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1. ABSTRACT

Il mieloma multiplo rimane ampiamente incurabile per la sua capacita di acquisire
resistenza a terapie antitumorali; ¢ quindi fondamentale trovare nuove strategie
terapeutiche sicure e tollerabili dall’organismo. Gli autori analizzano le potenzialita
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 ¢ associata alla positivita 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 ¢ stata testata in modelli murini
con xenotrapianto o singenici di mieloma. Dopo 6 o 7 giorni, 1 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.






2. STATO DELL’ARTE

2.1 VIRUS ONCOLITICI

I Virus Oncolitici (OV) sono una promettente classe emergente di immunoterapie
antitumorali. Sfruttano 1’abilita 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 ¢ presente in altre terapie contro le neoplasie maligne.
I Virus Oncolitici possono essere selezionati sulla base della loro abilita innata di
indurre morte cellulare immunogenica (ICD) in cellule tumorali; oppure possono
essere geneticamente modificati per attivare selettivitd tumorale, promuovere
competenza replicativa, limitare la patogenicita e aumentare I’immunita. 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 I’immunita antitumorale.

Sono presenti sia virus con genoma a DNA che a RNA dotati di attivita oncolitica
in cellule di mammifero; anche se in trial clinici sono stati utilizzati soprattutto i
primi perché piu studiati. Inoltre, i genomi di virus a DNA sono solitamente piu
grandi e hanno il vantaggio aggiuntivo di facilitare D’espressione di geni
ricombinanti.

L’unico virus oncolitico ad essere stato approvato e inserito in clinica ¢
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 modalita per inserire il virus senza che questo venga eliminato
dal sistema immunitario prima di raggiungere 1’ambiente tumorale; capire quali
sono 1 modelli in vitro migliori da utilizzare e come modificare geneticamente i
virus in modo da sfruttare al massimo le loro potenzialita.

Recenti studi si sono focalizzati su virus oncolitici basati su HSV1: € 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
analizzero, gli autori osservano I’azione di un HSV di tipo 1 modificato: HSV1716,



contro cellule di mieloma per capire le potenzialita del virus nel trattamento di
questo tumore ematologico.
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Figura 1. Rappresentazione schematica della selettiva replicazione di virus
oncolitici.

2.2 MIELOMA MULTIPLO

Il mieloma multiplo ¢ 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 micloma non forma una massa tumorale solida, ma si osserva 1’aumento del
numero di plasmacellule aberranti nel midollo osseo, che proliferando senza
controllo, producono in grande quantita 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 puo 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;

- Vulnerabilita ad infezioni: il sistema immunitario si indebolisce poiché
non vengono prodotti anticorpi funzionanti;

- Aumento della viscosita dovuto ad un’eccessiva espressione di
paraproteine da parte delle cellule tumorali.

Ulteriori sintomi possono essere:

- Danno osseo, poich¢ la presenza di cellule di mieloma accelera I’attivita
degli osteoclasti, portando alla degradazione del tessuto osseo. Poiché
gli osteoblasti non riescono a generare il nuovo tessuto osseo, aumenta
la probabilita di fratture;



- 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 ¢
riportata in Figura 2.
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Figura 2. Raffigurazione delle conseguenze sintomatiche di mieloma multiplo a
confronto con la condizione fisiologica nel midollo sano.

Non si ¢ 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 piu 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 € in grado di curarlo.
I trattamenti piu utilizzati sono:
- Chemioterapia che utilizza farmaci che riducono le cellule tumorali,
danneggiando pero anche quelle sane;
- Steroidi usati in supporto alla chemioterapia;
- Talidomide, Lenalidomide e Pomalidomide, in supporto alla
chemioterapia, pero 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)



2.3 HSV1716

HSV1716 ¢ un HSVI 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 a 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 ¢ in grado di replicare. Questo pero non avviene nell’ambiente tumorale: PCNA
¢ 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 I’assenza di
ICP34.5 sia compensata da una proteina omologa, la cui sintesi ¢ 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 ¢ attivata da RNA a doppio filamento. Poich¢ la maggior parte dei virus
sintetizzano dsRNA durante la loro replicazione o formano strutture a dsRNA,
codificano per geni in grado di inibire I’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 ¢ 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 ¢ 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, ¢ un farmaco che agisce in modo piu selettivo
rispetto alla chemioterapia. Legando la subunita del proteasoma 26S, inibisce
reversibilmente il proteasoma bloccandone la funzione. (Sharma et al., 2022) Il
proteasoma occupa un ruolo essenziale per I’omeostasi delle cellule; ¢ coinvolto
nella degradazione ubiquitino-mediata di proteine danneggiate o estranee. Agisce
in numerosi processi cellulari tra cui turnover, controllo qualita delle proteine, ciclo
cellulare e apoptosi, trascrizione e vie di segnale cellulare, risposta immunitaria,
presentazione antigenica, inflammazione 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 ¢ 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 piu sensibili al trattamento poiché producono molte piu
proteine rispetto alle cellule sane. Si dice quindi che il trattamento con Bortezomib
¢ 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 (IgAlkappa) in una diagnosi del 1987;
questa linea cellulare ¢ un subclone della linea parentale JJIN-1. Hanno una
morfologia tondeggiante e crescono in sospensione sia come cellule singole sia
come cellule multinucleate. Sono state usate per verificare la capacita di infezione
di HSV1716 delle cellule tumorali, per verificare il livello di oncolisi cellulare in
seguito ad infezione con HSV1716, per osservare 1’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 capacita di infezione di HSV1716 delle cellule tumorali, per
osservare il livello di oncolisi cellulare in seguito ad infezione con HSV1716.

- RPMI18266: 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
HSVI1716.

- 5TGM1 I: linea cellulare di mieloma multiplo sviluppatosi spontaneamente in topi
C57BL/KaLwRij, ed ¢ 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 CDI138- e CDI38+: sono cellule contenenti o meno la proteina
CD138. Questa proteina ¢ presente sulle plasmacellule nel midollo osseo ¢ in alcune
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cellule epiteliali, ed ¢ 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 ¢ 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 cosi polarizzate sono poi estratte per
eluzione, mentre quelle non polarizzate sono lavate via.

3.2 CEPPI VIRALI E INFEZIONE DELLE CELLULE TARGET
- HSV1716-GFP: ¢ un HSV1716 modificato, a cui ¢ stata aggiunta la proteina
reporter Green Flourescent Protein (GFP) all’interno del gene RL1 che ¢ controllato
dal promotore della fosfoglicerato chinasi. Se il virus replica, la GFP viene
sintetizzata e esprime una fluorescenza verde. La fluorescenza ¢ usata come
indicatore di replicazione del virus all’interno delle cellule. Per valutare I’infezione
di HSV1716-GFP le cellule sono state colorate con TO-PRO-3, colorante con
fluorescenza rossa che ¢ in grado di permeare solamente all’interno di cellule morte.
GFP ¢ 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:
JIN-3, OPM-2, U266, RPMI-8226, STGMI; tutte quante mantenute in terreno
RPMI. Per verificare la loro identita 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
¢ 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 ¢ possibile sintetizzare
primer per 1’amplificazione selettiva di singoli loci STR. L’amplificazione dara
origine a due bande se l’individuo ¢ eterozigote, o ad un’unica banda se ¢
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 ¢ in
grado di captare il segnale e restituirci 1 risultati.
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Puo essere ampliata I’analisi, amplificando nella stessa reazione piu microsatelliti
contemporaneamente tramite multiplex pcr, analizzando cosi piu loci. Conoscendo
gli STR delle diverse linee cellulari € possibile creare un profilo unico del DNA che
puo essere confrontato con le cellule di interesse, per accertarne 1’identita.

3.4 CITOMETRIA A FLUSSO

Citometria a flusso ¢ 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 ¢ analizzata per capacita di disperdere la
luce visibile, e per uno o piu parametri di fluorescenza. La dispersione della luce
visibile ¢ 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 complessita o granulosita della cellula. La luce dispersa ¢ 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 € 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 ¢ I’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 piu efficacie ricerca
sui dati per estrarre informazioni precise in modo immediato. (McKinnon KM.,
2018)
Nell’articolo questa tecnica viene utilizzata per:
- Verificare I’infezione con HSV1716, con inserito all’interno del gene
RLI la proteina fluorescente GFP. Le cellule nelle quali ¢ avvenuta
correttamente 1’infezione, emettono fluorescenza verde per la presenza
della GFP.
- Valutare il tasso di tumorigenicita nel modello di xenotrapianto JJN-3
murino.
- Verificare 1’oncolisi cellulare; la citometria a flusso € associata alla
colorazione con PIL.
- Verificare 1’apoptosi cellulare; la citometria a flusso ¢ associata alla
colorazione con PI e annesina V.
3.5 COLORAZIONI
3.5.1 Con Ioduro di propidio
Lo ioduro di propidio (PI) ¢ un noto colorante fluorescente rosso di contrasto
cromosomico ¢ nucleare. Poiché non ¢ in grado di permeare in cellule vive, ¢
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comunemente usato per riconoscere cellule morte all’interno di una popolazione, ¢
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 ¢ 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 vitalita cellulare a seguito di trattamento con HSV1716 e

Bortezomib.

- Valutare I’apoptosi cellulare
3.5.2 Con Annessina V
Coniugati fluorescenti di Annessina V sono comunemente utilizzati per identificare
cellule apoptotiche. L’ Annessina V ¢ un’anticoagulante vascolare umano di 35-36
kDa ed ¢ una proteina che lega fosfolipidi calcio dipendenti con elevata affinita per
il fosfolipide anionico Fosfatidilserina (PS). In cellule sane, PS ¢ localizzata sul lato
citoplasmatico della membrana plasmatica. Tuttavia, durante [’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.
E solitamente associata alla citometria a flusso per valutare il tasso di apoptosi
all’interno di una popolazione cellulare, come ¢ stato fatto nell’articolo trattato.
3.5.3 Con Ematossilina e Eosina
Colorazione con ematossilina e eosina ¢ stata e continua ad essere essenziale per il
riconoscimento di diversi tipologie tissutali e 1 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 varieta di caratteristiche
citoplasmatiche, nucleari e della matrice extracellulare. L.’ematossilina ha un colore
blu-violetto e evidenzia gli acidi nucleici. Mentre I’eosina ¢ 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 puo 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 ¢ la sua incompatibilita con
I’immunofluorescenza. Ematossilina, senza eosina, ¢ 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 STGM11.

3.6 PCR QUANTITATIVA

Retrotrascrivendo una molecola di RNA, il filamento di cDNA prodotto puo essere
utilizzato come stampo in una reazione di amplificazione. E possibile monitorare
ciclo per ciclo la quantita di amplicone prodotto nella miscela di reazione
osservando un cambiamento di fluorescenza legato alla produzione dell’amplicone
stesso. Questa tecnica ¢ 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 ¢ che ¢ possibile stabilire una correlazione tra il
numero di cicli di amplificazione necessari affinché diventi rilevabile il prodotto di
PCR (detto threshold cycle or CT) e la quantita di templato presente all’inizio nel
campione. In questo modo ¢ possibile determinare la quantita assoluta di un certo
templato o il rapporto di quantita 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 1’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 I’intensita della
fluorescenza percepita dalla macchina.

- Tramite ’'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 prossimita (reporter) emette
fluorescenza che puo essere assorbita ed eccita un secondo fluoroforo
(quencher). Solitamente vengono usate sonde Tagman: formate da due
molecole, una con funzione di reporter e 1’altra di quencher, quando le
molecole sono in prossimita il quencher ¢ in grado di assorbile la
fluorescenza emessa dal reporter. Quando la sonda viene rotta
dall’attivita 5°-3” della Taq polimerasi, si annulla la prossimita delle due
molecole permettendo 1’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 1 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 cosi
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
molteplicita di infezione (MOI) di 0.5 e 5 unita formanti placca (PFU) per cellula.
Dopo 24,48, e 72 ore, I’espressione della proteina reporter green fluorescent protein
(GFP) codificata dal virus (si veda paragrafo 2.2 della sezione Approccio
Sperimentale) ¢ stata valutata attraverso la tecnica della citometria a flusso. Gia
dopo 24 ore le cellule JJN-3 e U266 hanno mostrato un’espressione significativa di
GFP, dimostrando la suscettibilita delle cellule di micloma 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 ¢ 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 vitalita cellulare in cellule JIN-3, RPMI-8226,
U266, e OPM-2, e questo ¢ stato ulteriormente dimostrato da un aumento delle
cellule positive alla colorazione con loduro 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 1’espressione di geni
di HSV1716 in cellule di mieloma: hanno osservato come variava la produzione del
gene virale transattivatore ICPO e il gene della replicazione ICPS, in cellule JIN-3
infettate con HSV1716. E stato estratto ’RNA totale e analizzato tramite RT-qPCR
per determinare la presenza e il livello di espressione di questi geni. Come previsto,
I’infezione con HSV 1716 ha aumentato I’espressione di entrambi i geni dopo 8, 16,
e 24 ore, quando confrontato con le cellule di controllo, dimostrando I’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 vitalita cellulare ¢ stata osservata
con citometria a flusso a 4, 5, e 6 giorni dopo ’infezione. Non ¢ stata osservata
differenza nella positivita al PI tra le cellule controllo e quelle infettate con
HSV1716, dimostrando che 1’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 vitalita ¢ stata osservata con citometria a flusso usando
colorazione con PI. Il trattamento con HSV1716 (moi 5) su cellule CD138+ ¢ PCL
ha provocato un significativo aumento della morte cellulare quando confrontate con
1 controlli. C’¢ stata una importante variazione nelle percentuali di positivita 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 positivita a PI ¢
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 JJIN-3 sono state infettate con HSV1716 ad
una MOI di 5 e il numero di cellule ¢ 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
I’incapacita 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 verra 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 € osservata la vitalita 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 vitalita ¢ ritornata a livelli osservati in cellule di
controllo. Invece quando Bortezomib ¢ stato associato a HSV1716, la crescita
cellulare ¢ stata impedita, e le cellule sono rimaste ad un livello del 90% di positivita
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 1 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 ¢ stato confermato da una
significativa riduzione del numero di cellule sane.

Per valutare il livello di apoptosi, ¢ stata misurata 1’espressione di FASL e BCL2.
A seguito dell’infezione con HSV1716, ¢ aumentata I’espressione di FASL del
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6601-fold increase dopo 24 ore. Non ¢ invece stata riscontrata alcuna differenza nel
gene anti apoptotico BCL2.

Per analizzare ulteriormente I’apoptosi, ¢ 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 1’impatto del trattamento con HSV1716 in
modelli murini preclinici. Per testare I’efficacia di HSV1716 sono stati usati 2
modelli in vivo di mieloma (topo con xenotrapianto di JIN-3 e topo singenico con
S5TGMI1). In entrambi, i topi sono stati trattati sistemicamente con HSV1716 a
1*10~7 PFU. Al giorno 12, i topi con tumori di xenotrapianto JIN-3 sono stati
sacrificati e il midollo osseo ¢ stato estratto da femori murini. Il carico tumorale ¢
stato osservato con citometria a flusso con colorazione HLA: il topo JIN-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 JIN-3. Poiché il mieloma provoca malattie ossee, gli autori hanno
analizzato se il trattamento con HSV1716 alterasse 1 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¢’¢ stato un trend dell’aumento dello spessore trabecolare, ma non ha
raggiunto un livello significativo. Inoltre, ¢ 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 significativita. (Si veda
Figura 3c destra e sinistra, 3d destra e sinistra del lavoro in allegato).

E stata poi testata 1’efficacia di HSV1716 in vitro in cellule 5TGM11. Le cellule
sono state infettate (MOI 5) e la vitalita ¢ stata osservata dopo 4 e 7 giorni. In
contrasto con le linee di cellule di mieloma umano, non c¢’¢ stata differenza nella
positivita a PI dopo 4 giorni. Tuttavia, dopo 7 giorni, la positivita a PI delle cellule
trattate era significativamente maggiore rispetto ai controlli. Topi con 5STGM11 in
vivo sono stati trattati con HSV1716 o PBS e la loro tumorigenicita ¢ 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

19



tumorale (28.36 & 7.46%) rispetto ai topi trattati con il vettore di controllo (77.94 +
5.43%). Successivamente ¢ stato analizzato il livello di danno osseo dato dal
mieloma tramite micro-CT. Si ¢ 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 significativita; 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 1’efficacia di HSV1716 in diverse
tipologie di tumori, con dati dimostranti 1’efficienza preclinica di HSV modificati
contro mieloma. Nell’articolo trattato ¢ 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 ICP0O e ICP8) e all’alto tasso di lisi
cellulare. Ha dimostrato specificita nel replicare e lisare unicamente cellule
tumorali senza danneggiare cellule sane di midollo osseo, e capacita di impedire
ricrescita cellulare e recidivita tumorale fino a 25 giorni dopo I’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
I’attivazione di geni pro-apoptotici come FASL e CASP1/8 e 9. Vista la rapida
induzione di morte cellulare, circa 24-48 ore dopo I’infezione, ¢ molto probabile
che in cellule di mieloma, HSV 1716 sfrutti il meccanismo dell’apoptosi. Precedenti
pubblicazioni infatti, suggeriscono che 1’apoptosi indotta da HSV avvenga piu
velocemente rispetto altri meccanismi, quale per esempio morte tramite rottura
cellulare che richiede circa 60-70 ore.

L’efficacia della terapia virale ¢ stata riscontrata anche in modelli murini di
mieloma. L’iniezione sistemica di HSV1716 in modello con xenotrapianto ¢
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 tumorigenicita
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. E pero 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 1 dati raccolti evidenziano 1’elevato potenziale di HSV1716 come trattamento
anti mieloma sia per la sua elevata specificita replicativa che garantisce un elevato
profilo di sicurezza per le cellule sane dell’organismo, sia per la sua capacita 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, € non unicamente per via intratumorale nella cura di
tumori solidi. Sfortunatamente pero i virus oncolitici non sono ancora stati utilizzati
al massimo delle loro potenzialita 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
I’eliminazione del mieloma residuo sia possibile in seguito a chemioterapia.
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Abstract: Multiple myeloma remains largely incurable due to refractory disease; therefore, novel
treatment strategies that are safe and well-tolerated are required. Here, we studied the modified
herpes simplex virus HSV1716 (SEPREHVIR™), which only replicates in transformed cells. Myeloma
cell lines and primary patient cells were infected with HSV1716 and assessed for cell death using
propidium iodide (PI) and Annexin-V staining and markers of apoptosis and autophagy by qPCR.
Myeloma cell death was associated with dual Pl and Annexin-V positivity and increased expression
of apoptotic genes, including CASP1, CASP8, CASP9, BAX, BID, and FASL. The combination of
HSV1716 and bortezomib treatments prevented myeloma cell regrowth for up to 25 days compared
to only transient cell growth suppression with bortezomib treatment. The viral efficacy was tested in
a xenograft (JJN-3 cells in NSG mice) and syngeneic (murine 5TGM1 cells in C57BL/KaLwRijHsd
mice) systemic models of myeloma. After 6 or 7 days, the post-tumor implantation mice were treated
intravenously with the vehicle or HSV1716 (1 x 107 plaque forming units/1 or 2 times per week).
Both murine models treated with HSV1716 had significantly lower tumor burden rates compared
to the controls. In conclusion, HSV1716 has potent anti-myeloma effects and may represent a novel
therapy for multiple myeloma.

Keywords: oncolytic virus; HSV1716; herpes simplex virus; multiple myeloma; apoptosis; systemic
murine models

1. Introduction

Multiple myeloma (MM) is a hematological malignancy characterized by the clonal
expansion of terminally differentiated B lymphocytes, known as plasma cells, in the bone
marrow (BM). It is the second most common hematological malignancy, with an incidence
rate that has increased by 66% since the 1970s [1]. Despite substantial improvements being
made in overall survival with the introduction of more effective anti-myeloma agents,
the disease usually relapses and becomes refractory to treatment, resulting in early death.
Therefore, strategies to eliminate residual disease and prevent relapse after chemotherapy
are needed.

Recent advances in oncolytic virus (OV) therapy have shown promise in several
cancers preclinically and clinically, including myeloma [2-6], with FDA approval of tal-
imogene laherparapvec (T-Vec), a modified herpes simplex virus-1 (HSV-1), which en-
codes granulocyte—-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), for the treatment
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of advanced melanoma [7,8]. OVs preferentially infect and kill malignant cells using
multiple mechanisms to eradicate tumor cells, including promoting anti-tumor immune
responses [4,9], although OVs are typically modified to enable tumor specificity [10,11].

HSV1716 (SEPREHVIR) is a modified HSV-1 with deletions in both copies of the RL1
gene, encoding the virulence factor ICP34.5. ICP34.5 binds to protein phosphatase 1a,
enabling protein synthesis [12], and proliferating cell nuclear antigen (PCNA), switching
it from repair to replication [13]; without ICP34.5, HSV1716 cannot replicate [14]. These
mechanisms are disturbed in the tumor setting, ensuring tumor specificity; PCNA is
activated in tumors and HSV1716 susceptibility is linked to its expression in cells [15].
Additionally, oncogenes such as RAS and MEK inhibit the PKR pathway, negating the
virally induced shutdown of protein synthesis [16]. Preclinical models with HSV1716
in glioma showed a reduced tumor burden and viral persistence, with replication seen
only in tumor tissues [17-20]. Similar results have been observed in melanoma [21,22].
Recent investigations show that oncolytic HSVs can infect myeloma cells, induce apoptosis,
induce oncolysis in cell lines and primary patient samples, and reduce tumor burden in
subcutaneous xenograft models of myeloma [23,24].

Here, we show using in vitro assays that HSV1716 is effective at inducing oncolysis
in both myeloma cell lines and ex vivo primary patient-derived myeloma cells, and when
HSV1716 is combined with bortezomib it prevents myeloma cell regrowth. We also show
for the first time that HSV1716 significantly reduces tumor burden in systemic xenograft
and syngeneic murine models of myeloma.

2. Materials and Methods
2.1. Tissue Culture

Human JJN-3, OPM-2 (DSMZ, Germany), U266 (LGC Standards, London, UK), RPMI-
8226 (ATCC® (CCL-155™), Manassas, VA, USA), and murine 5TGM1 (Dr Oyajobi, Uni-
versity of Texas, San Antonio, TX, USA) myeloma cell lines were maintained in complete
RPMI medium as previously described [25]. The cell lines were genetically profiled by
DSMZ and ATCC using a short tandem repeat (STR) analysis to confirm their identity and
were routinely tested for mycoplasma.

Patient samples were acquired under research ethics number 05/Q2305/96 and in-
formed consent was obtained from all subjects involved in the study. Human primary
lymphocytes were isolated from waste buffy coats using Ficoll separation as described
previously [26]. The peripheral blood mononuclear cell (PBMC) layer was collected and
seeded at7 x 107 cells/flask overnight in IMDM, 2% human AB serum, 1% P/S. Unattached
lymphocytes were collected and used in infection experiments. BM aspirates were obtained
from myeloma and plasma cell leukemia (PCL) patients and from healthy donors. Primary
plasma cells were isolated using magnetic activated cell sorting with CD138" Microbeads
(Miltenyi Biotech, Woking, UK). The CD138" and CD138" BM fractions were cultured in
complete RPMI medium [25] and DMEM with 2 mM L-glutamine, 10% FCS, and 1%P/S
(100 U/100 pg/mL), respectively. Both cell populations were used in infection experiments.

All tissue culture reagents were from Thermo Fisher Scientific (Runcorn, UK) and all
cells were cultured at 37 °C in 5% CO, unless stated otherwise.

2.2. HSV1716-GFP Infection Assays

Here, 2 x 10° JJN-3 and U266 myeloma cell lines were infected with HSV1716-GFP
(SEPREHVIR®, provided by Sorrento Therapeutics, San Diego, CA, USA [18]). HSV1716
has GFP inserted into the RL1 gene locus driven by the phosphoglycerate kinase promoter.
At 24, 48, and 72 h post-infection, the cells were stained with TO-PRO-3 and the GFP
was assessed on viable TO-PRO-3 negative cells using a BD LSRII flow cytometer (BD
Biosciences, Wokingham, UK).
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2.3. Oncolysis Assays

Cell lines seeded at 10° cells/well in 1 mL of medium were exposed to HSV1716 in the
range of multiplicity of infection (MOI). Cell death was assessed by propidium iodide (PI)
staining (2 pg/mL) analyzed on an Attune™ Flow Cytometer (Thermo Fischer Scientific,
Runcorn, UK).

The combination treatment (bortezomib with HSV1716) was assessed by treating
10° cells/well with the vehicle (PBS) or 2.5 nM of bortezomib for 1 day. After 2 and 4 days,
the viability was assessed by PI staining using flow cytometry. At day 4, the bortezomib-
treated cells were divided into two groups, with half treated with PBS and the other half
with HSV1716 (MOI of 5). Their viability was determined after 11, 18, and 25 days.

For primary myeloma patient and healthy donor samples, CD138" cells and CD138"
BM or PBMC cells were seeded at 2 x 10° cells/mL of media. Both cell populations were
treated with HSV1716 MOI 5 or the vehicle (PBS) control in the presence of 10% autologous
serum. After 96 h, cell death was assessed by PI staining using flow cytometry on a BD
FacsCalibur system (Becton Dickinson, Oxford, UK). For primary lymphocyte assays, the
lymphocyte population was gated using standard FSc and SSc properties and the cell
viability and counts were assessed as above.

2.4. ICPO and ICP8 Gene Expression Analyses

Here, 10° JIN-3 cells were infected with control or HSV1716 MOI 5 for 8, 16, and
24 h. The total RNA was isolated from cells using a ReliaPrep RNA cell MiniPrep system
(Promega, Southampton, UK) and the cDNA was synthesized using a High-Capacity RNA-
to-cDNA kit (Thermo Fisher Scientific). The qPCR was performed using primers specifically
targeting the viral genes ICP0 and ICP8 (Table S1) with GAPDH as a housekeeping gene,
then assessed using SYBR Green (Primer Design, Southampton, UK) with 2x SYBR® Green
Select Master Mix (Thermo Fisher Scientific) and detected with an ABI Prism 7900HT
system and SDS 2.1 software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.5. Apoptosis Analysis

Here, 10° JJN-3 cells were infected with the control or HSV1716 MOI 5 for 8-24 h.
The total RNA was isolated, and the cDNA was synthesized as described in Section 2.4.
The gene expression levels of FASL (Hs0018225_m1) and BCL2 (Hs04986394_s1) were
detected using Tagman assays® (Life technologies, Glasgow, UK). Additionally, the cells
were infected for 24 h and stained with Annexin-V-APC (Biolegend, London, UK) and PL

2.6. PrimePCR™ Human Apoptosis Microarray Array

Here, 10° JIN-3 cells were infected with the control or HSV1716 MOI 5 for 24 h. The total
RNA was isolated, and the cDNA was synthesized as described in Section 2.4. A PrimePCR™
SYBR® Green-based microarray (BIO-RAD, Watford, UK) was used to detect the expression
of multiple apoptotic genes using RT-qPCR as per the manufacturer’s instructions.

2.7. JIN-3 Xenograft Model of Myeloma

The animal procedures were governed by the University of Sheffield UK Home Office
License 70/8670 in accordance with the Animal Act 1986. The group sizes were calculated
from previous studies [27] with a desired power of 80% and alpha level of 0.05 using a
mean of 48.54 and standard deviation of 7.48, with a desired reduction rate of 30% of the
tumor burden, giving a sample size of 5.

Ten female 6-7 week-old NSG mice (n = 5/group) received 100 pL of 100 JIN-3 cells
by intravenous (i.v.) injection. After 6 days the mice were randomized into 2 groups and
treated with 100 pL of PBS or 107 plaque forming units (P.EU) of HSV1716 by i.v. injection,
and treatments were repeated on days 12 and 18 post-tumor inoculation.

Left tibiae and femora, right tibiae, livers, and spleens were fixed in buffered formalin
and embedded in paraffin wax. The BM cells of the right femora were flushed with 500 uL of
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PBS and the tumor burden was analyzed using flow cytometry analysis using FITC-labeled
anti-human HLA [25].

2.8. 5TGM1 Syngeneic Murine Model of Myeloma

Ten female 6-7-week-old C57BL/6KalWRij mice (n = 5/group) received 100 uL of
106 5TGM1 cells by i.v. injection. One week later, the mice were randomized into 2 groups
and treated with 100 uL of PBS or HSV1716 (107 P.EU) twice weekly by i.v. injection. The
mice were culled after 21 days, and the organs were collected. The tumor burden was
assessed via the cell morphology of hematoxylin and eosin (H&E)-stained sections of tibiae.

2.9. Assessment of Tumor Burden

The tibiae from JJN-3 xenograft mice were formalin-fixed, decalcified, and paraffin-
embedded. Then, 3 um sections were stained with anti-HSV antibody (Sorrento Therapeu-
tics, San Diego, CA, USA), then slides were scanned on a Hamamatsu NanoZoomer XR
(Hamamatsu, Hertfordshire, UK) and viral infection was assessed in ImageScope (Lieca
Biosystems, Newcastle, UK).

Formalin-fixed, decalcified, and paraffin-embedded tibial sections from 5TGM1 syn-
geneic mice were H&E-stained to assess them for tumor burden, then slides were scanned
on a Hamamatsu NanoZoomer XR and viral infection was assessed in ImageScope.

2.10. Assessment of Bone Disease

Tibiae were fixed in 10% formalin and scanned using a SkyScan 1272 system (Bruker,
Kontich, Belgium), as previously described [28]. All measurements followed standard
guidelines [29]. Next, 3 um decalcified wax tissue sections were assessed for osteoclasts
and osteoblasts as previously described [30].

2.11. Statistical Analyses

The data were assessed for normality using the D’Agostino—Pearson test and relevant
parametric or non-parametric statistical tests. Where a normality test could not be per-
formed, normality was assumed and either a student’s T-test or ANOVA was applied with
a Bonferroni post-test.

3. Results
3.1. HSV1716 Induces Potent Cell Death in Human Myeloma Cell Lines and Primary
Patient Samples

JIN-3 and U266 cells were infected with HSV1716-GFP at MOlIs of 0.5 and 5. After
24, 48, and 72 h, the GFP expression was assessed by flow cytometry (Figure 1(ai-aiii)).
The JJN-3 and U266 cells showed significant GFP expression as early as 24 h, indicating
myeloma cell line susceptibility to HSV1716 infection. The JJN-3 cells were infected with
increasing concentrations of HSV1716 at MOls of 0.5-100. After 4, 5, and 6 days of infection,
the cell numbers were significantly lower than in the controls (Figure 1(bi)). The HSV1716
(MOI 5) infection resulted in significantly lower cell numbers in JJN-3 and U266 myeloma
cell lines at 48 and 72 h compared to the controls (Figure 1(bii)). HSV1716 (MOI 5) reduced
the cell viability in JJN-3, RPMI-8226, U266, and OPM-2 cells as indicated by an increase in
Pl-positive cells after 4 days compared to the control (Figure 1c). To confirm the HSV1716
gene expression in myeloma cells, we investigated the production of the viral transactivator
gene ICPO and replication gene ICP8. As expected, the HSV1716 infection increased the
expression of both genes after 8 and 24 h when compared to the control cells, demonstrating
viral transcription (Figure 1(di,dii)).
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Figure 1. HSV1716 induces potent cell death in myeloma cells. (a) JJN-3 and U266 cells were infected
with HSV1716-GFP at an MOI of 0.5 or 5. After 24, 48, and 72 h of infection, GFP expression was
assessed using flow cytometry on viable cells. (ai) Representative flow cytometry GFP histogram
plots of JJN-3 or U266 cells at 24 or 48 h after infection with the control, HSV1716 MOI 0.5, or
HSV1716 MOI 5. GFP expression was plotted in (aii) JJN-3 and (aiii) U266 cells. Data are means
+SEMs, n = 3, **** = p < 0.0001 with respect to the control, analyzed using a two-way ANOVA.
(b) JIN-3 or U266 cells were infected with HSV1716 at increasing MOIs (5-100). (bi) The cell count
analysis shows significant reductions in cell numbers 4 days post-infection. Data are means +SEMs,
n =3, *=p <0.01, *** = p <0.0001 with respect to the control, analyzed using a two-way ANOVA.
(bii) Analyses at 24, 48, and 72 h showed a rapid response to HSV1716 in both myeloma cell lines.
Data are means +SEMs, n = 3, *** = p < 0.001, **** = p < 0.0001 with respect to the control, analyzed
using a one-way ANOVA. (c¢) Four myeloma cell lines were infected with HSV1716 for 4 days and
the viability was assessed using a flow cytometry analysis of Pl-stained cells. All myeloma cell lines
showed a significant increase in PI positivity. Data are means +SEMs, n = 3, *** = p < 0.0001 with
respect to the control, analyzed using a one-way ANOVA. (d) JJN-3 cells were infected with HSV1716
at an MOI of 5. At 8, 16, and 24 h post-infection, the total RNA was extracted and an RT-qPCR assay
was performed to detect viral transactivator and replication genes ICP0 (di) and ICP8 (dii), both
of which were significantly upregulated at both 8 and 24 h. (ei) Primary human lymphocytes from
healthy donors were infected with HSV1716 at MOls of 0.5 and 5. Cell viability was assessed 4, 5,
and 6 days post-infection using a flow cytometry analysis and showed no significant increase in
PI staining at any time point. Data are means +SEMs, n = 3, analyzed using a one-way ANOVA.
(eii) CD138" and CD138" cells isolated from BM aspirates from healthy donors were treated with
HSV1716 at MOI 5 and the cell viability was assessed 4 days post-infection using a flow cytometry
analysis and PI staining. Data are means, n = 3, analyzed using a Student’s T-test. (f) CD138" cells
isolated from BM aspirates from myeloma (MM) or plasma cell leukemia patients (PCL) who were
treated with HSV1716 at an MOI of 5. Cell viability was assessed 4 days post-infection using a flow
cytometry analysis and PI staining. HSV1716 induced a significant increase in cell death in primary
CD138" MM and PCL cells compared to untreated controls. Data are means, n = 6 for MM, n = 3
for PCL, * = p < 0.05 with respect to the control, analyzed using an ANOVA with Sidak’s multiple
comparison. (g) Infection of myeloma cells lines with HSV1716 results in a long-term reduction in the
myeloma cell number. Infected, but not control, JJN-3 cells showed consistent decreases in number
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between 4 and 25 days post-infection. Data are means £SEMs, n = 3, **** = p < 0.0001, with respect to
the control, analyzed using a two-way ANOVA. (h) JJN-3 cells were treated with PBS (Control) or
2.5 nM of bortezomib at day 0, after one day the cells were washed to remove bortezomib, and the
viability was assessed at day 2 and day 4. Bortezomib groups were then split into two and treated
with PBS (bortezomib only) or HSV1716 at MOI 5 (bortezomib + HSV1716). Data are means SEMs, n
=3, ** p = <0.001, *** p = <0.0001, # denotes significance between bortezomib HSV176 treatment and
bortezomib, * denotes significance between bortezomib HSV1716 treatment and control, analyzed
using a two-way ANOVA,

To ensure HSV1716 was not toxic to healthy cells, primary lymphocytes and BM
samples (CD138~ and CD138" fractions) from healthy donors were infected with HSV1716
(MOI of 0.5 or 5) and the cell viability was assessed at 4, 5, and 6 days post-infection. No
difference in PI positivity was seen between the control cells and the HSV1716-infected cells
(Figure 1(ei,eii)). Next, we investigated the effects of HSV1716 on primary patient myeloma
or plasma cell leukemia (PCL) cells. The cells were treated with HSV1716 (MOI 5) and
after 4 days the viability was assessed using PI. The treatment with HSV1716 (Figure 1f)
on CD138" cells caused significant increases in cell death when compared to the control-
treated groups. There was considerable variation in the percentages of PI positivity in
the control-treated cells. For example, in the myeloma cells, these ranged from a low of
8.7% to a high of 58.9%. However, no matter what the basal level of cell death, this was
substantially increased following viral therapy. The average fold change for myeloma
patients between control and HSV1716-treated cells was 2.7.

To determine if cells recovered after long-term infection, the JJN-3 cells were infected
with HSV1716 at an MOI of 5 and the cell counts were assessed at 4, 11, 18, and 25 days
post-infection. The virally infected cells had lower cell numbers compared to the control
cells at every time point but were significantly decreased in number between days 18 and
25 (Figure 1g). However, if used in a clinical setting, HSV1716 is unlikely to be given as
a monotherapy. Instead, HSV1716 would be given alongside such standard therapies as
bortezomib. Therefore, the JJN-3 cells were treated with bortezomib, resulting in significant
increases in PI staining after 2 and 4 days. The cells treated only with bortezomib recovered,
with the viability returning to levels seen in control-treated cells. When bortezomib was
combined with HSV1716, cell regrowth was prevented, and the cells remained close to 90%
PI-positive between 11 and 25 days (Figure 1h).

3.2. HSV1716 Induces Cell Death via Apoptosis

To determine how oncolytic viruses induce cell death, infected myeloma cells were
analyzed by qPCR and flow cytometry. HSV1716 induced a significant increase in the
number of dual-stained Annexin-V- and PI-positive necrotic cells (Figure 2(ai,aii)). This
was matched by a significant reduction in the number of healthy cells. To further assess
apoptosis, the FASL and BCL2 expression was measured. Following the HSV1716 infection,
FASL (Figure 2b) showed a 6601-fold increase at 24 h. No difference was seen for the
anti-apoptotic BCL2. To further assess apoptosis, a cell death microarray was performed,
which showed fold increases in 25 pro-apoptotic genes, including CASP1, CASP8, CASPY,
BAX, and BID (Figure 2c). Therefore, HSV1716 may utilize the apoptotic pathway to induce
myeloma cell death.
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Figure 2. HSV1716 induces tumor apoptosis. JJN-3 cells were infected with HSV1716 at an MOI
of 5 for 24 h and a flow cytometry analysis of Annexin-V and PI staining was carried out to assess
apoptosis. (ai) Flow cytometry scatter plots showing Annexin-V vs. PI staining in control or HSV1716-
treated cells. (aii) Percentages of cells in each population after Annexin-V and PI staining. Data are
means + SEMs, n =3, ** = p < 0.01, **** = p < 0.0001 with respect to the relevant control, analyzed
using a T-test. (b) The qPCR analysis of JJN-3 cells 24 h post-infection as fold changes over untreated
controls. The analysis for the pro-apoptotic gene FASL and anti-apoptotic gene BCL2 following
HSV1716 (MOI 5) treatment. The dotted line indicates the point at which significant upregulation
can be seen (1.5-fold increase in expression) Data are means +SEMs, n = 3. (c) JJN-3 cells were
infected with control or HSV1716 MOI 5. After 24 h, the total RNA was extracted and cDNA was
synthesized. A PrimePCR™ SYBR® Green-based apoptotic microarray (BIO-RAD) was performed
to detect apoptotic gene expression via RT-qPCR.

3.3. Oncolytic Virus Therapy Significantly Lowers Tumor Burden in Murine Myeloma Models

The HSV1716 infection reduced the myeloma viability in vitro and had little impact on
the control cells. We, therefore, wanted to determine the impact of the HSV1716 treatment
in preclinical murine models. To test the efficacy of HSV1716 we used 2 in vivo models of
myeloma (xenograft JJN-3 and the syngeneic 5TGM1) (Figure 3a,e). In both, the mice were
treated systemically with HSV1716 at 1 x 107 PEU.
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Figure 3. HSV1716 therapy significantly reduces tumor burden in murine models of myeloma.
Myeloma xenograft model, (a) 6-7-week-old female NSG mice were inoculated with 1 x 106 JJN-3
cells i.v. via the tail vein. Six days post-tumor inoculation, mice were treated with PBS (vehicle control)
or HSV1716 1 x 107 p.f.u/100uL i.v. Mice were treated at days 12 and 18, then sacrificed at day 21.
(bi) At sacrifice, BM samples were flushed from the left tibiae of ]IN-3 xenograft mice, labeled with
APC-conjugated anti-HLA and analyzed by flow cytometry. Immediately prior to the analysis, the
cells were labeled with Pl and the viable population was selected (R2). The HLA positivity was then
calculated using R3. (bii) The average percentage of HLA positivity (tumor burden) was calculated
and a significant reduction in tumor burden was seen following the HSV1716 treatment. Data are
means, n =5 mice per group, ** = p < 0.01 unpaired T-test with respect to control. (ci) At sacrifice, the
tibial bones were fixed and decalcified before paraffin sections were stained for HSV viral particles.
Positive staining was only seen in HSV1716-treated mice. Composite images of left tibiae from JJN-3
bearing mice treated with (ci) PBS or (cii) HSV1716, taken at %2, Bar = 1 mm. In higher magnification
images of HSV1716-treated tibiae, viral replication can only be detected in myeloma-infiltrated areas
(di) and not primarily normal regions of the same bone (dii), %20, bar = 100 um. In the myeloma
syngeneic model, (e) 6-7-week-old female C57BL/6KalWRij mice were inoculated with 1 x 10°
5TGMI cells i.v. via the tail vein. At one week post-tumor inoculation, mice were treated with PBS
(vehicle control) or HSV1716 1 x 107 p-fu/100uL i.v. Mice were treated twice/week and sacrificed
after 3 weeks. At sacrifice, tibial bones were fixed and decalcified before paraffin sections were
stained with hematoxylin and eosin. The tumor percentage area was assessed using random images
and ScanScope software, with composite images of tibiae from 5TGM1-bearing mice treated with
PBS (fi) or HSV1716 (fii) %10, bar = 200 uM. (g) The average percentage of the tumor burden area
was calculated and a significant reduction in tumor burden was seen following HSV1716 treatment.
Data are means, n = 5 mice per group, ** = p < 0.01 unpaired T-test with respect to control.
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At day 21, mice bearing xenograft JJN-3 tumors were sacrificed and BM was flushed
from mouse femurs. The tumor burden was assessed by HLA staining and flow cytom-
etry; the JJN-3 control mice had a tumor burden of 41.78 + 0.97%, while the HSV1716-
treated mice had a significantly lower tumor burden of 20.73 & 5.11% (Figure 3(bi,bii)).
The BM sections of tibiae were assessed for HSV viral particles by IHC. The tibiae from
HSV1716-treated animals were positive for HSV1716, while the PBS-treated animals were
negative (Figures 3(ci,cii) and Sla). To determine the location of viral infection, higher
power images of HSV1716-treated tibiae were assessed. The analysis demonstrated that
HSV viral particles were only detected in regions of the BM made up of JJN-3 myeloma
cells (Figures 3(di,dii) and S1b). Because myeloma induces bone disease, we investigated
whether the HSV1716 treatment altered the trabecular bone parameters due to a reduced
tumor burden. The HSV1716-treated mice had a significantly higher trabecular volume
compared to PBS-treated mice; there was a trend for an increase in trabecular thickness,
but this was less pronounced and did not reach significance (Figure S2(ai,aii)). Because
of this increase in trabecular bone volume, we investigated whether there were changes
to bone remodeling. Histomorphometry measurements revealed that there was a trend
for increased osteoblasts and decreased osteoclasts, but this did not reach significance
(Figure S3(bi,bii,ci,cii)).

We then tested the efficacy of HSV1716 in the 5TGM1 murine syngeneic model of
myeloma [31]. Prior to tumor inoculation, HSV1716 was tested in vitro on the 5TGM1 cells.
The cells were infected and the viability was assessed after 4 and 7 days (Figure S3a). In
contrast to human myeloma cell lines, there was no difference in PI positivity after 4 days.
However, after 7 days, the PI positivity in the cells treated at an MOI of 5 was significantly
higher than in the controls. In vivo 5TGM1-bearing mice were treated systemically with
HSV1716 or PBS and their tumor burden was assessed histologically following H&E stain-
ing in both tibiae. The virally treated mice showed significant reductions compared to
the vehicle-control-treated mice of 28.36 + 7.46% and 77.94 + 5.43%, respectively (Fig-
ure 3(fi,fii,g)). We then assessed myeloma bone disease via micro-CT and found there was
a trend for an increased trabecular bone volume. However, this was less pronounced than
in the xenograft model and did not reach significance; similar results were obtained for the
trabecular number (Figure S3(bi,bii)).

4. Discussion

Several previous publications have demonstrated the efficacy of HSV1716 in other
cancers [18,26,32-36], with the data showing that modified HSVs have preclinical efficacy
in myeloma [23,24]. Our data presented here support the previous publications with
important additional details. Our in vitro data demonstrate a rapid impact of HSV1716 on
four human myeloma cell lines. Significant increases in cell death of 50-80% were achieved
when compared to untreated controls. This range of cell death observed here was similar
to that seen in other cells in vitro (glioma [19] and head and neck cancer [33] for HSV1716)
and in myeloma cell lines in vitro [24]. We also saw an induction of the viral transactivator
and replication genes ICP0 and ICP8, respectively [37]. Gene activation was observed at
8 and 24 h post-HSV1716 infection, but not at 16 h, for both ICP0 and ICP8; at 24 h, this
likely represents either a second round of infection or the detection of the viral genome
following a potential first round of transactivation at 8 h. This rapid transactivation of the
viral genome and tumor lysis was consistent with what has been seen previously with
viral particle production and release in the first few days following infection [20,21,38].
Interestingly, Ghose et al. [24] found a modified HSV to not replicate in human myeloma
cell lines, as assessed by plaque-forming assays, despite causing cytotoxicity in myeloma
cells. However, they found that a replication-competent virus rather than heat-inactivated
HSV virus was needed to induce cell cytotoxicity; therefore, they concluded that the
HSV-induced cytotoxicity is independent of HSV replication in myeloma cells.

The data presented here demonstrate that HSV1716 is specific for myeloma tumor
cells, with minimal or a lack of lysis observed in healthy BM cells flushed from patients.
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Importantly, it is often noted that viral therapy is effective against tumor cell lines in vitro
and in vivo, with little impact in a clinical setting. In contrast, we have shown that HSV1716
effectively reduces tumor viability in primary isolated myeloma cells. This is exciting, as the
heterogeneity of myeloma tumors presents a potential barrier to these therapies that may
not be evident when using cell lines. The heterogeneity of myeloma is well known, with
the continual emergence of refractory clones, meaning that viral activity is not guaranteed.
Additionally, primary cells tend to proliferate more slowly than cell lines [39,40], which
was of particular concern for HSV1716. Ghose et al. published similar findings with a
modified HSV and saw a reduction in primary patient-derived myeloma cells. However,
cell death was assessed at earlier time points (24 and 48 h), and this was likely to be the
reason why they did not observe as high of an effect at the same MOI as what is presented
here [24].

Myeloma is a heterogenous malignancy, with frequent disease relapse and chemoresis-
tance [41] seen in patients. Interestingly, we observed a consistent decrease in cell number
and no recovery in tumor cell regrowth for up to 25 days post-infection in JJN-3 cells
following treatment with HSV1716 combined with standard-of-care treatment with borte-
zomib. In other studies, the clonogenic recovery of chemotherapy-treated myeloma cells
was observed at 14 to 21 days post-treatment [42]. It is, therefore, possible that long-term
treatment with HSV1716 will be successful as a vital and unique component of combined
therapy to prevent myeloma regrowth, as HSV1716 kept cell numbers down beyond this
time frame. The recovery of tumor cells in a clinical setting is likely to be modulated by
the immune system. Activating the immune system will theoretically prevent tumor cell
regrowth. Oku et al. found an increased anti-myeloma effect using a modified HSV when
myeloma cells were cultured with PBMCs through activating plasmacytoid dendritic cells
and natural killer cells. This effect was enhanced when the cells were treated in combination
with lenalidomide [23]. Our data combined with the data published by Oku and colleagues
suggested the possibility that HSV1716 will be successful at preventing myeloma regrowth
alone or as a combined therapy.

The method by which HSV1716 virus induces tumor cell death appears to be via
apoptosis. This is in agreement with other studies where HSV-1 has been seen to induce
cell death through apoptosis or direct bursting due to viral build-up [43]. Our study
demonstrates that cell death leads to the induction of pro-apoptotic genes such as FASL and
CASP1, -8, and -9. Previous publications suggest that HSV-induced apoptotic cell death
happens quickly, while other mechanisms of cell death are more prolonged. For example,
cell death via direct bursting requires 60-70 h before death is observed [43]. Considering
these observations and the rapid induction of cell death (just 24-48 h), it is likely that in
myeloma HSV1716 induces cell death via apoptosis. These data are in support of the data
published by Ghose et al. [24], who demonstrated that myeloma cells lines show increased
Annexin-V positivity and increased protein levels of cleaved caspase 3 and cleaved PARP
in response to a modified form of HSV. The primary patient-derived myeloma cells also
appeared to have increased Annexin-V positivity following modified HSV infection.

The efficacy of viral therapy in vitro was matched by similar efficacy in murine
myeloma models. The systemic injection of HSV1716 resulted in a significant 50% re-
duction in myeloma xenografts. A similar efficacy was also seen in the immune-competent
5TGM1 model, which resulted in a significant 63.6% reduction in tumor burden. These
data are promising, as they show the modified HSV to have efficacy in a systemic model
of myeloma, with the virus being administered systemically. Unfortunately, it is difficult
to compare our findings to previous publications using modified HSVs or other OVs, as
the majority have only used subcutaneous myeloma models with intratumoral injections,
which do not have clinical relevance in many myeloma patients, as the systemic cancer
forms primarily in the BM. However, there are some publications reporting on the efficacy
of OVs in systemic murine models of myeloma with similar efficacy to what we observed,
such as reovirus, which showed a 50% reduction in tumor burden compared to the control
in the 5TGM1 systemic syngeneic model [9].
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The reduction in tumor burden observed in the xenograft model had pronounced
effects on preventing myeloma-induced bone disease in vivo, resulting in the significant
inhibition of the tumor-induced loss of trabecular bone volume. This was probably as a
direct effect of the decreased tumor volume in HSV1716-treated mice. In the syngeneic
model, this inhibition of the tumor-induced loss of trabecular volume was less pronounced
and not significant. Histologically, xenograft mice treated with HSV1716 have shown
trends for decreased osteoclast numbers and increased osteoblast numbers, although
not significantly.

There are emerging studies showing the efficacy of the systemic delivery of viruses in
numerous tumor settings, including breast, prostate, and hepatocellular models [11,34,44,45].
In our hands, the anti-myeloma response seen toward HSV1716 therapy is substantial
and shows similar efficacy to other studies. Importantly, in our in vitro experiments,
we observed that HSV1716 not only maintained the long-term inhibition of myeloma
cell viability but also prevented the recovery of cell viability once the standard therapy
(bortezomib) was removed. These data provide evidence for future murine studies to test
combination therapies.

In summary, we have shown that HSV1716 induces oncolysis in myeloma-patient-
derived cells, prevents myeloma cell line regrowth when combined with bortezomib, and
in systemic murine models HSV1716 alone reduces the myeloma burden. This provides
further evidence that HSV1716 could be developed for use in myeloma. If so, it is likely to
be combined with conventional myeloma treatments as a method for reducing minimal
residual disease. We are now investigating methods for increasing the viral delivery
to myeloma cells in the BM using strategies such as cellular delivery [27] or molecular
targeting [34], and combining the anti-myeloma treatment with HSV1716 to ascertain
whether the elimination of residual myeloma is possible after induction chemotherapy.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article /10
.3390/v15030603/s1. Figure S1. HSV1716 particles found only in tumor areas of HSV1716-treated
xenograft mice. Figure S2. HSV1716-treated xenograft mice had increased trabecular volumes.
Figure S3. HSV1716 induces delayed cell death in vitro in 5TGM1 cells and does not significantly
alter the trabecular bone volume in a 5TGM1 syngeneic in vivo model. Table S1. SYBR Green
primer sequences.
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