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1.  ABSTRACT 
 

Il mieloma multiplo rimane ampiamente incurabile per la sua capacità di acquisire 

resistenza a terapie antitumorali; è quindi fondamentale trovare nuove strategie 

terapeutiche sicure e tollerabili dall’organismo. Gli autori analizzano le potenzialità 

del virus herpes simplex HSV1716 (SEPREHVIR®), in grado di replicare 

preferibilmente in cellule trasformate. Linee cellulari di mieloma e cellule primarie 

ottenute da pazienti sono state infettate con HSV1716 per valutare il livello di morte 

cellulare con colorazione a ioduro di propidio (PI) e Annessina V, e tramite 

marcatori di apoptosi e autofagia sfruttando PCR quantitativa in Real Time. La 

morte cellulare è associata alla positività a PI e Annessina V, e all’elevata 

espressione di geni apoptotici. E’ stato osservato che terapie basate sulla 

combinazione di HSV1716 e Bortezomib prevengono la ricrescita di cellule di 

mieloma fino a 25 giorni dall’inizio del trattamento; a differenza invece di terapie 

unicamente a base di Bortezomib. L’efficacia virale è stata testata in modelli murini 

con xenotrapianto o singenici di mieloma. Dopo 6 o 7 giorni, i topi malati sono stati 

trattati per via endovenosa con HSV1716 o con soluzione fisiologica, utilizzata 

come controllo. Entrambi i modelli murini trattati con HSV1716 hanno presentato 

una crescita della massa tumorale significativamente ridotta rispetto ai controlli. In 

conclusione, HSV1716 ha potenti effetti antitumorali e potrebbe rappresentare una 

nuova terapia contro il mieloma multiplo. 
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2. STATO DELL’ARTE 
 

2.1  VIRUS ONCOLITICI 

I Virus Oncolitici (OV) sono una promettente classe emergente di immunoterapie 

antitumorali. Sfruttano l’abilità innata, o indotta mediante manipolazione genica, di 

alcuni virus replicazione-competenti di infettare e lisare selettivamente cellule 

neoplasiche, lasciando intatte quelle sane (Figura 1). Presentano un tollerabile 

profilo di sicurezza che non è presente in altre terapie contro le neoplasie maligne.  

I Virus Oncolitici possono essere selezionati sulla base della loro abilità innata di 

indurre morte cellulare immunogenica (ICD) in cellule tumorali; oppure possono 

essere geneticamente modificati per attivare selettività tumorale, promuovere 

competenza replicativa, limitare la patogenicità e aumentare l’immunità. Virus 

ingegnerizzati possono essere manipolati tramite delezione e modificazione di geni 

virali o, in virus con grandi genomi, possono essere inseriti transgeni eucariotici 

con lo scopo di aumentare l’immunità antitumorale.  

Sono presenti sia virus con genoma a DNA che a RNA dotati di attività oncolitica 

in cellule di mammifero; anche se in trial clinici sono stati utilizzati soprattutto i 

primi perché più studiati. Inoltre, i genomi di virus a DNA sono solitamente più 

grandi e hanno il vantaggio aggiuntivo di facilitare l’espressione di geni 

ricombinanti.  

L’unico virus oncolitico ad essere stato approvato e inserito in clinica è 

Tamlimogene laherparepvec (T-VEC), un virus dell’Herpes Simplex di tipo 1 

(HSV1) ingegnerizzato per replicare preferenzialmente in cellule tumorali e indurre 

risposte immunitarie antitumorali. Iniezioni intratumorali di T-VEC sono state 

analizzate in trial clinici con pazienti con melanoma accessibile e non resecabile; 

portando successivamente all’approvazione da parte della Food and Drug 

Adminstration (FDA) nel 2015 e dell’Agenzia Europea del Farmaco (EMA) nel 

2016. (Shalhout et al., 2023) 

Nonostante il successo di T-VEC, i trattamenti con virus oncolitici in tumori diversi 

dal melanoma, hanno dato limitati risultati clinici. Ci sono ancora moltissimi aspetti 

sull’utilizzo di questi virus che non sono del tutto chiari o conosciuti. Per ora infatti, 

la maggior parte della ricerca si focalizza sul trovare virus con un elevato profilo di 

sicurezza; studiare modalità per inserire il virus senza che questo venga eliminato 

dal sistema immunitario prima di raggiungere l’ambiente tumorale; capire quali 

sono i modelli in vitro migliori da utilizzare e come modificare geneticamente i 

virus in modo da sfruttare al massimo le loro potenzialità.   

Recenti studi si sono focalizzati su virus oncolitici basati su HSV1: è stato mostrato 

come questi possano infettare cellule di mieloma, indurre apoptosi, indurre oncolisi 

in linee cellulari e in campioni di pazienti, e ridurre tasso tumorale in modelli di 

xenotrapianto di mieloma sottocutaneo. (Reale et al., 2019). Nell’articolo che 

analizzerò, gli autori osservano l’azione di un HSV di tipo 1 modificato: HSV1716, 
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contro cellule di mieloma per capire le potenzialità del virus nel trattamento di 

questo tumore ematologico.  

 
Figura 1. Rappresentazione schematica della selettiva replicazione di virus 

oncolitici. 

 

2.2 MIELOMA MULTIPLO  
Il mieloma multiplo è un tumore ematico maligno caratterizzato dall’espansione 

clonale, nel midollo osseo, di linfociti B differenziati, conosciuti come 

plasmacellule. Viene definito multiplo perché coinvolge contemporaneamente 

diverse aree del corpo, quali ad esempio colonna vertebrale, bacino e coste.  

Il mieloma non forma una massa tumorale solida, ma si osserva l’aumento del 

numero di plasmacellule aberranti nel midollo osseo, che proliferando senza 

controllo, producono in grande quantità una forma di anticorpo non funzionante, 

detta Paraproteina, circolante nell’organismo e incapace di proteggere dalle 

infezioni.  

Le cellule di mieloma interferiscono con la corretta produzione di cellule del sangue 

riducendola drasticamente, questo può provocare: 

- Anemia per basso livello di eritrociti nel sangue; 

- Frequenti emorragie lievi: bassi quantitativi di piastrine nel sangue non 

sono in grado di controllare correttamente la coagulazione del sangue; 

- Vulnerabilità ad infezioni: il sistema immunitario si indebolisce poiché 

non vengono prodotti anticorpi funzionanti; 

- Aumento della viscosità dovuto ad un’eccessiva espressione di 

paraproteine da parte delle cellule tumorali.  

Ulteriori sintomi possono essere:  

- Danno osseo, poiché la presenza di cellule di mieloma accelera l’attività 

degli osteoclasti, portando alla degradazione del tessuto osseo. Poiché 

gli osteoblasti non riescono a generare il nuovo tessuto osseo, aumenta 

la probabilità di fratture; 
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- Ipercalcemia, dovuta ad un aumento del rilascio di calcio nel sangue a 

seguito della degradazione del tessuto osseo. 

Una rappresentazione schematica della patogenesi e dei sintomi del mieloma è 

riportata in Figura 2. 

 

 
 

Figura 2. Raffigurazione delle conseguenze sintomatiche di mieloma multiplo a 

confronto con la condizione fisiologica nel midollo sano. 

 

Non si è a conoscenza di una vera e propria causa che porta alla formazione di 

questo tipo di tumore; tuttavia si pensa possa esistere un collegamento con la 

Gammopatia Monoclonale di Incerto Significato (MGUS), che porta ad un eccesso 

di immunoglobuline anomale nel sangue. Nonostante il sostanziale aumento del 

tasso di sopravvivenza grazie all’introduzione di agenti anti mieloma più efficaci, 

la malattia solitamente ha delle recidive e diventa resistente ai trattamenti, portando 

a morte precoce il paziente.  

Per questo sono necessarie strategie per eliminare definitivamente il mieloma e 

prevenire recidive dopo la chemioterapia.  

Le terapie attuali tendono a mantenere sotto controllo il mieloma per alcuni anni, 

ma nella maggior parte dei casi non si è in grado di curarlo.  

I trattamenti più utilizzati sono:  

- Chemioterapia che utilizza farmaci che riducono le cellule tumorali, 

danneggiando però anche quelle sane; 

- Steroidi usati in supporto alla chemioterapia; 

- Talidomide, Lenalidomide e Pomalidomide, in supporto alla 

chemioterapia, però teratogeni e potenzialmente ipercoagulanti; 

- Trapianto di cellule staminali per permettere la ricrescita di cellule di 

midollo osseo, danneggiato sia dalla malattia che dalle terapie; 

Bortezomib. (da: The American Cancer Society., 2018) 
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2.3  HSV1716 

HSV1716 è un HSV1 modificato originato dal ceppo wild-type 17. Presenta 

delezioni in entrambe le copie del gene RL1, codificante per il fattore di virulenza 

ICP34.5. (Mondal et al., 2020). ICP34.5 si lega alla proteina fosfatasi 1 α cellulare 

attivando la sintesi proteica, e all’antigene nucleare di proliferazione cellulare 

PCNA, che assume funzione replicativa (He et al., 1997); senza ICP34.5, HSV1716 

non è in grado di replicare. Questo però non avviene nell’ambiente tumorale: PCNA 

è infatti attivato anche in assenza di ICP34.5, permettendo a HSV1716 di replicare 

all’interno delle cellule tumorali. Si pensa che in alcuni tipi cellulari l’assenza di 

ICP34.5 sia compensata da una proteina omologa, la cui sintesi è indotta 

dall’infezione di HSV all’interno della cellula. Questa proteina lega PCNA al posto 

di ICP34.5, permettendo al virus di replicare. (Brown et al., 1997) 

In aggiunta, oncogeni come RAS e MEK, presenti in alcune cellule tumorali, 

inibiscono il pathway della proteina chinasi attivata dall’RNA (PKR), impedendo 

il blocco della sintesi proteica indotto dall’infezione virale. Come suggerisce il 

nome, PKR è attivata da RNA a doppio filamento. Poiché la maggior parte dei virus 

sintetizzano dsRNA durante la loro replicazione o formano strutture a dsRNA, 

codificano per geni in grado di inibire l’attivazione della PKR. (He et al., 1997) 

Modelli in fase preclinica con HSV1716 utilizzato per il trattamento di gliomi, 

mostrano un tasso tumorale ridotto e una persistenza virale elevata; con 

replicazione virale osservata solamente in tessuti tumorali. Simili risultati sono stati 

osservati nel melanoma. 

Nell’articolo gli autori dimostrano, usando analisi in vitro, che: 

- HSV1716 è efficacie nell’indurre oncolisi sia in vitro in linee cellulari 

di mieloma, sia ex vivo in cellule di mieloma ottenute da pazienti 

primari; 

- Quando HSV1716 è associato a bortezomib previene la ricrescita di 

cellule di mieloma;  

- HSV1716 riduce significativamente il tasso tumorale in xenotrapianti 

sistemici e modelli murini singenici di mieloma 

2.4 BORTEZOMIB 
Conosciuto anche come VELCADE, è un farmaco che agisce in modo più selettivo 

rispetto alla chemioterapia. Legando la subunità del proteasoma 26S, inibisce 

reversibilmente il proteasoma bloccandone la funzione. (Sharma et al., 2022) Il 

proteasoma occupa un ruolo essenziale per l’omeostasi delle cellule; è coinvolto 

nella degradazione ubiquitino-mediata di proteine danneggiate o estranee. Agisce 

in numerosi processi cellulari tra cui turnover, controllo qualità delle proteine, ciclo 

cellulare e apoptosi, trascrizione e vie di segnale cellulare, risposta immunitaria, 

presentazione antigenica, infiammazione e sviluppo. Inibendo il proteasoma si 

provoca un aumento delle proteine danneggiate e estranee all’interno della cellula; 

questo attiva il meccanismo di morte cellulare programmata. (Einsele H., 2010) 
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Bortezomib è molto efficacie contro le cellule di mieloma che sono fortemente 

dipendenti dall’azione del proteasoma. Infatti per proliferare, le cellule tumorali 

necessitano dell’inibizione di pathways proapoptotici. 

Le cellule di mieloma sono più sensibili al trattamento poiché producono molte più 

proteine rispetto alle cellule sane. Si dice quindi che il trattamento con Bortezomib 

è selettivo nei confronti delle cellule di mieloma. (Sharma et al., 2022) 
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3. APPROCCIO SPERIMENTALE 

 

3.1 CELLULE 

Di seguito sono elencate le diverse linee cellulari che vengono usate negli 

esperimenti presentati nell’articolo  

- JJN-3: linea di cellule che sono state ricavate dal midollo osseo di una donna di 

57 anni con leucemia delle plasmacellule (IgA1kappa) in una diagnosi del 1987; 

questa linea cellulare è un subclone della linea parentale JJN-1. Hanno una 

morfologia tondeggiante e crescono in sospensione sia come cellule singole sia 

come cellule multinucleate. Sono state usate per verificare la capacità di infezione 

di HSV1716 delle cellule tumorali, per verificare il livello di oncolisi cellulare in 

seguito ad infezione con HSV1716, per osservare l’espressione di geni di HSV1716 

in cellule tumorali, per valutare il livello di apoptosi in seguito a infezione con 

HSV1716, e per creare un modello di xenotrapianto in topi NSG.  

- OPM-2: linea di cellule estratte da sangue periferico di una donna di 56 anni con 

myeloma multiplo (IgG lambda) in fase leucemica recidiva nel 1982. Sono cellule 

che crescono in sospensione a singola cellula, con forma tondeggiante o poligonale. 

Sono state usate per per osservare il livello di oncolisi cellulare in seguito ad 

infezione con HSV1716. 

- U266: linea cellulare ricavata da sangue periferico di un uomo di 53 anni con 

myeloma secernente IgE recidivo nel 1968. Hanno morfologia tondeggiante o 

poligonale, crescono in sospensione a singola cellula o in gruppi. Sono state usate 

per verificare la capacità di infezione di HSV1716 delle cellule tumorali, per 

osservare il livello di oncolisi cellulare in seguito ad infezione con HSV1716. 

- RPMI8266: linea cellulare di linfociti B isolate nel 1966 da sangue periferico di 

un uomo di 61 anni malato di plasmacitoma. La maggior parte delle cellule cresce 

singolarmente in sospensione, ma possono anche crescere in adesione. Sono state 

usate per per osservare il livello di oncolisi cellulare in seguito ad infezione con 

HSV1716. 

- 5TGM11: linea cellulare di mieloma multiplo sviluppatosi spontaneamente in topi 

C57BL/KaLwRij, ed è stata propagata con passaggi seriali in topi singenici per 

stabilizzare la linea cellulare. Sono state fatte crescere in sospensione. Sono state 

usate per verificare il livello di oncolisi cellulare in seguito ad infezione con 

HSV1716, e per creare un modello di topo singenico di mieloma in topi 

C57BL/6KalWRij. 

- LINFOCITI PRIMARI: queste cellule sono state usate per verificare il livello di 

oncolisi cellulare in seguito ad infezione con HSV1716. Sono state estratte da 

campioni di sangue di pazienti con tecnica di separazione Ficoll. Questa tecnica 

permette di suddividere un campione di sangue periferico nei suoi componenti e 

quindi isolare il tipo di leucocita interessato, in questo caso i linfociti primari.  

- CELLULE CD138-  e CD138+: sono cellule contenenti o meno la proteina 

CD138. Questa proteina è presente sulle plasmacellule nel midollo osseo e in alcune 
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cellule epiteliali, ed è utile per diagnosticare la presenza di neoplasie sulle 

plasmacellule. Queste cellule sono state usate per verificare il livello di oncolisi 

cellulare in seguito ad infezione con HSV1716. Sono state prelevate da estratti di 

midollo osseo ottenuti sia da pazienti con mieloma e con leucemia delle 

plasmacellule, e sia da individui sani. Sono state isolate con separazione magnetica 

(MACS) con microsfere CD138+. MACS è una tecnica di separazione 

comunemente usata per isolare diversi tipi di cellule in base alla loro 

differenziazione. Sfrutta anticorpi, enzimi, lectine o streptavidine legate a sfere 

magnetiche, che vengono successivamente associate a cellule target. Le cellule 

marcate con le sfere magnetiche sono posizionate all’interno di un campo 

magnetico che le polarizza. Le cellule così polarizzate sono poi estratte per 

eluzione, mentre quelle non polarizzate sono lavate via. 

3.2 CEPPI VIRALI E INFEZIONE DELLE CELLULE TARGET 

- HSV1716-GFP: è un HSV1716 modificato, a cui è stata aggiunta la proteina 

reporter Green Flourescent Protein (GFP) all’interno del gene RL1 che è controllato 

dal promotore della fosfoglicerato chinasi. Se il virus replica, la GFP viene 

sintetizzata e esprime una fluorescenza verde. La fluorescenza è usata come 

indicatore di replicazione del virus all’interno delle cellule. Per valutare l’infezione 

di HSV1716-GFP le cellule sono state colorate con TO-PRO-3, colorante con 

fluorescenza rossa che è in grado di permeare solamente all’interno di cellule morte. 

GFP è stato osservato in cellule vitali TO-PRO-3 negative, usando citometria a 

flusso.  

 

Di seguito sono riportate e discusse le principali tecniche e metodi utilizzati dagli 

Autori nell’articolo oggetto di questa tesi. 

3.3 ANALISI STR  

Dagli autori sono state utilizzate diverse linee cellulari di mieloma multiplo per 

poter effettuare diverse valutazioni sperimentali. Sono state usate le linee cellulari: 

JJN-3, OPM-2, U266, RPMI-8226, 5TGM1; tutte quante mantenute in terreno 

RPMI. Per verificare la loro identità sono state fatte delle analisi Short Tandem 

Repeats (STR). Gli STR, detti anche microsatelliti, sono delle corte regioni 

altamente polimorfe ripetute (dalle 3 alle 80 ripetizioni) nel DNA. La loro presenza 

è dovuta ad uno scivolamento della polimerasi durante la replicazione, questo 

aumenta o diminuisce il numero di ripetizioni di una certa sequenza. Sono regioni 

sufficientemente brevi da poter essere amplificate per PCR anche in presenza di 

DNA parzialmente degradato. Poiché le sequenze fiancheggianti un determinato 

microsatellite sono conservate, conoscendo le sequenze è possibile sintetizzare 

primer per l’amplificazione selettiva di singoli loci STR. L’amplificazione darà 

origine a due bande se l’individuo è eterozigote, o ad un’unica banda se è 

omozigote. Associando un segnale fluorescente ad uno o entrambi i primer prima 

di eseguire la PCR, una volta ottenuto il prodotto di PCR e caricato in un sistema 

di elettoforesi capillare su gel di poliacrilammide, un rilevatore di fluorescenza è in 

grado di captare il segnale e restituirci i risultati.  
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Può essere ampliata l’analisi, amplificando nella stessa reazione più microsatelliti 

contemporaneamente tramite multiplex pcr, analizzando così più loci. Conoscendo 

gli STR delle diverse linee cellulari è possibile creare un profilo unico del DNA che 

può essere confrontato con le cellule di interesse, per accertarne l’identità. 

3.4 CITOMETRIA A FLUSSO 

Citometria a flusso è una tecnologia che si occupa di effettuare veloci analisi di 

singole cellule o particelle mentre scorrono sospese in soluzione salina attraverso 

laser singoli o multipli. Ogni particella è analizzata per capacità di disperdere la 

luce visibile, e per uno o più parametri di fluorescenza. La dispersione della luce 

visibile è misurata in due diverse direzioni: in avanti (forward scatter o FSC) che 

indica la dimensione relativa della cellula, e a 90 gradi (side scatter o SSC) che 

indica complessità o granulosità della cellula. La luce dispersa è indipendente dalla 

fluorescenza. I campioni sono preparati per misurare la fluorescenza attraverso la 

trasfezione e espressione di proteine fluorescenti (GFP), colorazione con coloranti 

fluorescenti (PI, DNA) o colorazione con anticorpi legati a fluorocromi (CD3 

FITC). In base ai risultati ottenuti si possono comprendere caratteristiche della 

cellula osservata. 

La citometria a flusso è uno strumento potente che ha applicazioni in immunologia, 

biologia molecolare, batteriologia, virologia, biologia del cancro e il monitoraggio 

di malattie infettive. Permette la caratterizzazione simultanea di diverse popolazioni 

di cellule che possono essere dissociate in cellule singole. Ha visto importanti 

miglioramenti durante gli ultimi 30 anni, permettendo la realizzazione di studi 

dettagliati sul sistema immunitario e altre aree di biologia cellulare. 

La parte conclusiva di un esperimento con citometria a flusso è l’analisi dati. Si usa 

il tradizionale diagramma a due parametri oppure nuovi algoritmi per analisi di 

cluster di dati come PCA, SPADE e Tsne che permettono una più efficacie ricerca 

sui dati per estrarre informazioni precise in modo immediato. (McKinnon KM., 

2018) 

Nell’articolo questa tecnica viene utilizzata per: 

- Verificare l’infezione con HSV1716, con inserito all’interno del gene 

RL1 la proteina fluorescente GFP. Le cellule nelle quali è avvenuta 

correttamente l’infezione, emettono fluorescenza verde per la presenza 

della GFP. 

- Valutare il tasso di tumorigenicità nel modello di xenotrapianto JJN-3 

murino. 

- Verificare l’oncolisi cellulare; la citometria a flusso è associata alla 

colorazione con PI.  

- Verificare l’apoptosi cellulare; la citometria a flusso è associata alla 

colorazione con PI e annesina V. 

3.5 COLORAZIONI 
3.5.1 Con Ioduro di propidio  

Lo ioduro di propidio (PI) è un noto colorante fluorescente rosso di contrasto 

cromosomico e nucleare. Poiché non è in grado di permeare in cellule vive, è 
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comunemente usato per riconoscere cellule morte all’interno di una popolazione, è 

infatti in grado di legare solo DNA a doppio filamento di cellule morte che 

presentano la membrana frammentata.  

PI si lega al DNA intercalandosi tra le basi azotate con poca o nessuna preferenza 

di sequenze. In soluzione acquosa, il colorante ha un eccitazione/emissione 

massima di 493/636 nm. Quando è legato al DNA si ha uno spostamento del livello 

di eccitazione/emissione verso massimi di 540/640 nm.   

La colorazione con PI, associato a citometro a flusso, viene usata dagli autori per: 

- Valutare la vitalità cellulare a seguito di trattamento con HSV1716 e 

Bortezomib. 

- Valutare l’apoptosi cellulare  

3.5.2 Con Annessina V 

Coniugati fluorescenti di Annessina V sono comunemente utilizzati per identificare 

cellule apoptotiche. L’Annessina V è un’anticoagulante vascolare umano di 35-36 

kDa ed è una proteina che lega fosfolipidi calcio dipendenti con elevata affinità per 

il fosfolipide anionico Fosfatidilserina (PS). In cellule sane, PS è localizzata sul lato 

citoplasmatico della membrana plasmatica. Tuttavia, durante l’apoptosi, la 

membrana plasmatica va incontro a cambiamenti strutturali che includono anche la 

traslocazione della PS dallo strato interno a quello esterno della membrana. Lo 

spostamento della PS marca la cellula per il riconoscimento e la fagocitosi da parte 

di macrofagi.  

È solitamente associata alla citometria a flusso per valutare il tasso di apoptosi 

all’interno di una popolazione cellulare, come è stato fatto nell’articolo trattato.  

3.5.3 Con Ematossilina e Eosina 

Colorazione con ematossilina e eosina è stata e continua ad essere essenziale per il 

riconoscimento di diversi tipologie tissutali e i cambiamenti morfologici che 

formano la base delle attuali diagnosi sul cancro. La colorazione funziona molto 

bene con un gran numero di fissanti e mostra una grande varietà di caratteristiche 

citoplasmatiche, nucleari e della matrice extracellulare. L’ematossilina ha un colore 

blu-violetto e evidenzia gli acidi nucleici. Mentre l’eosina è rosa e colora proteine 

in maniera non specifica. In un tipico tessuto, i nuclei sono colorati di blu, mentre 

il nucleolo, il citoplasma e la membrana extracellulare presentano diverse 

gradazioni di rosa. Cellule correttamente fissate mostrano evidenti dettagli 

intranucleari: si riesce a distinguere il livello di condensazione dell’eterocromatina 

(colorato con ematossilina); vengono evidenziati i poliribosomi che si presentano 

di colore blu; si può identificare il golgi in una zona priva di colorazione vicina al 

nucleo. Dunque la colorazione permette di ottenere notevoli informazioni strutturali 

legate a specifiche implicazioni funzionali.  

Un limite della colorazione a ematossilina è la sua incompatibilità con 

l’immunofluorescenza. Ematossilina, senza eosina, è utile come colorante di 

contrasto per molte procedure immunoistochimiche o di ibridazione che usano 

substrati colorimetrici. (Fischer et al., 2008) 
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Nell’articolo questo tipo di colorazione viene usata per analizzare il tasso tumorale 

grazie all’osservazione della morfologia cellulare di sezioni di tibia del modello 

murino singenico 5TGM11.  

3.6 PCR QUANTITATIVA 

Retrotrascrivendo una molecola di RNA, il filamento di cDNA prodotto può essere 

utilizzato come stampo in una reazione di amplificazione. È possibile monitorare 

ciclo per ciclo la quantità di amplicone prodotto nella miscela di reazione 

osservando un cambiamento di fluorescenza legato alla produzione dell’amplicone 

stesso. Questa tecnica è detta real time pcr oppure quantitative pcr. La misura di 

fluorescenza avviene ciclo di PCR dopo ciclo e non alla fine del processo di 

amplificazione. Il punto chiave è che è possibile stabilire una correlazione tra il 

numero di cicli di amplificazione necessari affinchè diventi rilevabile il prodotto di 

PCR (detto threshold cycle or CT) e la quantità di templato presente all’inizio nel 

campione. In questo modo è possibile determinare la quantità assoluta di un certo 

templato o il rapporto di quantità tra templati differenti (quindi per esempio stabilire 

il livello di espressione di un certo trascritto in diversi campioni). 

Esistono due metodi di real time PCR: 

- Tramite l’utilizzo di una sostanza fluorescente (SYBR green) che 

quando si lega selettivamente al DNA a doppia elica diventa 

fluorescente. All’aumentare del DNA aumenta anche l’intensità della 

fluorescenza percepita dalla macchina.  

- Tramite l’uso di sonde che recano dei reporter fluorescenti: si basa sul 

processo di fluorescence resonant energy transfer (FRET), e avviene 

quando uno dei due fluorofori in stretta prossimità (reporter) emette 

fluorescenza che può essere assorbita ed eccita un secondo fluoroforo 

(quencher). Solitamente vengono usate sonde Taqman: formate da due 

molecole, una con funzione di reporter e l’altra di quencher, quando le 

molecole sono in prossimità il quencher è in grado di assorbile la 

fluorescenza emessa dal reporter. Quando la sonda viene rotta 

dall’attività 5’-3’ della Taq polimerasi, si annulla la prossimità delle due 

molecole permettendo l’emissione di fluorescenza che viene rilevata. 

Un aumento del prodotto determina aumento proporzionale della 

fluorescenza.  

Negli esperimenti effettuati dagli autori vengono utilizzati entrambi i metodi per 

valutare i livelli di espressione di diversi geni apoptotici a seguito dell’infezione 

con HSV1716.  
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4. RISULTATI  
 

I principali Risultati ottenuti nel lavoro oggetto di questa tesi possono essere così 

schematizzati: 

4.1 HSV1716 INDUCE MORTE CELLULARE IN LINEE 

CELLULARI DI MIELOMA UMANO E CAMPIONI PRIMARI 

DI PAZIENTI. 

Le linee cellulari JJN-3 e U266 sono state infettate con HSV1716-GFP ad una 

molteplicità di infezione (MOI) di 0.5 e 5 unità formanti placca (PFU) per cellula. 

Dopo 24, 48, e 72 ore, l’espressione della proteina reporter green fluorescent protein 

(GFP) codificata dal virus (si veda paragrafo 2.2 della sezione Approccio 

Sperimentale) è stata valutata attraverso la tecnica della citometria a flusso. Già 

dopo 24 ore le cellule JJN-3 e U266 hanno mostrato un’espressione significativa di 

GFP, dimostrando la suscettibilità delle cellule di mieloma all’infezione di 

HSV1716. L’infezione con HSV1716 (MOI 5) nelle due linee cellulari ha portato 

ad una notevole diminuzione del numero di cellule alle 48 e alle 72 ore di infezione 

rispetto ai controlli. (Si veda Figura 1a sopra, destra e sinistra del lavoro in 

allegato). 

Successivamente le cellule JJN-3 sono state infettate con crescenti concentrazioni 

di HSV1716 utilizzando il range di MOI 0.5-100. Si è visto che dopo 4, 5, e 6 giorni 

di infezione, il numero di cellule era significativamente inferiore rispetto ai 

controlli. (Si veda Figura 1b destra e sinistra del lavoro in allegato). 

HSV1716 (MOI 5) ha ridotto la vitalità cellulare in cellule JJN-3, RPMI-8226, 

U266, e OPM-2, e questo è stato ulteriormente dimostrato da un aumento delle 

cellule positive alla colorazione con Ioduro di Propidio dopo 4 giorni rispetto ai 

controlli. (Si veda Figura 1c del lavoro in allegato). 

Gli autori hanno anche eseguito un controllo per confermare l’espressione di geni 

di HSV1716 in cellule di mieloma: hanno osservato come variava la produzione del 

gene virale transattivatore ICP0 e il gene della replicazione ICP8, in cellule JJN-3 

infettate con HSV1716. È stato estratto l’RNA totale e analizzato tramite RT-qPCR 

per determinare la presenza e il livello di espressione di questi geni. Come previsto, 

l’infezione con HSV1716 ha aumentato l’espressione di entrambi i geni dopo 8, 16, 

e 24 ore, quando confrontato con le cellule di controllo, dimostrando l’avvenuta 

trascrizione virale. (Si veda Figura 1d destra e sinistra del lavoro in allegato). 

Per accertarsi che HSV1716 non fosse tossico nei confronti di cellule sane, linfociti 

primari e campioni di midollo osseo (frazioni CD138- CD138+) di donatori sani 

sono state infettati con HSV1716 (MOI 0.5-5). La vitalità cellulare è stata osservata 

con citometria a flusso a 4, 5, e 6 giorni dopo l’infezione. Non è stata osservata 

differenza nella positività al PI tra le cellule controllo e quelle infettate con 

HSV1716, dimostrando che l’uso di HSV1716 non causa alcun tipo di danno su 

cellule sane. (Si veda Figura 1e destra e sinistra del lavoro in allegato). 
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Successivamente, sono stati studiati gli effetti di HSV1716 su cellule CD138+ 

primarie di mieloma isolate da estratti di midollo osseo (MM) o cellule del plasma 

in pazienti con leucemia (PCL). Le cellule sono state trattate con HSV1716 (MOI 

5) e dopo 4 giorni la vitalità è stata osservata con citometria a flusso usando 

colorazione con PI. Il trattamento con HSV1716 (moi 5) su cellule CD138+ e PCL 

ha provocato un significativo aumento della morte cellulare quando confrontate con 

i controlli. C’è stata una importante variazione nelle percentuali di positività al PI 

rispetto alle cellule di controllo non trattate. Per esempio, nelle cellule di mieloma, 

questi andavano da un livello minimo di 8,7% ad un massimo di 58,9%. Tuttavia, 

indipendentemente dal livello basale di morte cellulare, la positività a PI è 

sostanzialmente aumentata in seguito a terapia virale. Il livello di fold change in 

pazienti con mieloma, tra il controllo e cellule trattate con HSV1716, era di 2,7. (Si 

veda Figura 1f del lavoro in allegato). 

Per determinare se le cellule fossero in grado di riprendersi dopo una infezione a 

lungo termine con HSV1716, le cellule JJN-3 sono state infettate con HSV1716 ad 

una MOI di 5 e il numero di cellule è stato valutato a 4, 11, 18 e 25 giorni dopo 

infezione. Ad ogni time point, le cellule infettate con virus presentavano un numero 

di cellule inferiore rispetto alle cellule di controllo, ma sono diminuite 

significativamente soprattutto tra il 18 e 25 giorno. Questo risultato evidenzia 

l’incapacità delle cellule infettate di riprendersi a seguito di trattamenti duraturi. (Si 

veda Figura 1g del lavoro in allegato). 

In ambito clinico, HSV1716 molto probabilmente non verrà usato in monoterapia, 

ma potrebbe essere usato in coniugazione con terapie standard come Bortezomib. 

Per questo, al giorno 0 le cellule JJN-3 sono state trattate con Bortezomib (2.5nM), 

e dopo 2 e 4 giorni si è osservata la vitalità cellulare. Le cellule sono state poi divise 

in due gruppi: in uno erano trattate con Bortezomib e PBS; nell’altro con 

Bortezomib associato a HSV1716 (MOI 5). Le cellule trattate unicamente con 

Bortezomib si sono riprese: la vitalità è ritornata a livelli osservati in cellule di 

controllo. Invece quando Bortezomib è stato associato a HSV1716, la crescita 

cellulare è stata impedita, e le cellule sono rimaste ad un livello del 90% di positività 

al PI tra gli 11 e i 25 giorni, indicando come le cellule tumorali non siano in grado 

di sopravvivere in seguito a trattamento con HSV1716 e Bortezomib. (Si veda 

Figura 1h del lavoro in allegato). 

4.2 HSV1716 INDUCE MORTE CELLULARE ATTRAVERSO 

APOPTOSI 

Per determinare come i virus oncolitici inducano morte cellulare, cellule di mieloma 

infettate con HSV1716 sono state analizzate con qPCR e citometria a flusso. 

L’infezione con HSV1716 (MOI 5) ha indotto, dopo 24 ore, un significativo 

aumento del numero di cellule necrotiche, positive alla duale colorazione con 

Annessina v e PI in citometria a flusso. Questo risultato è stato confermato da una 

significativa riduzione del numero di cellule sane.  

Per valutare il livello di apoptosi, è stata misurata l’espressione di FASL e BCL2. 

A seguito dell’infezione con HSV1716, è aumentata l’espressione di FASL del 
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6601-fold increase dopo 24 ore. Non è invece stata riscontrata alcuna differenza nel 

gene anti apoptotico BCL2.  

Per analizzare ulteriormente l’apoptosi, è stato creato un microarray dei geni che 

agiscono durante il meccanismo di morte cellulare, che mostra un notevole aumento 

di espressione di 25 geni pro apoptotici, tra cui CASP9, CASP8, CASP1, BAX, e 

BID. Per questo motivo HSV1716 potrebbe utilizzare la via apoptotica per indurre 

morte in cellule di mieloma. (Si veda Figura 2 del lavoro in allegato). 

4.3 TERAPIA A VIRUS ONCOLITICI RIDUCE IL CARICO 

TUMORALE IN MODELLI MURINI DI MIELOMA 

Gli autori hanno voluto determinare l’impatto del trattamento con HSV1716 in 

modelli murini preclinici. Per testare l’efficacia di HSV1716 sono stati usati 2 

modelli in vivo di mieloma (topo con xenotrapianto di JJN-3 e topo singenico con 

5TGM11). In entrambi, i topi sono stati trattati sistemicamente con HSV1716 a 

1*10^7 PFU. Al giorno 12, i topi con tumori di xenotrapianto JJN-3 sono stati 

sacrificati e il midollo osseo è stato estratto da femori murini. Il carico tumorale è 

stato osservato con citometria a flusso con colorazione HLA: il topo JJN-3 di 

controllo ha presentato un tasso tumorale di 41.78 ± 0.97%, mentre il topo trattato 

con HSV1716 ha avuto risultato notevolmente inferiori, di 20.73 ± 5.11%. Le 

sezioni di midollo osseo della tibia sono state analizzate con Immunoistochimica 

per vedere la presenza di particelle virali di HSV. Le tibie di animali trattati con 

HSV1716 erano positive per HSV1716, mentre animali trattati con PBS erano 

negativi. (Si veda Figura 3a, 3b destra e sinistra, 3e del lavoro in allegato). 

Per determinare la localizzazione dell’infezione virale, sono state ottenute 

immagini delle tibie trattate con HVS1716. L’analisi ha dimostrato che particelle 

virali di HSV sono state rilevate solo in regioni di midollo osseo originate da cellule 

di mieloma JJN-3. Poiché il mieloma provoca malattie ossee, gli autori hanno 

analizzato se il trattamento con HSV1716 alterasse i parametri di osso trabecolare, 

rispetto a cellule di mieloma non infettate. I topi trattati con HSV1716 hanno 

presentato un volume trabecolare nettamente maggiore rispetto ai topi trattati con 

PBS; c’è stato un trend dell’aumento dello spessore trabecolare, ma non ha 

raggiunto un livello significativo. Inoltre, è stato osservato se ci fossero 

cambiamenti riguardo il rimodellamento osseo. Misure di istomorfometria hanno 

rivelato la presenza di un trend dell’aumento degli osteoblasti e riduzione degli 

osteoclasti, ma nemmeno questo ha raggiunto un livello di significatività. (Si veda 

Figura 3c destra e sinistra, 3d destra e sinistra del lavoro in allegato).  

È stata poi testata l’efficacia di HSV1716 in vitro in cellule 5TGM11. Le cellule 

sono state infettate (MOI 5) e la vitalità è stata osservata dopo 4 e 7 giorni. In 

contrasto con le linee di cellule di mieloma umano, non c’è stata differenza nella 

positività a PI dopo 4 giorni. Tuttavia, dopo 7 giorni, la positività a PI delle cellule 

trattate era significativamente maggiore rispetto ai controlli. Topi con 5TGM11 in 

vivo sono stati trattati con HSV1716 o PBS e la loro tumorigenicità è stata 

analizzata istologicamente a seguito di una colorazione a ematossilina e eosina delle 

tibie. I topi trattati con il virus hanno mostrato riduzioni significative del tasso 
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tumorale (28.36 ± 7.46%) rispetto ai topi trattati con il vettore di controllo (77.94 ± 

5.43%). Successivamente è stato analizzato il livello di danno osseo dato dal 

mieloma tramite micro-CT. Si è notato un trend dell’aumento del volume osseo 

trabecolare. Tuttavia, era molto meno pronunciato rispetto a quello nel modello di 

xenotrapianto e non ha raggiunto la significatività; risultati simili sono stati ottenuti 

per il valore trabecolare. (Si veda Figura 3f destra e sinistra, 3g del lavoro in 

allegato). 
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5. DISCUSSIONE 

 
Numerose pubblicazioni hanno dimostrato l’efficacia di HSV1716 in diverse 

tipologie di tumori, con dati dimostranti l’efficienza preclinica di HSV modificati 

contro mieloma. Nell’articolo trattato è stato osservato il forte impatto di HSV1716 

in 4 linee cellulari di mieloma umano diverse. Il virus ha provocato un aumento 

della morte cellulare del 50-80% rispetto ai controlli non infettati, grazie alla rapida 

transattivazione del genoma virale (es. geni ICP0 e ICP8) e all’alto tasso di lisi 

cellulare. Ha dimostrato specificità nel replicare e lisare unicamente cellule 

tumorali senza danneggiare cellule sane di midollo osseo, e capacità di impedire 

ricrescita cellulare e recidività tumorale fino a 25 giorni dopo l’infezione se 

combinato con trattamenti standard a base di Bortezomib. 

Gli autori hanno osservato il metodo grazie al quale HSV1716 induce morte 

cellulare. L’articolo dimostra come meccanismi di morte cellulare inducano 

l’attivazione di geni pro-apoptotici come FASL e CASP1/8 e 9. Vista la rapida 

induzione di morte cellulare, circa 24-48 ore dopo l’infezione, è molto probabile 

che in cellule di mieloma, HSV1716 sfrutti il meccanismo dell’apoptosi. Precedenti 

pubblicazioni infatti, suggeriscono che l’apoptosi indotta da HSV avvenga più 

velocemente rispetto altri meccanismi, quale per esempio morte tramite rottura 

cellulare che richiede circa 60-70 ore.  

L’efficacia della terapia virale è stata riscontrata anche in modelli murini di 

mieloma. L’iniezione sistemica di HSV1716 in modello con xenotrapianto è 

risultata in una riduzione del 50% del mieloma, e nel modello immuno-competente 

5TGM11, in una riduzione del 63.6%. La diminuzione del livello di tumorigenicità 

ha avuto effetti pronunciati nel prevenire in vivo malattie ossee indotte dal mieloma 

nel modello di xenotrapianto, mentre in quello singenico erano meno pronunciati e 

non significativi. È però difficile comparare queste scoperte con precedenti 

pubblicazioni: la maggior parte ha usato unicamente modelli subcutanei di mieloma 

con iniezioni intratumorali. Tuttavia ci sono alcune pubblicazioni che trattano 

dell’efficacia di altre tipologie di virus oncolitici in modelli murini sistemici di 

mieloma con risultati simili a quelli dell’articolo.  

Tutti i dati raccolti evidenziano l’elevato potenziale di HSV1716 come trattamento 

anti mieloma sia per la sua elevata specificità replicativa che garantisce un elevato 

profilo di sicurezza per le cellule sane dell’organismo, sia per la sua capacità di 

impedire recidive se combinato a terapie convenzionali. Questo articolo, inoltre, 

dimostra come virus oncolitici possano essere utilizzati per via endovenosa nel 

trattamento di tumori ematici, e non unicamente per via intratumorale nella cura di 

tumori solidi. Sfortunatamente però i virus oncolitici non sono ancora stati utilizzati 

al massimo delle loro potenzialità e sono numerosi gli aspetti ancora sconosciuti di 

questi trattamenti. Si stanno tutt’ora studiando metodi per: aumentare il delivery 

virale verso cellule di mieloma nel midollo osseo, e accertare se con HSV1716 

l’eliminazione del mieloma residuo sia possibile in seguito a chemioterapia.  
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