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TESTO DELLA DESCRIZIONE

Campo dell’invenzione

La presente descrizione si riferisce a composizioni comprendenti
bloccanti dei canali del calcio per 'uso nel trattamento di infezioni virali in un

soggetto, in particolare infezioni da citomegalovirus umano (HCMV).

Sfondo

Il Citomegalovirus umano (HCMV) €& un patogeno opportunista che
determina la malattia nell'ospite con sistema immunitario parzialmente o
totalmente compromesso, ad esempio in soggetti sottoposti a terapia
immunosoppressiva, come i soggetti trapiantati (in cui HCMV & anche la
principale causa di rigetto acuto e/o cronico e prognosi di ridotta sopravvivenza)
o in pazienti affetti da sindrome da immunodeficienza acquisita (AIDS). In questi
individui, I'infezione primaria o la riattivazione di un’infezione latente da HCMV
possono determinare infezioni disseminate multi-organo con elevata mortalita.

HCMV é inoltre la causa virale piu importante di difetti congeniti nei
neonati con infezione contratta dalla madre durante la gravidanza.

Numerosi studi epidemiologici hanno poi evidenziato un’associazione
diretta tra l'infezione da HCMV e lo sviluppo di aterosclerosi, anche in soggetti
immunocompetenti.

Per la terapia delle infezioni da HCMV, ad oggi € disponibile un esiguo
pannello di farmaci, in particolare farmaci inibitori della DNA polimerasi virale;
tali farmaci, tuttavia, possono presentare effetti collaterali (quali ad esempio
tossicita acuta e a lungo termine, ridotta efficacia, limitazioni nella
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somministrazione e soprattutto rapida selezione di ceppi virali farmaco-
resistenti).

Di conseguenza, I'utilizzo di composti inibitori della DNA polimerasi virale
e strettamente limitato a pazienti a rischio (ad esempio pazienti con AIDS,
trapiantati d’organo). Inoltre, 'assenza di un vaccino in grado di prevenire
l'infezione da HCMV nelle categorie di individui a rischio e la mancanza di
trattamenti prenatali efficaci e sicuri per prevenire la trasmissione madre-feto
el/o per ridurre le conseguenze di un’infezione congenita da HCMV, rendono lo
sviluppo di nuove molecole antivirali, che siano meno tossiche e possibilmente
dotate di meccanismi d’azione diversi dagli inibitori della DNA polimerasi virale,

una priorita per la salute pubblica.

Sintesi dell’invenzione

La presente descrizione ha lo scopo di fornire nuove composizioni per
l'uso nel trattamento di infezioni da HCMV in grado di superare i suddetti
inconvenienti.

Secondo la presente descrizione, tale scopo viene raggiunto grazie
alloggetto specificamente indicato nelle rivendicazioni che seguono, che
vengono intese come parte integrante della presente descrizione.

Una forma di realizzazione della presente descrizione fornisce una
composizione per l'uso nel trattamento di infezioni virali da Citomegalovirus
umano in un soggetto, la composizione comprendendo almeno un bloccante dei
canali del calcio selezionato tra efonidipina e lercanidipina.

In una o piu forme di attuazione, la composizione comprende almeno un
bloccante dei canali del calcio selezionato tra efonidipina e lercanidipina in
combinazione con un composto inibitore dellenzima DNA polimerasi virale
selezionato tra ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet, preferibilmente
ganciclovir.

In una o piu forme di attuazione, infezioni virali trattabili con le
composizioni oggetto della presente descrizione comprendono infezioni virali da
citomegalovirus umano che sono resistenti al trattamento con almeno un
composto inibitore dellenzima DNA polimerasi virale, preferibilmente
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selezionato nel gruppo costituito da ganciclovir, valganciclovir, cidofovir,
foscarnet.

In una o piu forme di attuazione, composizioni oggetto della presente
descrizione sono destinate al trattamento di infezioni virali da HCMV in un
soggetto sottoposto a trapianto d’organo ed eventualmente affetto da
ipertensione.

In una o piu forme di attuazione, composizioni oggetto della presente
descrizione sono destinate al trattamento di un soggetto che non risponde alla
terapia con almeno un composto inibitore della DNA polimerasi virale
selezionato nel gruppo costituito da ganciclovir, valganciclovir, cidofovir,
foscarnet.

In una o piu forme di attuazione, le composizioni possono comprendere
efonidipina e/o lercanidipina in forma cloridrata.

La presente descrizione fornisce inoltre un procedimento per |l
trattamento di infezioni virali da citomegalovirus umano che comprende la fase
di somministrazione di una composizione comprendente almeno un bloccante
dei canali del calcio selezionato tra efonidipina e lercanidipina opzionalmente in
combinazione con almeno un composto inibitore dell’enzima DNA polimerasi
virale, preferibilmente selezionato nel gruppo costituito da ganciclovir,

valganciclovir, cidofovir, foscarnet.

Breve descrizione dei diseqgni

Una o piu forme di attuazione saranno ora descritte, a puro titolo di
esempio non limitativo, con riferimento alle figure annesse, in cui:

- la Figura 1 mostra il valore di citotossicita di efonidipina e lercanidipina
(espressa come valore di CCso ovvero concentrazione di ogni singolo composto
tale da inibire del 50% la vitalita cellulare) valutata a 6 giorni di esposizione di
fibroblasti umani (HFF) a differenti concentrazioni di tali bloccanti, insieme ai
valori di inibizione (ECso) della replicazione di un ceppo di laboratorio di HCMV,
chiamato AD169, da parte di efonidipina e lercanidipina;

- la Figura 2 illustra risultati di esperimenti volti a dimostrare I'effetto di
efonidipina e lercanidipina nella soppressione della replicazione di un ceppo
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clinico di HCMV resistente al trattamento con il composto ganciclovir,

- la Figura 3 illustra risultati di esperimenti volti a dimostrare I'effetto di
efonidipina e lercanidipina in combinazione nella soppressione della
replicazione di un ceppo clinico di HCMV resistente al trattamento con il
composto ganciclovir,

- la Figura 4 illustra risultati di esperimenti volti a dimostrare I'effetto di
efonidipina in combinazione con ganciclovir nella soppressione della
replicazione del ceppo di laboratorio AD169,

- la Figura 5 illustra risultati di esperimenti volti a dimostrare I'effetto di
lercanidipina in combinazione con ganciclovir nella soppressione della

replicazione del ceppo di laboratorio AD169.

Descrizione dettagliata di forme di realizzazione preferite

Nella descrizione che segue, numerosi dettagli specifici vengono dati per
fornire una comprensione approfondita delle forme di realizzazione. Le forme di
realizzazione possono venire messe in pratica senza uno o piu dei dettagli
specifici, o con altri procedimenti, componenti, materiali, ecc. In altri casi,
strutture, materiali od operazioni ben noti non vengono mostrati o descritti in
dettaglio per evitare di confondere aspetti delle forme di realizzazione.

Il riferimento tutta la presente descrizione a “una (aggettivo numerale)
forma di realizzazione” o “una (articolo indeterminativo) forma di realizzazione”
indica che un/una particolare aspetto, struttura o caratteristica
descritto/descritta in relazione alla forma di realizzazione € incluso/inclusa in
almeno una forma di realizzazione. Quindi, le forme delle espressioni “in una
(aggettivo numerale) forma di realizzazione” o “in una (articolo indeterminativo)
forma di realizzazione” in vari punti di tutta la presente descrizione non si
riferiscono necessariamente tutte alla stessa forma di realizzazione. Inoltre, i/le
particolari aspetti, strutture o] caratteristiche pOSsSONo venire
combinati/combinate in qualsiasi modo adatto in una o piu forme di
realizzazione. | titoli forniti in questa sede sono solo per convenienza e non

interpretano I'ambito o lo scopo delle forme di realizzazione.
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Allo scopo di identificare nuovi composti con attivita anti-HCMV, gli
Inventori della presente domanda hanno adottato I'approccio del drug
repurposing (DR) o riposizionamento dei farmaci. Questa strategia si basa
sull’idea di “dare nuova vita” a farmaci/molecole gia approvate per I'uso clinico,
o in disuso, con attivita note, indirizzandoli verso nuove applicazioni
terapeutiche. Il vantaggio principale di questa strategia consiste nella
definizione di nuove attivita farmacologiche di molecole di cui &€ gia nota la
biodisponibilita, la farmacocinetica e la tossicologia, con [I'evidente
conseguenza di ridurre drasticamente costi e tempi del processo di sviluppo del
farmaco candidato.

Nel corso dell’attivita di drug repurposing svolta dagli Inventori, & stato
possibile identificare (allinterno di uno spettro di un numero di molecole
superiore a 2000) bloccanti dei canali del calcio (CCB) di terza generazione, gia
utilizzati per il trattamento dellipertensione di lieve e/o media entita, che
sorprendentemente si sono rivelati particolarmente efficaci anche come inibitori
della replicazione del citomegalovirus umano (HCMV). | bloccanti dei canali del
calcio di terza generazione presentano caratteristiche farmacologiche
favorevoli, quali il rilascio prolungato oltre il tempo di emivita e una buona
efficacia, nonostante i bassi livelli plasmatici, con conseguente riduzione degli
effetti collaterali.

Gli Inventori della presente domanda hanno osservato che specifici
bloccanti dei canali del calcio di terza generazione, in particolare efonidipina e
lercanidipina, molecole appartenenti alla famiglia delle diidropiridine,
presentano una elevata efficacia antivirale.

In una o piu forme di attuazione, la composizione oggetto della presente
descrizione pud comprendere efonidipina e/o lercanidipina in una
concentrazione (peso/vol) compresa tra 1 e 25 ng/ml, preferibilmente tra 4 e 16
ng/ml.

In una o piu forme di attuazione, la composizione oggetto della presente
descrizione pud comprendere efonidipina in forma cloridrata e/o lercanidipina in
forma cloridrata.

In una o piu forme di attuazione, la composizione oggetto della presente
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descrizione pud comprendere, oltre ad almeno un composto selezionato tra
efonidipina e lercanidipina, almeno un composto in grado di inibire I'attivita della
DNA polimerasi virale, preferibilmente un composto selezionato tra ganciclovir,
valganciclovir, cidofovir, forscarnet.

Con I'espressione “farmaci inibitori della DNA polimerasi” si intende un
gruppo di composti comunemente impiegati per il trattamento di infezioni da
HCMV, tale gruppo comprendente ad esempio ganciclovir, valganciclovir,
cidofovir, forscarnet.

Gli Inventori della presente domanda hanno dimostrato che una tale
composizione € in grado di esercitare un effetto potenziato sullinibizione della
replicazione di HCMV.

Inoltre, la presente descrizione fornisce lI'evidenza che composizioni
comprendenti efonidipina e/o lercanidipina sono anche efficaci nel trattamento
di infezioni virali da HCMV umano che non rispondono al trattamento con
composti inibitori della DNA polimerasi, ad esempio nel trattamento di ceppi di
HCMV resistenti all’azione del composto ganciclovir.

In una o piu forme di attuazione, la composizione pud inoltre
comprendere almeno un eccipiente, un veicolo, un diluente farmaceuticamente
accettabile.

Il termine "farmaceuticamente accettabile" & inteso a definire, senza
alcuna particolare limitazione, qualsiasi componente adatto a preparare una
composizione farmaceutica da somministrare a un essere vivente.

Esempi di veicoli farmaceuticamente accettabili noti nell’arte sono ad
esempio riempitivi, diluenti, aromi, coloranti, fluidificanti, lubrificanti, conservanti,
umettanti, dolcificanti.

La quantita dell’almeno un bloccante dei canali del calcio puo variare in
funzione di fattori diversi quali, ad esempio, la gravita dell'infezione da trattare, il
numero di somministrazioni giornaliere.

L’attivita antivirale delle composizioni oggetto della presente descrizione
e stata valutata mediante PRA (Plaque Reduction Assay) in vitro nei confronti
sia del ceppo di laboratorio di HCMV AD169 sia dell’isolato clinico TR che & un

-6-



ceppo resistente al trattamento con il composto inibitore della DNA polimerasi
ganciclovir (GCV).

| dati ottenuti dimostrano che composizioni comprendenti almeno un
composto selezionato tra efonidipina e lercanidipina sono dotate di una potente
attivita anti-HCMV a concentrazioni micromolari € non presentano tossicita
verso le cellule.

| test condotti sul ceppo HCMV TR hanno inoltre dimostrato che
composizioni comprendenti almeno un composto selezionato tra efonidipina e
lercanidipina sono efficaci nel trattamento di infezioni virali da HCMV che non
rispondono ai trattamenti con composti inibitori della DNA polimerasi virale
comunemente utilizzati.

Le composizioni oggetto della presente descrizione presentano quindi
l'ulteriore vantaggio di consentire di trattare un sottogruppo di pazienti per i
quali i farmaci correntemente utilizzati, ad esempio i farmaci il cui bersaglio € la
DNA polimerasi virale, risultano eccessivamente tossici o non efficaci.

Questo aspetto assume ancor piu valore considerando che la comparsa
di ceppi di HCMV resistenti ai farmaci disponibili rappresenta un problema
importante, soprattutto in pazienti trapiantati per i quali i trattamenti pre-emptive
con inibitori della DNA polimerasi virale si possono protrarre a lungo. In tali
soggetti, il problema viene aggravato dal fatto che spesso i ceppi resistenti a un
inibitore della DNA polimerasi sono cross-resistenti anche ad altri composti
inibitori della DNA polimerasi virale.

Composizioni comprendenti efonidipina e lercanidipina rappresentano
pertanto una valida alternativa nella prevenzione e controllo della riattivazione
dellinfezione da HCMV in questo particolare gruppo di pazienti.

Sulla base dei dati disponibili in letteratura circa la posologia clinica di
efonidipina e lercanidipina nel trattamento dellipertensione & importante
osservare che la concentrazione plasmatica massima raggiunta dopo
somministrazione di una dose orale di 10 mg di lercanidipina cloridrata & di 9
ng/ml (Chaudhary et al., 2016), corrispondente a ~ 14 yM. Con una dose orale
di 40 mg di efonidipina cloridrata si raggiunge una concentrazione superiore ai
16 ng/ml (Man et al.,, 2015), che equivale a 24 pM. Cid significa che le
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concentrazioni di efonidipina e lercanidipina in grado di inibire la proliferazione
di HCMV valutate in vitro, come di seguito dimostrato, risiedono ampiamente
nell'intervallo di dosi clinicamente raggiungibili e accettate nellimpiego di
efonidipina e lercanidipina per il trattamento dell'ipertensione.

Inoltre, dal momento che efonidipina e lercanidipina hanno un bersaglio
terapeutico differente e un meccanismo d’azione diverso da quello degli attuali
farmaci anti-HCMV, composizioni comprendenti almeno uno tra efonidipina e
lercanidipina in combinazione con composti inibitori della DNA polimerasi virale
in uso clinico possono fornire un’efficacia nel trattamento di infezioni virali da
HCMV ulteriormente potenziato, come illustrato nel seguito.

Una tale combinazione di composti antivirali pud risultare ancora piu
efficace verso le infezioni da HCMV permettendo di ridurre le dosi da
somministrare di ciascun composto e di diminuire gli effetti collaterali connessi
alla terapia monofarmaco contrastando in questo modo anche la selezione di
virus farmaco-resistenti.

Infine, & da sottolineare come recenti studi abbiano dimostrato
un’associazione diretta tra infezione persistente da HCMV e aumento di rischio
di sviluppare malattie vascolari (aterosclerosi e restenosi), sia in soggetti
immunocompetenti sia nei soggetti trapiantati.

Infatti, I'infezione da HCMV & in grado di determinare in un’ampia gamma
di tipi cellulari diversi, una overespressione di citochine inflammatorie (IL-6,
TNF-B e MCP-1) e di enzimi coinvolti nel sistema renina e angiotensina,
responsabili del’aumento della pressione arteriosa.

In virtu della loro duplice attivita, antivirale e antipertensiva, efonidipina e
lercanidipina rappresentano un vantaggio terapeutico per soggetti HCMV-
sieropositivi anche a rischio di sviluppo di patologie vascolari, come sclerosi

vascolari in seguito a trapianto d’'organo.

MATERIALI E METODI

Cellule e condizioni di coltura

Fibroblasti primari derivano da prepuzio umano (ATCC SCRC-1041) e
cellule VERO (ATCC CCL-81) derivano dai reni di una scimmia verde africana
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(Chlorocebus). Entrambe le linee cellulari sono state coltivate in Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM; Euroclone) in presenza di 10% di FBS
(Euroclone), 2mM glutammina, 100U/ml di penicelina e 100 pg/ml di
streptomicina solfato. Tutte le colture cellulari sono state mantenute alla
temperatura costante di 37°C in presenza del 5% di CO..

Molecole

Efonidipina cloriidrata (Efonidipine hydrochloride monoethanolate;
E0159, Sigma Aldrich), Lercanidipina cloriidrata (1,4-Dihydro-2,6-dimethyl-4-(3-
nitrophenyl)-2-[(3,3-diphenylpropyl)methylamino]-1,1-dimethylethyl methyl ester
3,5-pyridinedicarboxylic acid hydrochloride; L6668, Sigma Aldrich), Ganciclovir
(2-Amino-1,9-dihydro-9-[[2-hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethoxy]methyl]-6H-purin-
6-one,9-(1,3-Dihydroxy-2 propoxymethyl)guanin, Sigma Aldrich), Manidipina
(Manidipine dihydrochloride, CV-4093, Selleck Chemicals) sono stati risospesi
in 100% DMSO sterile.

Virus

Il ceppo di laboratorio di HCMV AD169 é stato ottenuto dallATCC (VR-
538), mentre lisolato clinico HCMV TR é stato isolato dallumor vitreo di un
paziente HIV positivo avente una retinite da HCMV (Smith et al., 1998). Tale
virus & stato propagato su fibroblasti umani per essere clonato in un
cromosoma batterico artificiale (BAC) (Murphy et al., 2003). HCMV TR
ricostituito in fibroblasti mantiene la capacita originale di poter infettare cellule
endoteliali, epiteliali, monociti e macrofagi (Ryckman et al, 2006). Tale ceppo
clinico (Dr. Jay Nelson, Vaccine and Gene Therapy Institute, OHSU) &
resistente al composto antivirale ganciclovir (GCV).

Ceppi di controllo utilizzati per testare la specificita dei composti in
questione nei confronti di virus HCMV sono un isolato clinico di Adenovirus
(AdV) e isolati clinici di Herpes Simplex Virus di tipo 1 e di tipo 2 (HSV-1 e HSV-
2) forniti dalla Dott.ssa Ghisetti, Ospedale Amedeo di Savoia di Torino.

Per la produzione dei diversi stock virali le cellule HFF o le cellule VERO
per HSV-1/2, sono state infettate ad una molteplicita di infezione (MOI) di 0.01
Unita Formanti Placche PFU/mI. Le fiasche sono state quindi incubate a 37°C in
atmosfera al 5% di CO2 in DMEM al 2% di FBS fino alla comparsa di un

-9.



caratteristico effetto citopatico. Gli stock di virus sono stati ottenuti sonicando le
cellule, recuperando il surnatante dopo centrifugazione e congelando a -80°C.

| ceppi di HCMV sono stati titolati dopo 4 giorni tramite una metodica
immunoistochimica indiretta su HFF con un anticorpo monoclonale diretto
contro le proteine immediate-precoci IE1 e IE2 di HCMV (clone E13, Argene;
Gerna et al., 1992).

Adenovirus e HSV-1/2 (ceppi di controllo) sono stati invece titolati con la
metodica delle placche: dopo le 2 h di adsorbimento virale, le cellule sono state
incubate con 1 ml di DMEM con FBS 3% e P/S contenente metilcellulosa 0,8%
(Sigma-Aldrich) per circa 6 giorni, per quanto riguarda I’Adenovirus, e 2 giorni
per HSV-1/2. Trascorso questo tempo, il monostrato cellulare & stato fissato
con 0,6 ml per pozzetto di formaldeide al 4% in PBS 1X. Dopo 1 h a
temperatura ambiente (RT), le cellule sono state colorate con 0,3 ml di
cristalvioletto 1% in H20, lavate con acqua e lasciate asciugare per permettere
la conta delle placche.

Analisi di citotossicita

Cellule HFF e cellule VERO sono state seminate in piastre da 96 pozzetti
alla concentrazione di 18 mila cellule/pozzetto in 100 ul di DMEM+10% di FBS
per 24 h a 37°C. Il giorno dopo il terreno € stato sostituito con terreno completo
fresco e addizionato di concentrazioni crescenti sia di Efonidipina cloridrata
(EFO), che di Lercanidipina cloridrata (LERC). Dopo 6 giorni o 3 giorni,
rispettivamente per quanto concerne le HFF e le VERO, il numero di cellule
vitali & stato saggiato mediante il test del bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2 ,5-difeniltetrazolio (MTT) (Pauwels et al., 1998). Questo metodo € un saggio
enzimatico colorimetrico che permette di quantificare I'attivita delle deidrogenasi
mitocondriali presenti in cellule metabolicamente attive. Nei campioni di
controllo (non trattati con i composti) € stato aggiunto un volume di DMSO
affinché la sua percentuale finale fosse identica a quella delle diverse
concentrazioni di molecole testate, per escludere che un possibile effetto
citopatico dipendesse dal solvente utilizzato per solubilizzare i composti.

Analisi della riduzione delle placche virali
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Cellule HFF o VERO sono state seminate alla densita di 6x10%4
cellule/ml per pozzetto in piastre da 24 pozzetti ed incubate O/N a 37°C. I
giorno successivo, le cellule sono state pretrattate con diverse concertazioni di
EFO o LERC (25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM, 1,56 uM, e 1 uM) per 2 h a
37°C e quindi infettate per 2 h a 37°C con 60 PFU/pozzetto dei seguenti virus:
HCMV-AD169, HCMV-TR, HSV-1, HSV-2 e Adenovirus.

Parallelamente cellule sono state pretrattate anche con composizioni
comprendenti sia EFO sia LERC per valutarne un possibile implemento
dell'attivita antivirale nei confronti dell'isolato virale HCMV TR.

Test analoghi sono stati anche effettuati per testare I'efficacia di un
diverso bloccante dei canali del calcio, sempre appartenente alla famiglia delle
dididropiridine, ovvero la manidipina, a diverse concentrazioni (25 uM, 12,5 uM,
6,25 uM, 3,12 uM, 1,56 uM, e 1 uM. L’efficacia & stata testata sul ceppo HCMV-
TR (resistente a ganciclovir), ad oggi sconosciuta.

Ulteriori test sperimentali sono stati condotti somministrando ganciclovir
(GCV) ad una concentrazione pari a 3 pM da solo (concentrazione
corrispondente alla sua ECso) o in combinazione con EFO e/o LERC in
concentrazioni crescenti (25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM, 1,56 uM, e 1 uM)
su un ceppo HCMV AD1609.

Al termine dell'incubazione di 2 h, & stato rimosso l'inoculo virale, le
cellule sono state lavate con PBS 1X ed & stato aggiunto terreno completo
(DMEM con FBS 3% e P/S) contenente metilcellulosa 0,8% (Sigma-Aldrich) e le
diverse concentrazioni dei composti da saggiare. Come controllo, ad alcuni
pozzetti (infettati, ma non trattati) € stata aggiunto DMSO, affinché la sua
percentuale corrispondesse a quella delle diverse concentrazioni di molecole
testate. Dopo un’incubazione di 6 giorni per i ceppi di HCMV e Adenovirus, o 2
giorni per i virus HSV-1 e HSV-2, il monostrato cellulare & stato fissato con 0,6
ml per pozzetto di formaldeide al 4% in PBS 1X. Dopo 1 h a temperatura
ambiente (RT), le cellule sono state colorate con 0,3 ml di cristalvioletto 1% in
H20, lavate con acqua e lasciate asciugare. Sono state poi contate le placche

virali formatesi in ciascun pozzetto e il loro numero medio & stato espresso in
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percentuale rispetto al numero medio delle placche contate nei pozzetti di
controllo di infezione. Il numero di placche & stato poi correlato alla
concentrazione di EFO, LERC, EFO+LERC, manidipina, GCV, GCV+EFO,
GCV+LERC per determinare la concentrazione che produce una riduzione del
50% (ECso) delle unita infettive.

RISULTATI

Fibroblasti umani (HFF) sono stati pre-trattati con concentrazioni
crescenti di efonidipina cloridrata (EFO) e lercanidipina cloridrata (LERC) e poi
infettati con il ceppo di laboratorio AD169 in presenza dei composti, che sono
rimasti nel terreno di coltura per tutta la durata del saggio.

Come controllo dei test sperimentali, alcuni pozzetti sono stati infettati e
trattati con DMSO per escludere che l'effetto dei composti testati dipendesse
dal solvente utilizzato per risospenderli.

Come mostra la Figura 1, composizioni comprendenti EFO o LERC
inibiscono efficacemente la replicazione di AD169 a concentrazioni micromolari;
la dose in grado di inibire del 50% la formazione di placche (ECso) € pari a 3,5
MM.

Per verificare che tale riduzione virale non fosse dovuta ad un effetto
citotossico generalizzato delle molecole sulle cellule, & stata valutata la vitalita
cellulare con il metodo MTT dopo 6 di esposizione ai composti.

La concentrazione citotossica per il 50% delle cellule (CCso) € circa 340
MM e 127 uM, rispettivamente per EFO e LERC, dimostrando quindi che
I'attivita antivirale & specifica e non & dovuta a citotossicita generalizzata.

Ulteriori test sperimentali hanno inoltre dimostrato che EFO e LERC
presentano una evidente attivita antivirale anche verso ceppi di HCMV resistenti
al trattamento con composti inibitori della DNA polimerasi, ossia il ceppo TR,
che €& un isolato clinico resistente al ganciclovir, uno dei farmaci antivirali di
prima scelta nei casi di infezione da Citomegalovirus.

Anche in questo caso, test condotti su fibroblasti umani trattati con EFO
o LERC e infettati con il virus TR hanno dimostrato una ECso molto bassa,
nell’intorno di 4 uM (Figura 2).
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Test condotti su fibroblasti umani trattati con EFO e LERC in
combinazione e infettati con il virus TR hanno dimostrato una ECso ancora piu
bassa, nell'intorno di 2,20 uM (Figura 3).

Questi risultati dimostrano che i due composti EFO e LERC non
possiedono un’attivita ceppo-specifica, ma soprattutto mantengono la loro
attivita anche contro un ceppo resistente al ganciclovir.

Test analoghi sono stati condotti parallelamente utilizzando un diverso
composto antagonista dei canali del calcio ovvero la manidipina. A questo
proposito, cellule HFF infettate dal ceppo di HCMV resistente al ganciclovir,
ossia il ceppo TR sono state trattate con manidipina a concentrazioni crescenti.
L’'ECs0 ottenuta somministrando una composizione comprendente tale
composto € maggiore di 25 yM, un valore circa 6 volte superiore rispetto al
valore ottenuto somministrando EFO o LERC.

Sono state anche testate composizioni comprendenti ganciclovir da solo
o in combinazione con EFO o LERC su ceppi di HCMV AD1609.

| risultati hanno confermato che la concentrazione usata di ganciclovir
riduce del 50% la replicazione virale. Composizioni comprendenti ganciclovir in
combinazione con EFO presentano una ECso pari a 1,3 pM (Figura 4).
Composizioni comprendenti ganciclovir in combinazione con LERC presentano
una ECso pari a 1,8 uM (Figura 5).

La riduzione significativa di ECso che si osserva somministrando una
composizione comprendente EFO o LERC in combinazione con ganciclovir
assume una rilevanza fondamentale in quanto I'associazione di composti che
agiscono con differenti meccanismi di azione permette di ottenere un’azione piu
efficace, di ridurre le dosi di ciascun farmaco, diminuendo quindi gli eventuali
effetti collaterali connessi alla terapia monofarmaco e soprattutto limitando lo
sviluppo di virus farmaco-resistenti che potrebbero condurre ad un inevitabile
fallimento terapeutico.

Per valutare la specificita dell’effetto antivirale dei composti attivi, essi
sono stati saggiati contro altri tre diversi virus a DNA (Adenovirus e HSV-1/2).
Cellule HFF (per Adenovirus) o VERO (per HSV-1/2) sono state pre-trattate con
concentrazioni crescenti dei composti e infettate con 60 PFU/pozzetto di
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ciascun virus. Anche per quanto riguarda linfezione da HSV1/2, leffetto
inibitorio dei composti in esame non & dovuto ad un effetto citotossico, in
quanto il test del’'MTT, valutato su cellule VERO dopo 3 giorni di trattamento,
ha dato un valore di CCso paragonabile a quello ottenuto sui fibroblasti umani.
Come nei casi precedenti, per controllo alcuni campioni sono stati infettati e
trattati con DMSO. L’analisi dei dati ottenuti ha dimostrato che EFO e LERC
non inibiscono la replicazione né dell’Adenovirus, né di HSV-1/2, confermando
la specificita della loro attivita antivirale nei confronti di HCMV.

Per la prima volta & stato pertanto dimostrato come due anti-ipertensivi
siano efficaci nel contrastare l'infezione di un ceppo di HCMV (TR) resistente al
ganciclovir (GCV), il principale farmaco utilizzato nella terapia antivirale contro
HCMV.

Il fatto che tali molecole siano in grado di impedire la replicazione di
HCMV é molto importante da un punto di vista clinico, poiché il TR & un vero
isolato clinico in grado di infettare le cellule endoteliali ed epiteliali sia in vitro,
che in vivo. Queste cellule hanno un ruolo essenziale nella patogenesi della
malattia, nella trasmissione inter-umana, e nella persistenza del virus nelluomo;
percid con il saggio PRA effettuato in vitro & stato simulato cid che
potenzialmente potrebbe succedere in vivo.

E’ importare osservare inoltre che altri composti calcio antagonisti quali
la manidipina non presentano I'efficacia dimostrata per i composti EFO e LERC
nei confronti del ceppo HCMV TR e che in taluni casi, ad esempio per il
composto lomerizina (1- [bis (4-fluorofenil)metil]-4-(2,3,4-trimetossi-benzil)-
piperazina dicloridrato) - anch’esso un calcio-antagonista, in grado di agire sui
canali voltaggio-dipendenti sia di tipo L sia di tipo T - non si osserva alcuna
attivita inibitoria sulla replicazione di HCMV.

Composizioni comprendenti composti bloccanti dei canali del calcio,
nello specifico almeno un composto selezionato tra efonidipina e lercanidipina
consentono pertanto di ottenere una efficacia inaspettata nei confronti di
infezioni virali da HCMV, anche resistenti al trattamento con farmaci inibitori
della DNA polimerasi.

-14 -



Questa evidenza risulta estremamente rilevante anche in considerazione
del fatto che ad oggi, peraltro in mancanza di un vaccino efficace, i farmaci di
elezione nel trattamento delle infezioni virali da HCMV sono proprio i composti
inibitori della DNA polimerasi virale che possono presentare, tuttavia, alcuni
svantaggi legati, ad esempio, a effetti collaterali, limitazioni nella
somministrazione, ma soprattutto l'induzione della comparsa di ceppi virali
resistenti (Ahmed, 2011).

Inoltre, l'infezione persistente e cronica di HCMV é associata ad un
aumento del rischio di sviluppare patologie vascolari (aterosclerosi e restenosi),
sia in soggetti immunocompetenti sia in soggetti trapiantati (Streblow et
al.,2008). Soprattutto per questo tipo di patologie, infatti, ci sono prove evidenti
che l'infezione da HCMV sia in grado di stimolare, in un’ampia gamma di tipi
cellulari diversi, una overespressione di citochine pro-infiammatorie (IL-6, TNF-
B e MCP-1) e di enzimi coinvolti nel sistema renina e angiotensina (Zhang et al.,
2011; Luganini et al., 2016) che inducono alla vasocostrizione e
conseguentemente al’aumento della pressione arteriosa.

Presentando un bersaglio terapeutico diverso da quello dei composti
inibitori della DNA polimerasi virale, efonidipina e lercanidipina possono
consentire un piu efficace contenimento dellimmunopatogenesi mediata dal
virus HCMV e della sua diffusione.

Il controllo dell'infezione da HCMV per limitare lo sviluppo di ipertensione
e aterosclerosi puo fornire pertanto una nuova strategia per prevenire e trattare
malattie cardiovascolari associate all'infezione da HCMV.

In virtu della loro duplice attivita, antivirale e antipertensiva, efonidipina e
lercanidipina presentano inoltre un vantaggio terapeutico per i soggetti HCMV-
sieropositivi a rischio di sviluppo di patologie vascolari in seguito a trapianto

d’organo.
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RIVENDICAZIONI

1. Composizione per l'uso nel trattamento di infezioni virali da
Citomegalovirus umano (HCMV) di un soggetto, la composizione
comprendendo almeno un bloccante dei canali del calcio selezionato tra
efonidipina e lercanidipina.

2. Composizione per l'uso secondo la rivendicazione 1, in cui la
composizione comprende efonidipina e lercanidipina.

3. Composizione per l'uso secondo la rivendicazione 1 o la
rivendicazione 2, in cui la composizione comprende efonidipina in una
concentrazione (peso/vol) compresa tra 1 e 25 ng/ml, preferibilmente tra 4 e 16
ng/ml.

4. Composizione per l'uso secondo una qualsiasi rivendicazione
precedente, in cui la composizione comprende lercanidipina in una
concentrazione (peso/vol) compresa tra 1 e 25 ng/ml, preferibilmente tra 4 e 16
ng/ml.

5. Composizione per l'uso secondo una qualsiasi rivendicazione
precedente, in cui la composizione comprende inoltre almeno un composto
selezionato tra ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet, preferibilmente
ganciclovir.

6. Composizione per l'uso secondo una qualsiasi rivendicazione
precedente, in cui dette infezioni virali sono resistenti al trattamento con almeno
un composto inibitore della DNA polimerasi virale.

7. Composizione per 'uso secondo la rivendicazione 6, in cui I'almeno
un composto inibitore della DNA polimerasi virale € selezionato nel gruppo
costituito da ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet.

8. Composizione per l'uso secondo una qualsiasi rivendicazione
precedente, in cui detto soggetto & un soggetto sottoposto a trapianto d’organo.

9. Composizione per l'uso secondo la rivendicazione 8, in cui detto
soggetto sottoposto a trapianto d’organo é affetto da ipertensione.

10. Composizione per l'uso secondo una qualsiasi rivendicazione
precedente, in cui detto soggetto non risponde alla terapia con almeno un
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composto inibitore della DNA polimerasi virale selezionato nel gruppo costituito

da ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet.
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RIASSUNTO
Composizione per l'uso nel trattamento di infezioni virali da HCMV

comprendente almeno un bloccante dei canali del calcio selezionato tra

efonidipina e lercanidipina.

=20 -



ECs =3,5% 0,5 uM
GCyo =126,5+2,1 pM

L) .-|“I-. L] T L]
(=] o (=] o (=] o
o 0 o < N
e

{o]jou02 e opadsyd %)
ayosoe|d ajjap auoizeuLio

ECgo = 3,5 + 0,05 uM
CCyo =339,7 £2,1 pM
[ J

e © © © o o
o -~} LT+ < (]

e

(o]j043u09 e opadsid %)
ayooe|d a||ap auoizew.aoS

100

100

Lercanidipina (uM)

Efonidipina (uM)

Figura 1

ECs =4,1%0,1 uM

T
o o (=] o o o
Q =] ©0 < N

“(o]1043u02 e opadsi %)
ayaooe|d a|jop suoIZew.oq

ECso = 4,1 % 0,02 uM

L} u- T ¥ L] ¥ L]

o o o o o o

m =] <o < N
(ojj043u02 |8 Op3adsit %)

ayooe|d ajjop auo|Zew.o

100

Lercanidipina (uM)

Efonidipina (uM)

Figura 2



-
[=
& ¢

[=1]
o

Formazione delle placche
[\
o

(% rispetto al controllo)
'S
o

100 1

80 -
60 -
40 -

20 4

Formazione delle placche
(% rispetto al controllo)

ECs =2,20 1,13 pM

T @ —@ LN B B i |
10 100

Efonidipina + Lercanidipina (uM)

EGg, =1,3 +0,07 uM

Figura 3

ECq =1,8£0,3 pM

40

N
(=]

Formazione delle placche
(% rispetto al controllo)

Efonidipina + Ganciclovir (uM)

Figura 4

0 oy
1 10

Lercanidipina + Ganciclovir (uM)

1
100

Figura 5

1
100



CLAIMS

1. Composition for use in the treatment of viral human cytomegalovirus
(HCMV) infections of a subject, the composition comprising at least one calcium
channel blocker selected from efonidipine and lercanidipine.

2. Composition for use according to claim 1, wherein the composition
comprises efonidipine and lercanidipine.

3. Composition for use according to claim 1 or claim 2, wherein the
composition comprises efonidipine in a concentration (w/v) between 1 and 25
ng/ml, preferably between 4 and 16 ng/ml.

4. Composition for use according any preceding claims, wherein the
composition comprises lercanidipine in a concentration (w/v) between 1 and 25
ng/ml, preferably between 4 and 16 ng/ml.

5. Composition for use according to any preceding claims, wherein the
composition further comprises at least one compound selected from ganciclovir,
valganciclovir, cidofovir, foscarnet, preferably ganciclovir.

6. A composition for use according to any preceding claims, wherein said
viral infections are resistant to the treatment with at least one viral DNA
polymerase inhibitor compound.

7. A composition for use according to claim 6, wherein the at least one
DNA polymerase inhibitor compound is selected from the group consisting of
ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet.

8. Composition for use according to any one of the previous claims,
wherein said subject is a transplant subject.

9. Composition for use according to claim 8, wherein said transplant
subject is affected by hypertension.

10. Composition for use according to any one of the previous claims,
wherein said subject is a subject unresponsive to the treatment with at least one
viral DNA polymerase inhibitor compound selected from the group consisting of

ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet.



