitore della polimerasi virale Citomegalovirus, herpes
simplex, poliomavirus

Didanosina (ddl) Inibitore della transcriptasi inversa HIV-1, HIV-2

Entecavir =2 Inibitore della transcriptasi inversa HEW

Foscamet Mo Inibitore della polimerasi virale Herpesvirus, HIV-1, HBY

Fuzeon Mo Inibitore della fusione di HIV {(blocca 'ingresso dal virus) HIV-1

Ganciclovir = Inibitore della polimerasi virale Citomegalovirus

Indinavir Mo Inibitore della proteasi di HV HIV-1, HIV-2

Lamivudina (3TC) Y| Inibitore della transcriptasi inversa HIV-1, HIV-2, HEV

Lopinawvir Mo Inibitore della proteasi HIV HIV-1

Maraviroc Mo Inibitore di entrata (bloca il legame a CCRS) HIv-1

Nevirapina Mo Inibitore della transcriptasi inversa HIV-1

Oseltamivir Mo Inibitore della neuraminidasi virale Influenza A e B

Raltegravir Mo Inibitore dell'integrasi HIv-1

Ribavirin = Forse blocca il capping dell'mRMNA virale Virus respiratorio sinciziale;
influenza A e B, fabbre di
Lassa, epatite C, altr

Ritonawir Mo Inibitore della proteasi di HIV HIV-1, HIV-2

Saquinavir Mo Inibitore della proteasi di HIV HIV-1, HIV-2

Stavudina (d4T) 5 Inibitore della transcriptasi inversa HIV-1, HIV-2

Trifluridina Inibitore della polimerasi virale Herpes simplex,
citomegalovirus, vaccinia

Valaciclowvir =2 Inibitore della polimerasi virale Herpesvirus

Vidarabina 5 Inibitore della polimerasi virale Herpesvirus, vaccinia, HBV

Zalcitabina (ddC) Sl Inibitore della transcriptasi inversa HIV-1, HIV-2, HEV

Zidovudina (AZT) 5 Inibitore della transcriptasi inversa HIV-1, HIV-2, HTLY-1

THIV-1, HIV-2, virus dellimmunodeficienza umana di tipo 1 e tipo 2; HEV, virus dell'apatite B; HTLV-1, virus tipo 1 della leucemia umana a cellule T.



Il problema della resistenza ai farmaci antiviral

A 1 virus generano con facilita mutanti
I Piu facile per i virus che esistono comeasispecie

I Piu facile per i virus che usano{ddlimerasi ad altdgasso di
errore

A Un mutante puo essereasualmentameno sensibile ad un
farmaco
I Il farmaco seleziona | mutanti ad esso resistenti

I La selezione opera sukus in attiva replica

A Se la replica virale e bloccata anche la generazione e selezione dei
mutanti e bloccata

A Mutanti resistenti possono esistere anchema del
contatto con il farmaco a cuil sono resistenti
I Variabilita naturale

I Trasmissione ceppi resistenti da parte di soggetti in trattamento
antivirale



Suppression of viral

Misurazione dell'attivita antivirale in vitro
(IC dnhibitory Concentration

Virus from patient before therapy
— Virus from patient failing therapy
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La terapia ha selezionato una

variante viralfarmacoresistente

A 1C50, dose di farmaco che inibisce del 50% la produzione di virus

Valore meno corrispondente alla reale inibizione ma misurazione piu accurata (usato spesso)

A 1C90, doseli farmaco che inibisce d8D% la produzione diirus

Valorepiu corrispondente alla reale inibizione ma misurazipoeo accurata (usato raramente)



Selezione del mutanti resistenti

VIRAL LOAD Wild-Type Virus
fdrug suscaptihla)

“@0 Mutant Virus
(drug rasistant)

ESITO DELLA
PRESSIONE
SELETTIVA

VARIBILITA'
NATURALE




La terapia combinata rallenta la selezione delle
resistenza

Generationof Selelctive 1 FEs el 2
HIVvariants pressure ©s. 10 CTUd

B Res.todrugsli, 2, 3




Crossresistenza

Virus A Farmaco #1

L
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Virus B

Selezione

Resistente al farmaco
#1 ma sensibile al
farmaco #2

@ ‘ Farmaco #2

Inibizione

L

A
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Virus B

Farmaco #1

Selezione

Resistente al farmaco
#1 e crossresistente al
farmaco #2

@ ‘ Farmaco #2



Ipersuscettibilita

Farmaco #1

Selezione

\V/ A %4 Resistente al
<©> farmaco #1 ma
L vV Q ipersuscettibile al
farmaco #2

Virus B

@ ‘ Farmaco #2

Ipersuscettibilita




Barriera genetica nei confronti della
farmacoresistenza

Devono essere
selezionate una o piu
mutazioni perché il

virus non sia bloccato
dal farmaco (fenotipo
resistente)

A La barriera genetica esprime la difficolta con cui il virus evolve verso una
variante resistente

I Numero di mutazioni necessarie

I Impatto che quelle mutazioni esercitano sulla capacita di replicazione del virus
(fitness)



Barriera genetica nei confronti della
farmacoresistenza

Virus resistente,
terapia non piu
efficace

J

r

Barriera genetica
intermedia

Virus sensibile, terapia
efficace

L

Elevata barriera
genetica




Genotipo e fenotipo

A Come ogni altro
tratto osservabile
(fenotipo) |
cambiamenti di
suscettibilita ai
farmaci derivano da
mutazioni nel
genoma @enotipog

A Posso studiare come
a certe variazioni
genotipiche
corrispondono
alterazioni
fenotipiche

A Individuo le
mutazioni di
resistenza




Misurazione dell'attivita antivirale mediante
sistemi genotipici

Dati di - Impiego clinico
correlazione

wGenotipo e wCostruzione wEseqguo test
resistenza ai (training) genotipico
farmaci in wValidazione wln base alle
VItro (set di dati mutazioni

wGenotipo ed esterno) individuate
efficacia dei stimo la
farmaci in suscettibilita
Vivo ai vari

antivirali
\_ J \_ Y,

\ }
f

La costruzione dell'algoritmo é l'attivita iniziale ma

non € una tantum perché deve essere aggiornato in

base ai dati di correlazione (nuove osservazioni

nuovi farmaci)




Misurazione dell'attivita antivirale mediante
sistemi genotipici

Il GENOTIPO e l'insieme delle mutazioni individuate

PR: 10l 35D 361 37D 461 54V 5/K 63P 71V 82A 84V 90M
RT: 6/N 70R 177Q 196E 207E 215F 219Q

Distinguiamanutazioni di resistenza polimorfismi naturalalcuni di
guesti possono pero modulare la resistenza)

Un ALGORITMO viene usato per interpretare il genotipo

(Pseudocode )

IF there are >=2 of [65R 74V 184V]
THEN there is resistance to ABACAVIR

ENDIF

IF there is [215Y or 215F] and  there is NOT [184] OR 184V]
THEN there is resistance to ZIDOVUDINE

ENDIF

€. .




Misurazione dell'attivita antivirale

A Suscettibilita in vitrognalisi fenotipich

o 23 I Sistemi complessi
L% L A Outsourcing mediante aziende specializzate
© %} I Riservato alla caratterizzazione delle molecole In

fase di sviluppo

O O

< A Analisi delle mutazionafalisi genotipich

I Test di routine per i virus che richiedono questo

| monitoraggio (HIV, HBV, entro breve anche HCV)
fﬁ\ ’%M‘[\NMM I Test in ambito di ricerca per altri virus (es. HSV,
WSS CMV, Influenza)

I Sequenziamento di intere regioni o analisi di
singole mutazioni

C




Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata
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Inibitori di fusione

FPra-hairpin
intermedadiate

A Un solo farmaco, antilV
I Enfuvirtide o T20

A Ostacola il cambiamento
conformazionale della gp41 di HIV
necessario al meccanismo di fusione
fra envelopevirale e membrana
cellulare dopo il contatto fra
antirecettorevirale (gp120) e
complesso recettoriale della cellula
(CD4 + CCR5/CXCR4)

A Peptide di 36 aa

I Somministrazione sottocutanea
A Aderenza alla terapia difficile
A Reazioni cutanee frequenti

y
=

Fusion Mo fusion




Ingresso di HIV nella cellula

1. HIV prende contatto con il 3. La gp120 prende contatto con il
recettore primario CD4 corecettore CCR5/CXCR4

Co-receptor
Binding

- . '\4

—
—_—
non-La Roghe  Litc

4. La gp41 cambia conformazione e

2. La gp120 interagisce con il CD4 e media il fenomeno della fusione fra
cambia la propria conformazione le membrane

gp 41
Attachment

CD4 :
Receptor # A 1.

— Co-receptor

- —
A




Enfuvirtide (T20)
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% di casi

% dicasi

30 -

20

30 1

20

Selezione di mutanti resistenti a
Enfuvirtide in vivo

Baseline
GeoMearr 0.292

0.1

0.1

C— La IC50 e
_— 10 aumentata in
Virus 1C30 (Hanb) media di circa
20 volte

Fallimento della terapia

GeoMean = 5.67

1 10
Virus IG, (ug/mL) StudiTORGL e TORE



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata

Penetrazione

Inibitoni della sintesi

degli acidi nucleici
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e Sintesi
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Proteolisi 1 Inibitori della proteasi
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Inibitori del rilascio

Rilascio




LYy AoAl dnBogltiBg RS f

A Amantading1966) eimantadina(1993)

Derivatidi adamantano
A Rimantadina pitu biodisponibile e meno tossica per SNC

Attivi contro influenzaA ma non B
Bersaglio e la proteini&l2 che funziona come canale
lonico (H)

A Mancata acidificazione endosoma e liberazione nucleocapside
virale (ingresso)

A AlterazionepHl f §t QAY ISNYy 2 RSt O2YLX Sa
corretta conformazione HA (uscita)

Efficacia marginale come terapia, migliore come profilassi
A Possibile sostituto del vaccino

Oggi sostituiti da inibitori neuraminidasi

Amantadine. HCl Rimanta dine.HCl



Amantadina e Rimantadina

AMANTADINE TREATMENT

The drug provides a modest
therapeutic effect in patients with
uncomplicated, naturally occurring
influenza A.

)

[1 Placebo
I Amantadine

N
o

wn
o

Percent of patients showing
improvement in symptoms

'
—
o

24 48 72
Hours Hours Hours

Time when treatment started




Punto di attacco della amantadina/rimantadina

Coated
vesicle

8
Host mRNA

Nucleus

Insertion of
envelope proteins

// Budding



Resistenza ad amantadina/rimantadina

A Selezione di mutanti resistenti facile
I Virus influenzale umano H3N2 insensibile
I Virus umano H1N1 nuova variante 2009 insensibile

A Anche diversi ceppi di influenza H5N1 isolati da
pollame sono insensibili ad amantadina e
rimantadina
I Mutazione S31N in proteina M2

I Uso di questi farmaci per contenere le epidemie nel
pollame in Cina e Sudest asiatico



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata
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Sintesi di DNA

Continues

TO—P=0

’ DNA polymerase
Growing OH H
point

OH
0=P—0—P—0—p—OH
O OH OH

A L'addizione del
nucleotide successivo
richiede la forma
trifosfata

A | farmaci antivirali
analoghi del
nucleosidi devono
essere In forma
trifosfata

A La fosforilazione
avviene nella cellula



| capostipiti degli inibitori della sintesi di DNA

0]

A ldossiuriding1962) trifluridina
I Analoghi pirimidiniciinibitori DNApolimerasi virus erpetici "
I Tossicl, solo uso topico in cheratite erpetica

A Indice terapeutico ~2

I In seguito sviluppata Haifluridina, meno tossica, per uso
topico nelle cheratiti da HSV

A ArabinosHadenina yidarabingd

I Analogo purinico, inibitore DNpolimerasi (comerifosfato) e
ribonucleotidereduttasi (comeadifosfato) virus erpetici

I Piu attivo su HSV e VZV che su CMV ed EBV
I Usata in encefalite erpetica
|
|

0]

OH
ldossiuridina

I Teratogence cancerogeno in alcuni modeperimentali
" Indiceterapeutico~40

A Farmaci sostituitda Acyclovir (1983) i

OH
Vidarabina



| capostipiti degli inibitori della sintesi di DNA
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Il principio della terminazione della sintesi del
DNA

3' “OH in normal DNA
allows elongation.

A DNA strand terminating in
a dideoxynucleotide cannot be
elongated because a 3" —OH is
necessary for polymerization.

Deoxyribose

Dideoxyribose

Qualsiasi modificazione
chimica del nucleotide che no

rende disponibile il gruppo O
al 3' dell'anello del
deossiriboso



Farmaci terminatori della sintesi del DNA

Acyclovir
(o) o)
! |
Guanine HN c— Ny HN c— Ny
| ! CH | I CH
HOCH,
HOCH, _©O | o)
N
7 e
H H ¢
HO H
Deoxyguanosine Acyclovir

(a) Structural resemblance between acyclovir and guanine-containing nucleoside

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Bergamin Cummings

A 1l primo antivirale di successo che inibisce la sintesi del genoma virale (HSV e VZ
A Affinita per DNApolimerasi HSV 10x affinita per Didglimerasi cellulare



Farmaci terminatori della sintesi del DNA
Acyclovir

s

Terminazione

Ul

ACV
P-P-P

o gP



Sintesi di DNA

Continues
|
‘O—|=O
@)
|57 O
H,C Base
H\H H H
3
(l) H
‘O—II"=O
O
|5’ O
H,C
H N\ H H
> DNA polymerase
Growing OH H
point
™R
O=T—O—7—O—W—OH
O OH OH

|5

@)
HoC Base
B

OH H

A L'addizione del
nucleotide al DNA
nascente richiede la
formatrifosfato (dNTPH

A 1l nucleoside richiesto
deve essere prima
trifosforilato



Fosforilazione degli inibitori della sintesi di DNA

host

lhy_midine
HN kinase Base  host Base  host Base
thymidine thymidine
®0 O kinase kinase EPPO O
HO
HSV-1 HO HO
HO thymidine idoxuridine
idoxuridi kinase triphosphate
|(ﬁﬁgﬁavgxa (activated)

thymidine

O
0 kinase host host i
> thymidine > thymidine N>
kinase kinase
HN
e s Ay e L NS
N A / /‘\/OJ /\\/OJ OJ
/\\/O\I HSV-1 ®o ®eo 0/\\/
HO thymidine

kinase acyclovir triphosphate

?cycltt_)vir) (active drug)
inactive



Farmaci anterpetici terminatori di catena

Fosforilazione solo

in ceIIng irnfette BNA poi
@ (selettivita) virale

N

Profarmaco

adciovic > ARG @ ? @ GG @ (PYPYP) DNA
Famciclovir  PCV —tb —i» —i» @ ooe

o
Z
>

A
o
Z
b

] ] [ ]
clovir GV > @SD~P (P> @)
Vaiganciciovir GCV—‘b —‘P 00 ee P
[ ]
5 = [ ]
Fosforilazione solo .
in cellule infette @

(selettivita)

R - —

dGuanosina —‘—>—‘—»{ dGDP ) DNA

. Competizione con

; G dGMP dNDP nucleoside naturale

A HSV ha una sua TimidiKénasi{TK, ma & una nucleoside chinasi non specifica) per
aumentare fosforilazione nucleosidica e moltiplicarsi in cellule che non
sintetizzandDNA (es. SNC)

A La TK virale ha minore specificita delle chinasi cellulari, fosforila anche Acyclovir




Anti-erpetici terminatori della sintesi di DNA

A Acyclovir

I Analogoguanosingspec.HSV, scarso su VZV e EBV), somministrazioniq 8 h o
g 6 h,peroso endovena (encefalite)

A Valaciclovir

I Profarmaco di Acycloymaggiorilivelli plasmatici rispetto ad Acyclovir per
migliore assorbimento intestinale (spec. VZV)

A Famciclovir

I Profarmacadi Penciclovir, maggioremivita intracellulare rispetto adcyclovir
(spec. Zoster e recidive HSV genitale)

A Ganciclovir

I Analogo guanosina (spec. CMV, HHEBV), scarsa biodisponibilizale,
somministrazione TID

A Valganciclovir

I Profarmacadi Ganciclovir, maggioreiodisponibilitaorale (spec. Retinite da
CMV)

Tutti farmaci con attivita nei confronti della replicazione virale, nessuna attivita sul
virus latente nelle cellule serbatoio




Resistenza a inibitori di polimerasi aatpeticl

A Acyclovir (HSV)

I Mutazioni in TK virale
A Mutanti TK

I Mutazioni in DNAbolimerasi virale

I Crossresistenzacon Valacyclovir-amciclovir
Ganciclovir

A Ganciclovir (CMV)

I Mutazioniin gene UL97 (codifica per PK che fosforila
Ganciclovir)

I Mutazioniin DNApolimerasi virale



Cidofovir

Natural Nucleotide Nucleotide Analog
NH,

PN NH
N 2

07 N
Ho_ °©
b9 = 0
HO~ HO_ .
i
HO I
OH HO™
2’-deoxycytidine 5’-monophosphate Cidofovir

Nucleosiddosfonatoaciclico, attivato alifosfatoda chinasi cellulari, inibitore di
DNApolimerasi viraldHSV e CMV ma attivo anche nei confronti di altri virus a DNA
(PolyomavirusBK e JARoxviru$

Persistenza prolungata all'interno della cellula ma nefrotossico
Affinita maggioreper DNApolimerasi HSV e CMV cher DNApolimerasicellulare

Trattamentodi infezioni erpetiche da viruscyclovir o ganciclovifresistenti,
soprattutto retinite daCMV in corso di AIDS (approvato nel 1996)

I Infusione endovena-2 volte la settimana



Farmaci antHIV (antiretrovirali) terminatori di
catena

Fosforilazione da parte di enzimi cellulari

dTMP dNDP @
chmam chmaS|
]

AZT

Thd Thd MP { Thd-DP )

Competizione
con nucleoside
naturale




Anti-HIV terminatori della sintesi di DNA

(inibitori nucleosidignucleotidici di trascrittasi, NRTI)
NRTI Analogo di Anno di approvazione
FDA
Zidovudina (AZT) T 1987
Didanosina (ddl) A 1991
Zalcitabina (ddC) C 1992
Stavudina (d4t) T 1994
Lamivudina (3TC) C 1995
Abacavir (ABC) G 1998
Tenofovir (TDF) A 2001
Emtricitabina (FTC) C 2003

Utilizzati come singola molecola fino al 1992

Utilizzati in coppia fino al 1995 (es. AZT+3T,+dd|

Utilizzati in seguito in coppia assieme a farmaci di un'altra classe (terapia di
combinazione)

Disponibili anche in formulazioni a coppia (AZT/3TC, ABC/3TC, TDF/FTC) o in tre
(AZT/I3TC/ABC)

o T Io Do



Anti-HIV terminatori della sintesi di DNA
(inibitori nucleosidignucleotidici di trascrittasi, NRTI)

0

o) NH, NH, NH,
F N \N
Hn)ﬁ/ NZ NZ NZ %
| | | | < ﬁl\
J\N O)\N A o)\N N™ N7 “NH,
HO HO H Ho o
o] o o HO :
N3
Zidovudina

Didanosina



Attivazione degli NRTI artlV

NRTIs (AZTddl ddCd4T 3TC ABC FTC):

Cellular Cellular
enzyme enzyme

Ratellmltlng step

Cellular
enzyme

»

NtRTIS (tenOfOVir): , Cellular ,
enzyme enzyme
0o " g _ )

Cellular

oy




La reazione di ipersensibilita ad Abacavir
Un esempio di farmacogenomica

A In circa il 4% dei pazienti caucasici la
somministrazione di ABC provoca
una grave reazione di
Ipersensibilizzazione (HSR)

I Insorgenza di almeno 2 segni fra:

febbre,rash sintomigastrontestinall
respiratori, costituzionali

I Una seconda somministrazione di ABC
dopo HSR puo essere fatale!

A L'assenza dell'alleldLAB*5701ha

valore predittivo negativo assoluto
per la HSR

A 1l test genetico per HI-B*5701 fa
parte della pratica clinica come
screening dei pazienti candidati
all'uso di ABC




Anti-HBYV terminatori della sintesi di DNA

A HIV e HBV condividono la stessa attivit&aticrizione
iInversaper la sintesi del proprio genoma

A Alcuni degli NRTI artllV sono stati provati come farmaci
anti-HBV
I Lamivudina (antHIV in uso clinico)
I Tenofovir (antHIV in uso clinico)

I Adefovir(non registrato antHIV perche le dosi terapeutiche per
HIV sono nefrotossiche, attivo atHiBV a dosaggi piu bassi)

A Altri analoghi dei nucleosidi/nucleotidi sono stati |
appositamente sviluppati contro la trascrittasi inversa di
HBV

I Entecavir
I Telbivudina

A Anche uso di NRTI assiempearIFN



Terminatori della sintesi di DNA usatl esclusivamente s
HBV

9 A
NH, }L€
WD St e s

%
LJD \6 bH OH

Adefovir dipivoxil Entecavir Telbivudina



Resistenza agli NRArti-HIVe anti-HBV

(B
U EE E + R = AN EEEUR XK

L'incorporazione del’NRTI termina la sintesi del DNA (man€a ilB 1 0

LI
A EUEEY + (R = JEUEELEUE XK

1. La resistenza deriva da mutazioni che diminuiscono il legame con I'NRTI
mentre il nucleoside naturale puo ancora essere incorporato




Resistenza agli inibitori di trascrittasi di HBV

1 349 692 845
B e () (rt344)\
I(G) I1(F) A B C D E
LMV rtL8OV/I rtL180M rtM204V/1/S
(Lamivudine) A181TNV
rT128N
rtv173L
ADV rtV84M rtA181T/V rtN236T rtV214A
(Adefovir dipivoxil) FSSSA rtQ2155
ETV (+LMV™®) rt1169T 52026/l rtM250V
(Entecavir) rnT184G
LdT rtM204|
(Telbivudine)
TFV :
(Tenofovir) RA194T?




Resistenza agli inibitori di trascrittasi di HBV

I 1 Lamivudine resistance (rtL180M+rtM204V/)

Bl Adefovir resistance (itN236T/rtA181V)
80% 75%
65%
70%
60%
50%
40%

30% 24%

20%

10%
0%

0%

year 1 year 2 year 3 year 4 year 5

Incidence of resistance

A La resistenza Entecavire aTenofoviré invece molto piu rara



Resistenza agli inibitori di trascrittasi di HBV

T — Year 1
—= Year 2
—= Year 3
mm Year 4
mm=m Year 5

17

‘ﬂ 0

LAM ADV ETV LdT TDF

Cumulativeincidenceof HBWesistanceo lamivudine(LAM),adefovir(ADV)entecavir(ETV)telbivudine (LdT)
andtenofovir (TDF) irpivotaltrials innucleogt)ide-naive patientswith chronichepatitisB. Thesetrialsincluded
different populations useddifferent inclusionand exclusioncriteria and different follow-up endpoints.




Resistenza agli NRTI aHiiV

LB
I EUENE + (B = FUEUEEE XK

[ UAYO2NLIR2NIT A2yS RSEtftUbweL §GSNI)A

f>|J|_I"

N E EE N = JFUELUELE =

2.La resistenza deriva dalla rimozione del farmaco NRTI incorporato

TAMs= "ThymidineAnalogMutations' o NEMs="NucleotideExcisiorMutations"
(M41LD67N K70R L210W T215K/EL9E/N/Q/R)

y I



Resistenza agli NRTI aRtilV per escissione
del'NRTI

Terminazione

b0 0 O AZTPPP da Ny

G

Trascrizione inversa

Rimozione del
terminatore

PPi
p Q 0 Q /

...................... P_AZT OH + PPFAZT

Attivita

Pirofosforolisi
aumentata

dalle TAMs




Inibitori nucleosidicdellaRdRpdi HCV

Nucleotide Chain-terminator
(e.q.,PSI-7977)

Primer SUgIE \ G RNA chain cannot be
& CER C ﬂZ@: elongated when
5’

analog is inserted

3 OO0 s

Template strand

3’

A Affinita per la RNAolimerasi RNAlipendente RdRp di HCV
A Attivita nei confronti di tutti i genotipi di HCV

A Barriera genetica contro la resistenza molto elevata
I Resistenza selezionata in vitro ma non in vivo

A Non ancora approvati per uso clinico ma in avanzata
sperimentazione

I Associati a IFN o anche associati ad altri farmaci in assenza di IFN



Duplice terapia con inibitori nucleotidici della
RdRpdi HCV

Pyrimidine Purine

<D <
@ @

D Different ‘D
! | UMP-CMP kinase 1 Different | | Guanosgine monophosphal

Frodrug cleavage
Pathway

Phosphorylation kinase
Pathway
l | NDPK
{Hot rate limiting)

QOE

J‘ Different l
§282T Resistance I witro Requires triple mutant for T resistance”
Equipotent vs. 938 triple mutant Resistance Equipotent vs. $282T Variants
Profile “Lam, et al., EASL 2011 Abstract 1217

A Farmaci non ancora approvati
A Associazione usata senza IFN molto promettente nei trial di fase I



Analoghi depirofosfatoterminatori della sintesi di DNA

0] OH
& _LOH
\O

A Foscarne(amdofosfonoform|c<)
I Analogo depirofosfato

I Sl lega al sito della DNA polimerasi che catalizza |
scissione degbirofosfatodal nucleotidetrifosfato
che viene incorporato nel DNA nascente

I Impiegato come seconda linea nel trattamento
anti-CMV (se resistenzagancicloviy

I Debolmente attivo anche su HBV e HIV




Inibitori non-nucleosidicdella trascrittasi
Inversa di HM. (NNRTI)

A Composti di diversa natura
chimica

A Agiscono legandosi ad un pocket
idrofobico in prossimita del sito

Drug-sensitive virus i attivo della RT di H¥Y (ma non

HI\:2)

A 5farmaci registrati
I Nevirapina
A Usato soprattutto nella

prevenzione della trasmissione
verticale

_NNRTI binding I Delavirdina

A TID, non pit usato (approvato FDA
ma non EMA)

DINA Polymerization I Efavirenz
~ Blocked
A Molto usato
I Etravirina
A" Nuova generazione, barriera
genetica piu elevata
I Rilpivirina
A" Nuova generazione, barriera
genetica piu elevata




NRTI e NNRTI agiscono diversamente sulla
trascrittasi inversa di HIV

RNAse-H

= —] DNA chain produced by
Reverse reverse transcriptase Reverse

transcriptase transcriptase
m e
b
Inhibitor binds to Viral RNA
reverse transcriptase

‘and denatures it

s B R,

Enzyme cannot

/ Y Reverse produce viral DNA
Non-nuclecside transcriptase
reverse transcriptase
inhibitor

Gli NNRTI non richiedono attivazione e non competono con i nucleosid




Inibitorl non-nucleosidicdella trascrittasi
Inversa di HM. (NNRTI)

(o)

HN

7\ % H (__)

SN g NT g\@fH N

C
Nevirapina Delavirdina AN %
FiC, -,
Cl N F
o - - = .
A Rilpivirina
N° ™0

|~||-|2

Efavirenz Etravirina



ResistenzagliNNRTI antHI\£1

.{.5] —— NNRTI A RT wild type

I L'NNRTI si lega ad una
tasca idrofobica vicina al
sito attivo della RT e ne
blocca l'attivita

OMA Polymerization
< Blocked

A RT NNRTesistente
I In seguito a una o piu

& NNRTI binding mutazioni, la tasca
locked . . .
X idrofobica cambia
conformazione e I'NNRTI

Normal DNA non puo piu legarsi ad
essa



Inibitori non-nucleosidicdellaRdRRII HCV

NNI-site 1
‘ Thumb 1
J Benzimidazole

. .
: NNI-site 2
'\\ Thumb 2
; Thiopene
’
~! Thumb

Polymerase
substrate

» | NNI-site 4
Palm 2
Benzofuran

Palm

A Silegano a uno di quattro diversi siti deRdRp
A Attivita su specifici genotipi
A Barriera nei confronti della resistenza non elevata

A Non ancora approvati per uso cliniot in avanzata sperimentazione
I Associati a IFN o anche associati ad altri farmaci in assenza di IFN



Inibitori dell’entrata

Penetrazione

Inibitoni della sintesi

degli acidi nucleici

Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori di integrasi

>

—
€ y _I E——
e Sintesi
raauzione acidi nucleici

A SO

AnA

Assemblaggio

Rilascio

Proteolisi 1 Inibitori della proteasi

Integrazione
nel genoma
cellulare

Inibitori del rilascio



Preintegration complex
(cutaway view)

%\»

Actin transport
filament

— -
e AT N D
e

AN
g\ = N
A"/

Integrase Inhibitors
block the strand transfer
of HIV cDNA to
cellular DNA

Inibitori di
Integrasi (HIV1
e HI\V2)

A Un solo
composto
registrato

A Potente e be
tollerato
I Raltegravir

A Due in fase Il
I Elvitegravir
I Dolutegravir




Inibitori di integrasi di HAL e HIV2

| | N
Dolutegravir Raltegravir O\\‘/l'\;\ -
O
N
F il N\‘) NNO
OH O ) OH

Elvitegravir /RAOH
bt
E o O

A Prima generazione
I RaltegravirElvitegravir
| Bassa barriera genetica verso resistenza
I Crossresistenza

A Seconda generazione
I Dolutegravir
I Barriera genetica piu elevata
I Attivo contro molti dei ceppi resistentiRaltegravifElvitegravir



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata
0 Penetrazione
) ﬁ =

Scapsidazione 2%
e ¥ Inibitori della sintesi
Soge® degli acidi nucleici

Inibitori della
scapsidazione

—
c y _I [ =—
e Sintesi
raduzione acidi nucleici

Proteolisi 1 Inibitori della proteasi

AnA

Assemblaggio

Inibitori del rilascio

Rilascio




Inibizione della traduzione

A Formivirsen(1998)
| Oligonucleotideantisenso(21-mer) specifico per
una regione di IE2 mRNA di CMV

A Backbondosforotioatoinvece che fosfodiesterico per
resistere alle nucleasi cellulari

I Indicazione nel trattamento della retinite davVv
resistente a Ganciclovitidofovir Foscarnet
Alnoculaziondntravitreale

I Il primo farmaco approvato dalla FDA basato sul
principio RNAantisenso



Formivirsen

Phosphorothioate oligonucleotides
5 -GCGTTTGCTCTTCTTCTTGCG-3
Fomivirsen

MRNA Proteins
-"\-\H

e

Translation

Antisense » *

DNA

-

Transcription

¢ + Drug

Traditional Drug

mwPmuw—>7_



Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata

0 Penetrazione
) e =

Scapsidazione 2%
o'l Inibitori della sintesi

s i acidi leici
Inibitori della o degli acidi nucleici
scapsidazione

[ ] ﬁ ——
: Sintesi
Traduzione 1

acidi nucleici

Proteolisi 1 Inibitori della proteasi

AnA

Assemblaggio

Inibitori del rilascio

Rilascio




Inibitori della proteasi virale (HIV, HCV)

Precursore poliproteico Precursore poliproteico

| | | | ] |

Inibitore proteasi

] )
Proteasi virale ) q 6 ’ ﬂ

u wﬁ

Scissione
proteolitica

Legame dell’'inibitore con la proteasi

o ’ Ji

Proteine mature

] ) ) —

Precursore non processato

A

Virus infettivo Virus non infettivo




Attivita della proteasi di HIV

I

9200 KB

I

LTR

ga

LTR

HIV-

Poliproteina gagpol

Proteasi

|_4—rev+
nef
o =
g | |V’If| =
| pol | |vpr| | - tat —

17




Inibitori di proteasi antHIV

2. La poliproteina
nel sito
enzimatico della

1. La proteasi ¢
la poliproteina
HIV

v

proteasi

4. Proteasi
complessata con
I'inibitore (sito

3. La
poliproteina e
clivata

attivo bloccato)

| virioni che incorporano poliproteine non clivate correttamente non sono infettivi




Inibitori della proteasi di HIV

Y

t SLIIAR2YAYSUOAOAY fS3IYS adzZ aaii:

Native HIV Protease HIV Protease with Inhibitor




Inibitori della proteasi di HIV

A Natural substrate of the HIV-| protease

OH
N 1 analoghi del
o Clleavage site su b Stl’ at o)
| ¥ |
N j/kﬁ A Inibizione
O .-
HO competitiva
______ BN
\ Val‘;ne a Set\‘(ine J\Glut;mine j;spar\'(agineATyrgsineA Prt;{line AIsoIeYucineA Va\lline J

B Protease inhibitor Ro 31 8959




Inibitori della proteasi di HIV

: x ‘v’“ POSEDE: Vu:?
N
E ° AN @ ° oé"\u
N\)-L Ritonavir Indlnawr

Wr““z

Saquinavir H
\©

Amprenavir

I

Nelfinavir

A Prima generazione
I 19951999

A Posologia complicata (BID/TID, restrizioni dieta)
A Farmacocinetica scarsa
A Frequente selezione mutanti resistenti



Inibitori della proteasi di HIV

Fosamprenovir

A Seconda generazione (LPV, ATV, FPV)
I 20002003
I Minore tossicita
I Migliore posologia
I Migliore farmacocinetica (boosting con bassa doddtdnavir)



Parametri di farmacocinetica

Short half-life = steep slope
AUC Long half-life = shallow slope

Cmin

1

Plasma concentration 5’
()
-
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Parametri di farmacocinetica

Toxicity threshold
Cmax
Cmin
0 5 10 15

Time (hours)

Therapeutic
window

Minimally
Yy effective
concentration

20 25



Parametri di farmacocinetica

-1

O <= O

Free drug

Protein bound drug Blood vessel

I Intracellular drug I




Boosting degli inibitori di proteasi artilV
mediante basse dosi di Ritonavir

Intestine Saquinavir metabolised by CYP3A4. , Endothelial cell Blood stream

Ritonavir blocks this_
oo O |

Drug enters cell O
O -

Drug is transported back out by P-gp. P_@/

Ritonavir blocks P-gp transport

2,

To liver

\ A
Ny /,/

Drug enters

Drug enters cell the blood stream
O -0 -O




Boosting degli inibitori di protea@Pl) antHIV
mediante basse dosi di Ritonavir

A Ritonavir inibisce ititocromo P45Fenzima CYP3A4)
nella parete intestinale e nel fegato: CYP3A4 e |l
principale enzima responsabile del metabolismo del PI

I Cio riduce il metabolismo di primo passaggio dei Pl che e
per sé elevato

I La concentrazione plasmatica dei Pl aumenta

A Ritonavir inibisce I'efflusso mediato dalla glicoproteina
P -gp) che trasporta i Pl dall'endotelio dell'intestino
Indietro verso l'intestino stesso

I Favorendo I'assorbimento intestinale aumenta la
concentrazione plasmatica del Pl



Effetto del boosting con Ritonavir

Figure 7a: Ritonavir boosting of saquinavir32

Saquinavir/ritonavir
1600mg/100mg once daily

100 = Saquinavir 1200mg
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Figure 7c: Ritonavir boosting of indinavir35t
Indinavir/ritonavir 1200mg/200mg
= ndinavir 800mg
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Figure 7b: Ritonavir boosting of lopinavir3?’

Lopinavir/ritonavir 400mg/50mg
(single dose)

100 == |opinavir 400mg (single dose)

- X Lopinavir/ritonavir 400mg/100mg
E 10 c Cn;(agé twice daily (data taken from US
o min ’ rescribing information
> T55 P 9 )
-
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Figure 7d: Ritonavir boosting of amprenavir34

Amprenavir/ritonavir 1200mg/200mg
once daily

~ 100 — Amprenavir 1200mg twice daily
-
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A Siimpiega con tutti

gli inibitori di
proteasi eccetto
Nelfinavir

Ritonavir non € piu
usato a dosi
terapeutiche
(troppo tossico!)
ma solo come
booster

Lopinavir e
coformulato con
Ritonavir (Kaletra)

Nuovo composto
booster in fase lll:
Cobicistat (meno
tossico di
Ritonavir?)



Boosting con Ritonavir e selezione di mutanti

resistent
Viral Viral
inhibition inhibition

w

c

.0

<

=

§ Decrease ICg,

Q #

(&]

m 1

3

8 Increase C,,q,

a

o

2

()]

Partial viral suppression determines the Drug plasma concentration is

selection of resistant strains associated with response

A Per limitare la selezione dei mutanti posso
I Usare un farmaco piu potente (IC50 piu bassa)

I Aumentare la concentrazione plasmatica del farmaco

A L'impiego deboosting con Ritonavina reso la selezione della
resistenza agli inibitori di proteasi in HIV estremamente rara



Inibitori della proteasi di HIV

Tipranavir Darunavir

A Terza generazione (TPV, DRV), sempre associati a Ritonavir
I 20052006
I Elevata barriera genetica contro resistenza
I Attivi contro molti ceppi resistenti alla prima e seconda generazione
I Ma TPV poco tollerato (tossicita epatica)
I DRV e LPV sono gli inibitori di proteasi piu utilizzati oggi



Paresthesias

Diarrhea

Nausea and
vomiting

v

triglyceridemia
TRI-
GLYCERIDES

v

glycemia

‘V

CHOLESTEROL

GLUCOSE

Hyper-
cholesterolemia

Tossicita e interazioni farmacologiche con

gli inibitori della proteasi di HIV

Lipodystrophy

' DRUG CLASS EXAMPLE
ANTIARRHYTHMICS Quinidine
ERGOT DERIVATIVES Ergotamine
ANTIMYCOBACTERIAL Rifampin
DRUGS
BENZODIAZEPINES Triazolam
INHALED STEROIDS Fluticasone
HERBAL SUPPLEMENTS St. John's wart
HMG CoA REDUCTASE Lovastatin
INHIBITORS Simvastatin
NARCOTICS Fentanyl

\4
Contraindicated

PROTEASE INHIBITORS



Tossicita degli inibitori della proteasi di HIV

Anno Nome Specialita Produttore Tossicita

1995 Saquinavir mesilato Invirase Hoffmann-La Roche Tossicita gastrointestinale; aumento livelli transaminasi; iperglicemia;
alterazioni metabolismo e distribuzione grassi.

1996 Ritonavir Norvir Abbott Laboratories Tossicita gastrointestinale; parestesia; epatite, pancreatite; aumento livelli
trigliceridi, transaminasi, acido urico, glucosio; alterazioni metabolismo e
distribuzione grassi.

1996 Indinavir Crixivan Merck Nefrolitiasi; tossicita gastrointestinale; iperbilirubinemia indiretta; alterazioni
quadro ematico; iperglicemia.

1997 Nelfinavir mesilato Viracept Agouron Pharmaceuticals  Alterazioni metabolismo e distribuzione grassi; aumento livelli transaminasi,
iperglicemia.

1997  Saquinavir Fortvase Hoffmann-La Roche

1999 Amprenavir Agenerase GlaxoSmithKline Tossicita gastrointestinale, rash; parestesia orale; aumento livelli
transaminasi, iperglicemia; alterazioni metabolismo e distribuzione grassi.

2000 Lopinavir/Ritonavir Kaletra Abbott Laboratories Tossicita gastrointestinale; aumento livelli transaminasi; alterazioni
metabolismo e distribuzione grassi.

2003  Atazanavir sulfato Reyataz Bristol-Myers Squibb Iperbilirubinemia indiretta; tossicita cardiaca; iperglicemia; alterazioni
distribuzione grassi.

2003 Fosamprenavir Lexiva GlaxoSmithKline Rash cutaneo, diarrea; nausea,; vomito, aumento livelli transaminasi,
alterazioni distribuzione grassi.

2005 Tipranavir Aptivus Boehringer Ingelheim Sete, fame; stanchezza, sintomi influenzali; infammazione; dolore diffuso;
urine scure.

2006 Darunavir Prezista Tibotec, Inc. Diarrea; ipertrigliceridemia; eruzione cutanea; nausea; ipercolesterolemia;

cefalea; aumento livelli transaminasi.




Resistenza ai Pl

Proteasi resistente

Proteasi sensibile

Lopinavir

Le mutazioni che conferiscono resistenza al Pl cambiano la conformazipne
dell'enzima in modo che il legame con l'inibitore non sia piu possibile mentre
legame con il substrato naturale rimane preservato

Molte delle mutazioni di resistenza ai Pl danno ciessstenza per la classe




Posizionl aminoacidiche sede di mutazioni di
resistenza a Lopinavir




Barriera genetica, potenza e tollerabilita degli

A

Inibitori di proteasi antHIV

tolerability

Genetic poor ' better -
barrier

Potency



Genoma di HCV e processing dptééiproteina

virale
Bersaglio dei nuovi
5" UTR Inibitori di proteasi
~9600nt anti-HCV
NS3/4A
| NS2/3 | I 3’ UTR
structural non-structural

core

Cleavage by
cell proteases

Cleavage by
HCV protease

www.biochemsoctrans.or:



Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV

A NS3e una proteina multifunzionale

| Attivita diproteasiper processare lpoliproteina
(clivaggio NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B)

| Attivita dielicasiper svolgere le strutture

secondarie del genoma e l'intermedio replicativo
RNA:

A Agisce assieme al cofattore NS4A

I NS4A stabilizza NS3 e |la associa al sistema di

membrane su cul avviene gran parte della replica
di HCV



Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV
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Inibitori della proteasi NS3/4A di HCV

A Prima generazione

| Barriera genetica molto bassa
A Utilizzati assieme a IFNribavirina

I Dosaggio TID
| Tossicita
I Attivita verso genotipo |
A Il pit diffuso in occidente e il piu difficile da trattare con IFN

I Due farmaci approvati
A BoceprevirTelaprevir

A Seconda generazione
| Barriera piu elevata
I Dosaggio BID o QD
I Minore tossicita?
I Attivita nei confronti di piu genotipi
I Nessuno farmaco approvato ma molti in fase Il e Il



Selezione di mutanti resistenti con gli inibitori
della proteasi NS3/4A di HCV

1 Resistant
. strain

Sensitive
strain

HCV viral load
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Time (d) after protease
inhibitor monotherapy
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Before Six days into 12 days into
therapy therapy therapy



| primi inibitori della proteasi NS3/4A di HCV

A Boceprevir (BVR) e Telaprevir (TVR)
I Approvati per uso nell'infezione da HCV genaotipo |
I Ciascuno utilizzato assieme a IFN e Ribavirina

I Hanno aumentato la cura di HCV genotipo | dal 45% al 75
circa

A Limiti
| Tossicita (soprattutto anemia con BVYé&shcon TVIRche si
somma a quella di IFNrdavirina

I Posologia (TID)

I Selezione mutanti resistenti e cremssistenza
praticamente completa fra | due farmaci



Resistenza agli inibitori della proteasi NS3/4A d
HCV
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Possibili bersagli nel ciclo di replica virale

Inibitori dell’entrata

0 Penetrazione
) e =

Scapsidazione 2%
o'l Inibitori della sintesi

s i acidi leici
Inibitori della o degli acidi nucleici
scapsidazione

[ ] ﬁ ——
: Sintesi
Traduzione 1

acidi nucleici

Proteolisi 1 Inibitori della proteasi

\ Assemblaggio
Inibitori del rilascio

Rilascio




Attivita della neuraminidasi

Neuraminidase activity

Budding virus

Neuraminidase cleaves receptor

Hemagglutinin
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Inibitori di neuraminidasi

OH ( Oseltamivir Zanamivir
is taken is either
o orally inha!et_i or
Pl
HzN 4 OH - 2 Q
NH  NH ~ 15 g
0 HN% o:< \’3
Sialic acid Zanamivir Oseltamivir (free acid) P .
A Zanamivire Oseltamivin(1997) ’j}»‘
A Attivi contro virus Influenza A e B el i
. . . . . . . . the urine
I Analoghi di acido sialico (recettore per virus mfluenzh

I Ostacolaoal distacco dei virioni neoformati dalla cellula
i aAY2NB WY20AfAGLQ RSEES LI NIAOS
A >100 volte pit potenti di amantadina in coltura
A wA Rdzl A 2 )/S AaAYU2YA Rébréc@:&n;feﬁité szy
| Zanamivinnattivo per via orale (somministrato per inalazione o
endovena)
I Oseltamivirattivo per via orale



Inibitori di neuraminidasi vs. amantadina/rimantadina nel
trattamento dell'influenza

Characteristics Amantadine Rimantadine Zanamivir Oseltamivir
Target M2 ion channel M2 lon channel Neuraminidase Neuraminidase
Activity Influenza A virus Influenza A virus Influenza A and B viruses  Influenza A and B viruses
Route Oral Oral Inhaled Oral
Adverse effects CNS, Gl CNS, Gl None Gl
Indications (age) Therapy (= 1V); Therapy (= 1Y); Therapy (= 7 y); Therapy (= 1y);
prophylaxis (=1y) prophylaxis (=1y)  prophylaxis (= 5Y) prophylaxis (= 1y)
Resistance®
Seasonal H3N2 Resistant Resistant Susceptible Susceptible
Seasonal HIN1 Susceptible Susceptible Susceptible Resistant
H1N1 S-OIV Resistant Resistant Susceptible Susceptible

S-0IV, swine-origin influenza virus.

2 Based on 2008-2009 data.



Resistenza agli inibitori di neuraminidasi

1. Q136
2. 1223
3.S5247
4. H275Y(a) + E277(b)
5.N295S

6. Oseltamivir

Surface presentation of (homo) tetrameric neuraminidase (grey) in complex with oseltamivir carboxylate (blue) (a). In an enlarged image of the active site
(b), amino acids associated with neuraminidase inhibitors resistance are presented as red sticks (1-5). These are located close to the active site of
neuraminidase to which oseltamivir carboxylate is bound (6). At position 275 (4a), a histidine (H, green) to tyrosine (Y, red) change, forces glutamicacid
at position 277 (4b) to move towards the binding cavity. At position 295 (5), an asparagine (N, green) to serine (S, red) substitution weakens oseltamivir
binding affinity. Surface was made transparent to visualize otherwise hidden residues and colored red if a residue is a surface occupant. 1, Q136; 2,
1223; 3, S247; 4, H275Y (4a) - E277 (4b); 5, N295S; 6, oseltamivir.



Farmaci ad attivita antivirale indiretta mediante
Interferenza con bersagli cellulari

A Molte attivita della cellula sono essenziali per la replica
del virus

A Difficile pero individuare attivita che possono essere
bloccate senza creare problemi per la cellula
A Target possibili

| Sistemi ridondanti che la cellula puo sostituire con altri una
volta bloccati

| Sistemi che posso neutralizzare selettivamente solo nelle
cellule infette

| Sistemi per i quali un blocco parziale e deleterio per il virus
ma e tollerato dalla cellula



Farmaci ad attivita antivirale indiretta mediante
Interferenza con bersagli cellulari

A Vantaggi

I Essendo bersagli cellulari, il bersaglio del farmaco
non ha possibilita di evolvere verso forme di
resistenza

I Qualsiasi variante virale, naturale o selezionata da
terapia con antivirali propriamente detti rimane
sensibile

A Problemi

| Potenziale di tossicita superiore a guello degli
antivirali propriamente detti (e imprevedibile)



Ribavirina

A Analogo guanosina o @ﬁwz

A Attiva contro vari virus i“?
I Registrata per uso sérenavirugfebbre di Lassa, febbre emorragica |
Argentina), HCV, virus Sinciziale Respiratorio
| Attiva in vitro anche contro altri virus (es. influenza, morbillo, HSV, VZV)

A Meccanismo d'azione

I Mutagenesi letale
A LaribavirinaA Y O2 NLJ2 N} G y St f Qwb! &A LI Al &AL
mutazioni
I Inibizione dellgguanililtrasferasresponsabile detappingdeglimRNAvirali

I Inibizione dellainosinamonofosfato-deidrogenasi
A Attivita svolta dalla formanonofosfato
A Diminuzione del pool intracellulare di GTP
A Si ha una certa selettivifgoichéquesta attivita @ aumentata nelle cellule infette
i th2 GSYyT AlFYSy(d2 RSt QA YsWitthoa rispostaOr®Z af dzf |
Thl

A Sinergia con interferone (terapia anti HCV)



Ribavirinag Mutagenesi letale?
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Purine
synthesis

Ribavirina; Inibizione dellanosina
monofosfatedeidrogenasi

La formamonofosfato
inibisce la IMPDH limitandol|i
pool di GTP

= |MP == XMP ==p GMP==p GDP==p G TP
IMPDH

La formatrifosfato e
iIncorporata nell'RNA virale

Ribavirin purine nucleoside

analogue
\L Cellular nucleoside kinase§\>
Rbv-MP =——p Rbv-DP == Rbv-TP

e |V P = XM P spr GMP s GDP = GTP
IMPDH

Purine
synthesis




Ribavirinag possibili meccanismi di azione

Different proposed antiviral mechanisms of
ribavirin. (A) Enhancement of the host adaptive

i ade antiviral immune response. Ribavirin modulates
the balance of Fhelper 1 (T;1) and T2
- responses by enhancingITand inhibiting {2
nbayin === ( : cytokine production. (B) Inhibition of host
N\ IFN-y

IMPDH. Intracellular ribavirin is converted by

(™)) P A cellular kinases to ribavirin monophosphate
\) g‘ ’ et ")\) discordant results (RMP), ribaviridiphosphate(RDP), and ribavirin
Nt \ el triphosphate (RTP). Ribavirin monophosphate is
rates in NS3,

a competitive inhibitor of IMPDH, which leads to
the depletion of the intracellular GTP pool
necessary for viral RNA synthesis. (C) Direct
inhibition of HCV NSSBdRp The

phosphorylated form of ribavirin, ribavirin
triphosphate, binds the nucleotidkinding site of
polymerases, thereby competitively inhibiting

NS5A, NS5B

plasma

membrane

down-regulation
of nucleotide
transporter in
vitro

ribavirin > RMP <« > RDP RTP

/

o) > viral replication. Moreover, ribavirin is utilized

NS5B RdRp inhibition A and incorporated by viral RNA polymerases
mutagenesis

—~ including the HCRdRpopposite cytosine or
uridine, which can result in a significant block to

AR A AL A 4D OUNIAN ST A8 RNA elongation. (D) RNA virus mutagenesis and
HEVRNA AR RN IR R BB A error catastrophe. Ribavirin acts as an RNA virus
/ \ mutagen, thereby leading to an increased
mutational frequency that exceeds the

selection of selection of

mutational threshold of viral fithess and drives
ribavirin resistant | ribavirin resistant RNA viruses into lethal mutagenesis and error
e Rl i catastrophe. CTL, cytotoxic T lymphocyte. TNE
tumor necrosis factor alphgWohnsland CMR
2007]




Antagonisti del corecettore di HIV CCR5

: Antagonista del
corecettore CCRH

CR5

CD4+ T cell or Macrophage



CCR5 non e indispensabile per la fisiologia dell
risposta inflammatoria

A Alcuni individui non acquisiscono HIV nonostante ripetute
esposizionpoichehanno una forma troncata di CCR5 non
funzionale

I Non funzionale come recettore per le chemoch(MiP Lalfa,
MIPl-beta, RANTES)

I Non funzionale come corecettore per i ceppi C@Bpici di HIV

A Questi soggetti non mostrano problemi importanti nella
risposta inflammatoria

A Queste due osservazioni sono state alla base dello svilupp
dei farmaci antagonisti del CCR5 nella terapia
antiretrovirale



Antagonisti del corecettori di HIV

O H
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Maraviroc

A Il primo farmaco antHIV con un bersaglio cellulare approvato
A Attivo sui ceppi che utilizzano corecettore per le chemochine CCR5S
(ceppi R5)

I E'necessario dimostrare che il paziente da trattare ha virus RS (test d
tropismo corecettoriale)

A Ben tollerato

A Anche effetti immunomodulanti ('inflammazione cronica e parte
della patogenesi da HIV)



Test di tropismo corecettoriale per HIV

A Test fenotipico
I Virus con cellule CCR5+ e cellule CXCR4+
I Complesso, solo in service con aziende specializzate
A California, Francia, Belgio, Svizzera
A Test genotipico

I L'affinita per i due diversi corecettori e dettata dalla
sequenza di un piccolo dominieervariabiledella
glicoproteina gp120 (dominio V3)

| Posso determinare la sequenza del dominio V3 e
dedurre il tropismo Iin base ad algoritmi validati



Bersagli cellulari nella replica di HCV

A Laciclofillina Aé una proteina cellulare coinvolta
nell'attivazione delle cellule T e con attivita di
"chaperone” (ausilio per la corretta conformazione di
altre proteine)

I La ciclosporina A, usata come agente ImmunoSOppressore
si lega alla ciclofillina A per espletare la sua azione

A Nel ciclo di replica di HCV, la ciclofillina A contribuisce
alla corretta conformazione del complesso replicativo
virale

I Molecole che si legano alla ciclofillina come la ciclosporina

A senza avere l'attivita imnmunosoppressiva sono candidate
all'uso come inibitori della replica di HCV



Bersagli cellulari nella replica di HCV

'//"a" .

HCV replication * b

7 complex (RC) AUSPORNIR — #  "MR@hicls0. aa~/ Disruption of
> . : s RC via

inhibition of

host proteins

Cyclophllln
(Cvp)

Disruption of
RC via
inhibition of
viral proteins

Direct Acting Antivirals
(DAA) NS3, NS5A, or NS5B
inhibitors

Possibile sinergia fra inibitori della ciclofillinaafidporivi)) e farmaci antHCV diretti




Farmaci ad attivita antivirale con bersagli

Donatore di metile

o T» o Do

Molti composti (es.
Neplanocina

Attivi su Poxvirus, Reovirus,
Virus a RNA negativo (Ebola)

Attivi anche su _
Trypanosoma Plasmodium

Nessun farmaco registrato

cellulari

Meccanismo di proteziong
di alcunimRNAvirali

Prodotto e
inibitore della
demetilazione



