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DESCRIPCIÓN 
 
Virus del sarampión oncolítico 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende un virus del sarampión 
recombinante que comprende un gen suicida para su uso en el tratamiento de células cancerosas con resistencias 
primaria o secundaria frente a un virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida. Además, la presente 
invención se refiere a un virus del sarampión recombinante basado en el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna 10 
contra el sarampión que comprende un gen suicida, que comprende una fusión de citosina desaminasa de levadura 
y uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, a un método y a un kit para preparar el virus del sarampión 
recombinante tal como se reivindica en el presente documento. 
 
Antecedentes de la invención 15 
 
A pesar del avance significativo en el pasado, por ejemplo en el desarrollo de agentes quimioterápicos, terapias 
basadas en anticuerpos, vacunación contra tumores y radioterapia, sigue existiendo una necesidad urgente y no 
satisfecha para el desarrollo de agentes terapéuticos y enfoques terapéuticos novedosos para el tratamiento de 
tumores y enfermedades cancerosas relacionadas. 20 
 
Aunque los enfoques de terapia génica son sustancialmente prometedores para tales tratamientos, y aunque se han 
observado resultados antitumorales en diferentes modelos de terapia génica, determinadas limitaciones, 
particularmente en la transferencia de genes de interés a las células tumorales, han obstaculizado el desarrollo 
adicional de tales enfoques. 25 
 
En el pasado, se había observado ocasionalmente que las infecciones naturales o las vacunaciones con virus del 
sarampión daban como resultado remisiones espontáneas de los tumores, particularmente en tumores malignos 
hematológicos, tales como leucemias, dando como resultado la identificación del potencial oncolítico del virus del 
sarampión. 30 
 
El virus del sarampión es un paramixovirus con envuelta, monocatenario, de sentido negativo, del género 
Morbillivirus que provoca la enfermedad infecciosa del sarampión, una infección del sistema respiratorio. El genoma 
del virus del sarampión contiene seis genes que codifican para ocho proteínas: la proteína de la nucleocápside (N), 
fosfoproteína (P), proteína de matriz (M), proteína de fusión (F), hemaglutinina (H) y proteína grande (L), y dos 35 
proteínas accesorias, denominadas C y V. El virus entra en las células diana por medio de una fusión de membrana 
independiente del pH. Las proteínas H y F están implicadas en la unión al receptor y la fusión de membrana, 
respectivamente. La entrada del virus del sarampión en las células se produce por medio de la interacción de la 
glicoproteína H de superficie con los dos receptores conocidos para el virus del sarampión: CD46, que está presente 
de manera ubicua en células nucleadas de primate, pero se sobreexpresa frecuentemente en tumores, y la molécula 40 
de señalización de activación linfocitaria (SLAM) que está ubicada principalmente en células B y T. CD46 es una 
proteína reguladora del complemento asociada a membrana que protege las células humanas frente a la lisis de 
complemento autólogo actuando como cofactor en la inactivación proteolítica de productos de complemento de C3b 
y C4b, proporcionando por tanto protección para células tumorales frente a la lisis mediada por complemento. El 
reconocimiento del receptor por parte de la proteína H conduce a cambios conformacionales de la proteína F que 45 
dan como resultado la fusión con membranas de célula diana y la posterior entrada viral. Las células infectadas, 
incluyendo las células tumorales, expresan las proteínas F y H virales en la superficie celular. El reconocimiento del 
receptor viral en células vecinas infectadas o no infectadas desencadena de manera similar una fusión célula a 
célula. Por tanto, el efecto citopático típico del virus del sarampión es la formación de agregados celulares 
mononucleares gigantes (sincitios). 50 
 
La mayoría de las preparaciones de virus del sarampión usadas para las vacunas contra el sarampión o para la 
investigación del virus del sarampión oncolítico se basan en un virus del sarampión vivo atenuado derivado de la 
denominada cepa de vacuna de Edmonston, un aislado obtenido originariamente en 1954, que se usó para crear la 
línea celular Edmonston-Enders, y basándose en ésta, las líneas de simiente Edmonston A y B mediante pases en 55 
serie en células humanas y la posterior adaptación a fibroblastos embrionarios de pollo (CEF). Tuvo que 
interrumpirse el uso de la vacuna atenuada viva desarrollada originariamente basada en el linaje Edmonston B 
debido a su alta reactogenicidad. Mediante la atenuación adicional de las líneas Edmonston, Edmonston-Enders y 
Edmonston A y B, se desarrollaron derivados del sarampión adicionales (Edmonston-Enders: AIK-C, Edmonston 
Zagreb; Edmonston A: Schwarz; Edmonston B: Moraten). 60 
 
A pesar del avance que se ha realizado desde el descubrimiento del potencial oncolítico del virus del sarampión, que 
se resume en un artículo de revisión reciente (Msaouel, P., Dispenzieri, A., y Galanis, E., Clinical testing of 
engineered oncolytic measles virus strains in the treatment of cancer: An overview, Curr Opin Mol Ther. 2009; 11: 
43-53), aún no ha llegado al mercado ningún producto terapéutico basado en el virus del sarampión oncolítico, 65 
hecho que, al menos en parte, puede deberse al potencial de los virus de tipo natural de provocar efectos 
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secundarios graves, y particularmente a las limitaciones técnicas en la fabricación de preparaciones de virus de alta 
pureza para uso clínico. Aunque el conocimiento creciente de la biología del virus del sarampión, así como el 
desarrollo de un sistema de genética inversa que permite rescatar cepas del virus del sarampión recombinantes y la 
modificación mediante ingeniería viral, han abierto nuevas oportunidades para el desarrollo del virus del sarampión 
como agente terapéutico en el tratamiento del cáncer, siguen existiendo varias limitaciones en los constructos que 5 
se usan en la actualidad. 
 
Por ejemplo, muchos de los programas de investigación y desarrollo que se están siguiendo actualmente se basan 
en el trabajo de Martin Billeter y colegas (Radecke, F., Spielhofer, P., Schneider, H., Kaelin, K., Huber, M., Dötsch, K, 
Christiansen, G., y Billeter, M., Rescue of measles viruses from cloned DNA. EMBO Journal 14 (1995) 5773-5784; 10 
documento WO 97/06270). Basándose en la cepa de laboratorio de VS, Guy Ungerechts y colegas han sometido a 
prueba la eficacia oncolítica del virus del sarampión redireccionados mediante CEA y CD20 reforzados con genes 
suicidas en modelos de ratón inmunocompetente (Ungerechts et al., Molecular Therapy 15, 11 (2007) 1991-1997; 
Ungerechts et al., Cancer Investigation 67, 22 (2007) 10939-10947; Ungerechts et al., Molecular Therapy 13, 
suplemento 1 (2006) 373). Springfield et al. (Molecular Therapy 9, suplemento 1 (2004) 224) han sometido a prueba 15 
la expresión in vitro y la actividad enzimática de genes suicidas codificados por virus del sarampión recombinantes. 
Posteriormente, se ha demostrado que la secuencia del genoma viral clonado se desviaba con respecto a la 
secuencia de Edmonston B, siendo más próxima a la cepa Edmonston de tipo natural y teniendo sustituciones 
relacionadas con el subgrupo Edmonston (Parks et al., J. Virol. 75 (2001) 910-920; Parks et al., J. Virol. 75 (2001) 
921-933). 20 
 
Además, actualmente están rescatándose preparaciones de virus del sarampión a partir de líneas celulares que no 
se han aprobado para la producción de vacunas, tales como fibroblastos embrionarios de pollo (CEF) o células de 
riñón embrionario humano 293, tanto complicando como aumentando de este modo los costes de la producción a 
gran escala de partículas de virus del sarampión recombinantes de conformidad con los requisitos de BPF. 25 
 
Adicionalmente, se ha demostrado que, por ejemplo, tumores derivados de determinadas líneas celulares (por 
ejemplo, RPMI 8226 y HT1080) eran resistentes al tratamiento con virus del sarampión oncolítico a pesar de 
repetidas inyecciones de virus (Peng KW, Facteau S, Wegman T, O’Kane D, Russell SJ. Non-invasive in vivo 
monitoring of trackable viruses expressing soluble marker peptides. Nat Med. (2002);8:527-31). 30 
 
Por tanto, sigue existiendo una necesidad continua de una composición farmacéutica mejorada que comprenda un 
virus del sarampión recombinante para su uso en el tratamiento de células cancerosas y métodos mejorados para la 
generación de tales composiciones farmacéuticas y tal virus del sarampión recombinante. 
 35 
Objetos de la invención 
 
Por consiguiente, en vista de los problemas de la técnica anterior, un primer objeto de la presente invención es 
proporcionar una composición farmacéutica mejorada que comprenda un virus del sarampión recombinante con 
actividad oncolítica frente a tumores que son resistentes al virus del sarampión de la técnica anterior. 40 
 
El segundo objeto de la presente invención es proporcionar una composición farmacéutica mejorada que comprenda 
un virus del sarampión recombinante que tenga un genoma viral correspondiente al genoma de vacunas contra el 
sarampión vivas atenuadas establecidas. 
 45 
El tercer objeto de la presente invención es proporcionar un método más seguro y más barato para rescatar un virus 
del sarampión recombinante para su uso en el tratamiento de células cancerosas. 
 
Sumario de la invención 
 50 
Estos y otros objetos se solucionan mediante la provisión del virus del sarampión recombinante según la 
reivindicación 1. 
 
La provisión de un virus del sarampión recombinante que codifica para un gen suicida para su uso en el tratamiento 
de células cancerosas con resistencias primaria o secundaria frente a un virus del sarampión oncolítico sin actividad 55 
de gen suicida posibilita un tratamiento mucho más eficaz de tumores sólidos, lo que permite de manera 
concomitante emplear un número reducido de partículas de virus del sarampión infecciosas sin pérdida alguna en la 
eficacia antitumoral. De este modo pueden reducirse significativamente los costes de viroterapia. 
 
La presente invención se refiere a un virus del sarampión recombinante basado en la cepa Schwartz de la vacuna 60 
contra el sarampión que comprende un gen suicida, que comprende una fusión de una citosina desaminasa, 
particularmente citosina desaminasa de levadura, y una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo 
fosforribosiltransferasa de levadura, particularmente en el que dicho gen suicida comprende una secuencia mostrada 
en la figura 2. 
 65 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método para generar el virus del sarampión recombinante 
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según la presente invención, que comprende la etapa de (a) clonar (i) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna 
contra el sarampión, y (ii) un gen suicida, que comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente 
citosina desaminasa de levadura, y una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo 
fosforribosiltransferasa de levadura, en un plásmido bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II. 
 5 
En aún otro aspecto, la presente invención se refiere a un kit que comprende: 
 
(a) un plásmido que comprende (i) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, y (ii) un gen 
suicida, que comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, y 
una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, bajo el control de un 10 
promotor de ARN polimerasa II, particularmente en el que dicho gen suicida comprende una secuencia mostrada en 
la figura 2, particularmente en el que el plásmido tiene la secuencia mostrada en la figura 4, figura 28 o figura 29, 
más particularmente figura 4; 
 
(b) al menos un plásmido que comprende genes N, P y L auxiliares del virus del sarampión, en forma de genes 15 
individuales, cada uno bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II. 
 
Figuras 
 
La figura 1 muestra la secuencia genética de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión (SEQ-ID NO. 1). 20 
 
La figura 2 muestra la secuencia genética de la fusión de citosina desaminasa de levadura y uracilo 
fosforribosiltransferasa de levadura (con secuencia ligadora) (SEQ-ID NO. 2). 
 
La figura 3 muestra la secuencia genética completa del plásmido pc3MerV2 Id-Trka que codifica para el virus del 25 
sarampión recombinante básico modificado mediante ingeniería a partir de la cepa Schwarz de VS sin ningún 
transgén pero con casete de transcripción adicional (SEQ-ID NO. 3). 
 
La figura 4 muestra la secuencia genética del vector pc3MerV2 Id-SCD (que codifica para Id-SCD de VS) (SEQ-ID 
NO. 4). 30 
 
La figura 5 muestra la secuencia genética del plásmido auxiliar requerido para la expresión del gen N (SEQ-ID NO. 
5), que se basa en el constructo variante del promotor de CMV pc3, que abarca los nucleótidos del promotor de 
CMV desde -301 hasta -1 (definiéndose +1 como sitio de iniciación de la transcripción) más tres nucleótidos (TGG) 
insertados adicionalmente tras la posición -1: 35 
 
- nt 1358 - 2935: ORF de N de Schwarz de VS (1578 nt = 525 aa + codón de terminación) 
 
La figura 6 muestra la secuencia genética del plásmido auxiliar requerido para la expresión del gen P (SEQ-ID NO. 
6), que se basa en el constructo variante del promotor de CMV pc3: 40 
 
- nt 1358 - 2881: ORF de P de Schwarz de VS (1524 nt = 507 aa + codón de terminación) 
 
La figura 7 muestra la secuencia genética del plásmido auxiliar requerido para la expresión del gen L (SEQ-ID NO. 
7), que se basa en el constructo variante del promotor de CMV pc3: 45 
 
- nt 1358 - 7909: ORF de L de Schwarz de VS (6552 nt = 2183 aa + codón de terminación) 
 
La figura 8 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células HuCCT1, RBE y TFK-1 
(células de colangiocarcinoma humano) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD 50 
(Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
La figura 9 muestra los resultados de un ensayo de liberación de LDH de células HuCCT1, RBE y TFK-1 (células de 
colangiocarcinoma humano) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 55 
La figura 10 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células SAS y HTB-43 FaDu 
(células de cáncer de cabeza y cuello (H&N) humano) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido 
pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 11 muestra los resultados de un ensayo de liberación de LDH de células SAS y HTB-43 FaDu (células de 60 
cáncer de H&N humano) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 12 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células A 673, BRZ y SRH (células 
de sarcoma humano) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 65 
La figura 13 muestra los resultados de un ensayo de liberación de LDH de células A 673 y SRH (células de sarcoma 
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humano) tratadas con partículas virales rescatadas de pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 14 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células SRH tratadas con 
partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 5 
La figura 15 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma 
(líneas celulares CCS, LM) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 16 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma 
(líneas celulares STO, ZAF, KD) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 10 
 
La figura 17 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de glioblastoma 
(líneas celulares LNT 229, LNT 229 CTS-1) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-
SCD (Id-SCD). 
 15 
La figura 18 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de glioblastoma 
(líneas celulares LN 18, LN 18 resistente a la apoptosis) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido 
pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 19 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de carcinoma de 20 
células renales (ACHN), adenocarcinoma pulmonar (HOP-62) y melanoma (M14) tratadas con partículas virales 
rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 20 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de 
adenocarcinoma de colon (líneas celulares KM-12, HCT-15) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido 25 
pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD). 
 
La figura 21 muestra el efecto de tres vectores de VS reforzados diferentes en células de carcinoma hepatocelular 
humano Hep3B (vectores pc3MerV2 Id-SCD, pc3MerV2 Id-VP22SCD y pMerV2 P-SCD); todos los experimentos se 
llevaron a cabo por cuadruplicado; los experimentos se repitieron tres veces; valores: media + EEM. 30 
 
La figura 22 muestra el efecto de tres vectores de VS reforzados diferentes en células de carcinoma hepatocelular 
humano HepG2 (vectores pc3MerV2 Id-SCD, pc3MerV2 Id-VP22SCD y pMerV2 P-SCD); todos los experimentos se 
llevaron a cabo por cuadruplicado; los experimentos se repitieron tres veces; valores: media + EEM. 
 35 
La figura 23 muestra el efecto de tres vectores de VS reforzados diferentes en células de carcinoma hepatocelular 
humano PLC/PRF/5 (vectores pc3MerV2 Id-SCD, pc3MerV2 Id-VP22SCD y pMerV2 P-SCD); todos los experimentos 
se llevaron a cabo por cuadruplicado; los experimentos se repitieron tres veces; valores: media + EEM. 
 
La figura 24 muestra los resultados de una determinación de volúmenes tumorales en un modelo de tumor de HCC 40 
animal de xenoinjerto (modelo Hep3B). 
 
La figura 25 muestra los resultados de una determinación de datos de supervivencia en un modelo de tumor de HCC 
animal de xenoinjerto (modelo Hep3B). 
 45 
La figura 26 muestra los resultados de una determinación de volúmenes tumorales en un modelo de tumor de CC 
animal de xenoinjerto (modelo TFK-1). 
 
La figura 27 muestra una vista general esquemática de ADNc virales y los respectivos vectores virales. Se muestran 
los plásmidos (A) pc3MerV2 Id-SCD (20.841 pb), (B) pc3MerV2 Id-VP22SCD (21.759 pb), y (C) pMerV2 P-SCD 50 
(20.546 pb). Se presentan visualmente los marcos de lectura abiertos como flechas (genes virales en blanco, 
transgenes en oscuro). Las regiones no traducidas y la estructura principal de plásmido se representan como líneas 
rectas. N: proteína de la nucleocápside, P: fosfoproteína, M: proteína de matriz, F: proteína de fusión, H: 
hemaglutinina, L: proteína grande, SCD: super-citosina desaminasa, VP22SCD: fusión de SCD y la proteína del 
virus del herpes simple VP22. 55 
 
La figura 28 muestra la secuencia genética del vector pMerV2 P-SCD (que codifica para P-SCD de VS) (SEQ-ID NO. 
8). 
 
La figura 29 muestra la secuencia genética del vector pc3MerV2 Id-VP22SCD (que codifica para Id-VP22SCD de 60 
VS) (SEQ-ID NO. 9). 
 
Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención se refiere a una composición farmacéutica que comprende un virus del sarampión 65 
recombinante basado en la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión que comprende un gen suicida que 
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comprende una fusión de una citosina desaminasa y una uracilo fosforribosiltransferasa para su uso en el 
tratamiento de células cancerosas con resistencias primaria o secundaria frente a un virus del sarampión oncolítico 
sin actividad de gen suicida. 
 
Los términos “comprender” y “contener” dentro del significado de la invención introducen una lista no exhaustiva de 5 
características. Del mismo modo, la palabra “una/a” debe entenderse en el sentido de “al menos uno/a”. 
 
En el contexto de la presente invención, el término “gen suicida” se refiere a un gen, cuya expresión en una célula 
huésped provoca o da como resultado una viabilidad reducida de tales células huésped. En entornos particulares, el 
gen suicida provocará que una célula se destruya a sí misma a través de apoptosis. En determinados de tales 10 
entornos, la expresión del gen suicida dará como resultado una enzima, que cataliza la generación de un fármaco 
citotóxico a partir de un profármaco no tóxico. 
 
En una realización particular de la composición farmacéutica según la presente invención, las células cancerosas se 
identifican llevando a cabo la siguiente etapa: 15 
 
(a) determinar el porcentaje de células vivas en una población de células derivadas de dichas células cancerosas 
72 h, o preferiblemente 96 h, tras infectar dicha población con el virus del sarampión oncolítico con una multiplicidad 
de infección de 1, siendo un porcentaje del 40% o más de células vivas en dicha población, particularmente el 50% o 
más, más particularmente el 60% o más, indicativo de que dichas células cancerosas son resistentes de manera 20 
primaria o secundaria frente a un virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida. 
 
El virus del sarampión recombinante se basa en la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión. 
 
Una descripción de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, incluyendo su secuencia genómica completa 25 
y su comparación con otras cepas de vacuna, puede encontrarse en Tillieux et al. (Tillieux, S.L., Halseyb, W.S., 
Satheb, G.M., y Vassilev, V. Comparative analysis of the complete sequences of nucleotides of measles, mumps, 
and rubella strain genomes contained in Priorix-Tetra™ and Pro-Quad™ live attenuated combined vaccines. Vaccine 
27 (2009) 2265-2273). 
 30 
En una realización particular, el virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida es de la cepa Schwartz de 
la vacuna contra el sarampión. Más particularmente, el virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida 
tiene una secuencia mostrada en la figura 1 (SEQ-ID NO. 1). 
 
En el contexto de la presente invención, la expresión “tiene una secuencia según SEQ-ID NO. 1” depende del 35 
contexto dado y se refiere o bien a la secuencia de ADN representada en SEQ-ID NO. 1 (ADNc de las partículas de 
virus del sarampión de la cepa Schwarz), o bien a la secuencia de ARN correspondiente, tal como se encuentra 
empaquetada en la partícula viral rescatada de un vector que comprende tal secuencia de ADNc. 
 
En una realización particular de la composición farmacéutica según la presente invención, el gen suicida comprende 40 
una citosina desaminasa de levadura. 
 
Las citosina desaminasas, particularmente citosina desaminasa de levadura, y su uso como enzima de conversión 
en profármaco en la terapia génica contra el cáncer se ha comentado y examinado en diversas publicaciones 
(véase, por ejemplo: Kievit, E., Nyati, M.K., Ng, E., Stegman, L.D., Parsels, J., Ross, B.D., Rehemtulla, A., Lawrence, 45 
T.S. Yeast cytosine deaminase improves radiosensitization and by-stander effect by 5-fluoro-cytosine of human 
colorectal cancer xenografts. Cancer Res. 60 (2000) 6649-55). 
 
El gen suicida comprende además una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo 
fosforribosiltransferasa de levadura. 50 
 
Pudo mostrarse que la expresión concomitante de una citosina desaminasa y una uracilo fosforribosiltransferasa 
mejora la conversión enzimática de 5-fluorocitosina en metabolitos citotóxicos (Tiraby M, Cazaux C, Baron M, 
Drocourt D, Reynes JP, Tiraby G. FEMS Microbiol Lett. 167 (1998) 41-9). 
 55 
El gen suicida comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, 
y una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, denominada SCD 
(SuperCD). 
 
El uso de un gen de fusión que comprende una citosina desaminasa y una uracilo fosforribosiltransferasa se ha 60 
descrito para un sistema adenoviral (Erbs, P., Regulier, E., Kintz, J., Leroy, P., Poitevin, Y., Exinger, F., Jund, R., y 
Mehtali, M. In vivo cancer gene therapy by adenovirus-mediated transfer of a bifunctional yeast cytosine 
deaminase/uracil phosphoribosyltransferase fusion gene. Cancer Res. 60 (2000) 3813-22). 
 
De la manera más particular, el gen suicida comprende una secuencia mostrada en la figura 2 (SEQ-ID NO. 2). 65 
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En el contexto de la presente invención, la expresión “comprende una secuencia según SEQ-ID NO...” depende del 
contexto dado y se refiere o bien a la secuencia de ADN representada en dicha SEQ-ID NO., o bien a la secuencia 
de ARN correspondiente, tal como se encuentra empaquetada en la partícula viral rescatada de un vector que 
comprende tal secuencia de ADN. 
 5 
En una realización particular, el virus del sarampión recombinante comprende una secuencia de ARN que 
corresponde a la secuencia mostrada en la figura 4 (SEQ-ID NO. 4), la figura 28 (SEQ-ID NO. 8) o la figura 29 (SEQ-
ID NO. 9), particularmente la figura 4 (SEQ-ID NO. 4). 
 
En una realización particular de la composición farmacéutica según la presente invención, las células cancerosas 10 
adicionalmente no responden a agentes quimioterápicos y/o radioterapia. 
 
En una realización particular, las células cancerosas se seleccionan de la lista de: células cancerosas de 
colangiocarcinoma, cáncer de cabeza y cuello, y sarcoma. 
 15 
En una realización particular, la composición farmacéutica es para su uso en un tratamiento, que es un tratamiento 
repetido, particularmente cada semana, o cada dos semanas, o cada tres semanas, o cada cuatro semanas, que 
emplea un virus del sarampión recombinante de este tipo basado en la cepa Schwartz de la vacuna contra el 
sarampión que comprende un gen suicida que comprende una fusión de una citosina desaminasa y una uracilo 
fosforribosiltransferasa para su uso en el tratamiento de células cancerosas con resistencias primaria o secundaria 20 
frente a un virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida. 
 
Recientemente, el empleo de un régimen clínico de aplicación repetitiva de un virus del sarampión recombinante sin 
actividad de gen suicida (cada 4 semanas durante hasta 6 ciclos) ha demostrado que los niveles de anticuerpo 
antisarampión en suero en el nivel inicial y a la finalización del estudio permanecieron estables tanto en la sangre 25 
como en el líquido peritoneal en comparación con el nivel inicial, lo que indica una ausencia de refuerzo significativo 
con respecto a la respuesta inmunitaria humoral (Galanis E, Hartmann LC, Cliby WA, Long HJ, Peetambaram PP, 
Barrette BA, Kaur JS, Haluska PJ Jr, Aderca I, Zollman PJ, Sloan JA, Keeney G, Atherton PJ, Podratz KC, Dowdy 
SC, Stanhope CR, Wilson TO, Federspiel MJ, Peng KW, Russell SJ. Cancer Res. 2010;70(3):875-82). Por tanto, se 
encontró que la aplicación repetitiva de virus del sarampión recombinantes era factible en el tratamiento de 30 
pacientes con cáncer. 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un virus del sarampión recombinante basado en la cepa Schwartz 
de la vacuna contra el sarampión que codifica para un gen suicida, que comprende una fusión de una citosina 
desaminasa, particularmente una citosina desaminasa de levadura, y una uracilo fosforribosiltransferasa, 35 
particularmente una uracilo fosforribosiltransferasa de levadura. 
 
En una realización particular del virus del sarampión recombinante según la presente invención, el gen suicida 
comprende una secuencia según la figura 2 (SEQ-ID NO. 2). 
 40 
En una realización particular, el virus del sarampión recombinante comprende una secuencia de ARN mostrada en la 
figura 4 (SEQ-ID NO. 4), la figura 28 (SEQ-ID NO. 8) o la figura 29 (SEQ-ID NO. 9), particularmente la figura 4 (SEQ-
ID NO. 4). 
 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método para generar el virus del sarampión recombinante 45 
según la presente invención, que comprende la etapa de (a) clonar (i) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna 
contra el sarampión, y (ii) un gen suicida que comprende una fusión de una citosina desaminasa y una uracilo 
fosforribosiltransferasa, en un plásmido bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II. 
 
Se ha mostrado el uso del sistema de promotor de ARN polimerasa II para la expresión eficaz de ARN antigenómico 50 
(ARNc) a partir de ADNc de Mononegavirales para el virus de la enfermedad de Borna (VEB) y el virus del 
sarampión (Martin, A., Staeheli, P., y Schneider, U. RNA Polymerase II-Controlled Expresion of Antigenomic RNA 
Enhances the Rescue Efficacies of Two Different Members of the Mononegavirales Independently of the Site of Viral 
Genome Replication, J. Virol. 80 (2006) 5708-5715). 
 55 
En una realización particular del método según la presente invención, el gen suicida comprende una citosina 
desaminasa de levadura. 
 
El gen suicida comprende además una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo 
fosforribosiltransferasa de levadura. 60 
 
El gen suicida comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, 
y una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura. 
 
En una realización particular del método según la presente invención, el gen suicida comprende una secuencia 65 
mostrada en la figura 2 (SEQ-ID NO. 2). 
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En una realización particular, el método comprende además la etapa de: 
 
(b) clonar genes N, P y L auxiliares del virus del sarampión, cada uno bajo el control de un promotor de ARN 
polimerasa II, en al menos un vector. 5 
 
En una realización particular, los genes N, P y L auxiliares virales se clonan cada uno en un vector separado bajo el 
control de un promotor de ARN polimerasa II, particularmente un vector de plásmido, dando como resultado (i) un 
plásmido que codifica para el gen N auxiliar del virus del sarampión, (ii) un plásmido que codifica para el gen P 
auxiliar del virus del sarampión, y (iii) un plásmido que codifica para el gen L auxiliar del virus del sarampión. 10 
 
Por tanto, tal realización se refiere a un método que comprende las etapas de: 
 
(b) clonar genes N auxiliares del virus del sarampión bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II, en un 
primer vector, particularmente un vector de plásmido; 15 
 
(c) clonar el gen P auxiliar del virus del sarampión bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II en un 
segundo vector, particularmente un vector de plásmido; 
 
(d) clonar el gen L auxiliar del virus del sarampión bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II en un tercer 20 
vector, particularmente un vector de plásmido. 
 
En una realización particular, las etapas (a) y/o (b), o (a) y/o (b) a (d), comprenden además la etapa de eliminar 
supuestas secuencias de corte y empalme de dicho genoma y/o dichos genes auxiliares. 
 25 
En una realización particular, la etapa (a) da como resultado el plásmido que tiene la secuencia mostrada en la 
figura 4 (SEQ-ID NO. 4), la figura 28 (SEQ-ID NO. 8) o la figura 29 (SEQ-ID NO. 9), particularmente la figura 4 (SEQ-
ID NO. 4). 
 
En una realización particular, las etapas (b) a (d) dan como resultado plásmidos que tienen las secuencias 30 
mostradas en la figura 5 (SEQ-ID NO. 5), la figura 6 (SEQ-ID NO. 6) y la figura 7 (SEQ-ID NO. 7). 
 
En una realización particular, el método según la presente invención comprende además la etapa de: 
 
(e) transfectar células huésped con plásmidos de las etapas (a) y (b), particularmente células huésped de una línea 35 
celular certificada aprobada para la producción de vacunas, particularmente de líneas celulares Vero o MRC-5. 
 
Uno de los factores más importantes para la producción de vacunas virales vivas es su estabilidad genética. La 
estabilidad genética incluye cuestiones relacionadas con la reversión potencial de la cepa de vacuna en formas más 
virulentas, la recombinación con otras secuencias virales para producir virus potencialmente patógenos, y cualquier 40 
deriva genética que pueda dar como resultado una disminución de la inmunogenicidad y la eficacia. En diversos 
casos se ha demostrado que la propagación de cepas de vacuna viva en líneas celulares Vero y MRC-5 mantiene la 
estabilidad genética de las cepas de vacuna (véase, por ejemplo, Laassri M, Meseda CA, Williams O, Merchlinsky M, 
Weir JP, Chumakov K., Microarray assay for evaluation of the genetic stability of modified vaccinia virus Ankara B5R 
gene. J. Med. Virol. 79 (2007) 791-802). 45 
 
En una realización particular, el método comprende además la etapa de: 
 
(f) rescatar virus del sarampión recombinante de la célula huésped transfectada en la etapa (e). 
 50 
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un kit que comprende: 
 
(a) un plásmido que comprende (i) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, y (ii) un gen 
suicida, que comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, y 
una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, bajo el control de un 55 
promotor de ARN polimerasa II, particularmente en el que dicho gen suicida comprende una secuencia mostrada en 
la figura 2 (SEQ-ID NO. 2), particularmente en el que el plásmido tiene la secuencia mostrada en la figura 4 (SEQ-ID 
NO. 4), la figura 28 (SEQ-ID NO. 8) o la figura 29 (SEQ-ID NO. 9), más particularmente la figura 4 (SEQ-ID NO. 4); 
 
(b) al menos un plásmido que comprende los genes N, P y L auxiliares del virus del sarampión, cada uno en forma 60 
de un único gen bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II. 
 
En una realización particular del kit según la presente invención, los genes N, P y L auxiliares virales se clonan cada 
uno en un plásmido separado, cada uno bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II, particularmente en el 
que los plásmidos tienen las secuencias mostradas en la figura 5 (SEQ-ID NO. 5), la figura 6 (SEQ-ID NO. 6) y la 65 
figura 7 (SEQ-ID NO. 7). 
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La invención se describe ahora con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se proporcionan sólo con 
propósitos de ilustración y no debe interpretarse que la invención está limitada a estos ejemplos, sino que debe 
interpretarse más bien que abarca cualquiera y todas las variaciones que resulten evidentes como resultado de la 
enseñanza proporcionada en el presente documento. Los siguientes materiales y métodos se proporcionan con 5 
respecto a los siguientes ejemplos pero no limitan una multiplicidad de materiales y metodologías abarcados por la 
presente invención. 
 
Ejemplos 
 10 
Ejemplo 1: Preparación de vector de plásmido de ADNc de VS pc3MerV2 Id-Trka (figura 3, SEQ-ID NO. 3) 
 
Se llevó a cabo la preparación del vector de ADNc de virus del sarampión esencialmente tal como se describió 
recientemente (Inoue K, Shoji Y, Kurane I, lijima T, Sakai T, Morimoto K. J Virol Methods. 2003;107:229-36; Martin A, 
Staeheli P, Schneider, U. J. Virol. 2006;80:5708-15), pero con las siguientes modificaciones importantes. 15 
 
- inicialmente, no estaba claro (i) qué partes/segmentos de la secuencia del promotor de ARN polimerasa II (Pol II) 
de citomegalovirus (CMV) usado ampliamente debían considerarse como óptimos cuando se empleaban para el 
rescate y la amplificación de vectores de virus del sarampión recombinante y (ii) cuáles de los diferentes genomas 
de virus CMV descritos en GenBank (M60321, M21295) debía usarse para la generación de un promotor mínimo 20 
basado en CMV; por tanto, tuvo que realizarse en primer lugar un análisis sistemático sobre diferentes constructos 
de promotor derivado de CMV mínimo; los resultados de este estudio revelaron que el constructo variante de 
promotor pc3, que abarca los nucleótidos del promotor de CMV desde -301 hasta -1 (definiéndose +1 como sitio de 
iniciación de la transcripción) más tres nucleótidos (TGG) insertados adicionalmente tras la posición -1, proporcionó 
un rendimiento óptimo tanto en el rescate viral como en la amplificación de virus; 25 
 
- esta versión muy corta del promotor derivado de citomegalovirus, que presenta sólo 301 más 3 nucleótidos (nt), 
proporciona la ventaja adicional de acortar la longitud global del plásmido que contiene el genoma de vector de virus 
del sarampión recombinante, lo que potencia la eficacia de replicación de plásmido; 
 30 
- además, la ausencia de secuencias intrónicas en el promotor de CMV pc3 mínimo (301 nt + 3 nt) obstaculiza el 
direccionamiento de ARNm hacia la maquinaria de corte y empalme antes de exportar ARNm desde el núcleo; una 
eficacia de corte y empalme reducida de ese modo mejora tanto el rescate como la amplificación del virus del 
sarampión; 
 35 
- además, la incorporación deliberada de una ribozima del virus de la hepatitis delta (VHD) situada en 3’ se usó para 
procesar de manera exacta el extremo 3’ de todos los transcritos. 
 
La secuencia de pc3MerV2 Id-Trka (véase la figura 1) puede describirse tal como sigue con referencia a la posición 
de los nucleótidos (nt); UTR - región no traducida; ORF - marco de lectura abierto: 40 
 
- nt 1 - 55: secuencia líder de VS 
 
- nt 56 - 66: inicio del gen para la transcripción transgénica (secuencia de inicio del gen obtenida del gen N de VS) 
 45 
- nt 67 - 103: 5’-UTR (secuencia 5’-UTR obtenida del gen N de VS) 
 
- nt 103 - 108: sitio de clonación, que presenta un sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restricción XhoI 
(C’TCGAG) 
 50 
- nt 109 - 114: sitio de clonación, que presenta sitios de reconocimiento para la endonucleasa de restricción PauI 
(G’CGCGC) o AscI (GG’CGCGCC); ambos sitios de reconocimiento representan sitios únicos que están presentes 
sólo una vez en la secuencia de vector completa 
 
- nt 115 - 126: 3’-UTR derivada del gen N de VS 55 
 
- nt 127 - 136: fin del gen para la transcripción transgénica (obtenido del gen N de VS) 
 
- nt 140 - 150: inicio del gen de N de VS 
 60 
- nt 192 - 1769: ORF de N (1578 nt = 525 aa + codón de terminación) 
 
- nt 1891 - 3414: ORF de P (1524 nt = 507 aa + codón de terminación) 
 
- nt 2036 - 2043: sitio de clonación en 3’, que presenta un sitio de reconocimiento para la endonucleasa de 65 
restricción SdaI (CCTGCA’GG), sitio único que está presente sólo una vez en la secuencia de vector completa 
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- nt 1913 - 2473: ORF de C (gen no estructural; 561 nt = 186 aa + codón de terminación) 
 
- nt 2575 - 2582: caja de edición A5G3; inserción de un único nucleótido (G) tras nt 2580 
 5 
- nt 1891 - 2789: ORF transmarco de V tras edición de ARNm (gen no estructural; 900 nt = 299 aa + codón de 
terminación) 
 
- nt 3522 - 4529: ORF de M (1008 nt = 335 aa + codón de terminación) 
 10 
- nt 5533 - 7194: ORF de F (1662 nt = 553 aa + codón de terminación) 
 
- nt 7355 - 9208: ORF de H (1854 nt = 617 aa + codón de terminación) 
 
- nt 9318 - 15869: ORF de L (6552 nt = 2183 aa + codón de terminación) 15 
 
- nt 15942 - 15978: secuencia remolque de VS (37 nt) 
 
Ejemplo 2: Preparación de vector de plásmido de Id-SCD de VS (Id-SCD) pc3MerV2 Id-SCD (figura 4, SEQ-ID NO. 
4) 20 
 
Para la generación del vector del virus del sarampión Id-SCD de VS (Id-SCD) recombinante, se digirió el plásmido 
pUC-SCD, que codifica para el gen de fusión suicida SCD, con la endonucleasa de restricción MluI y se ligó el 
fragmento que contenía el marco de lectura abierto del gen de fusión suicida SCD en el vector básico pc3MerV2 Id-
Trka (derivado del vector parental pc3 que abarca el promotor de ARN polimerasa II (Pol II) de CMV optimizado 25 
(acortado y modificado)) que se había linealizado con la endonucleasa de restricción AscI. Se verificó la correcta 
integración del fragmento mediante un digesto de restricción y secuenciación. Se produjeron satisfactoriamente 
partículas virales infecciosas mediante el siguiente procedimiento de rescate. 
 
pc3MerV2 Id-SCD (figura 4, SEQ-ID NO. 4). La secuencia de pc3MerV2 Id-SCD (véase la figura 2) puede 30 
describirse tal como sigue con referencia a la posición de los nt: 
 
- nt 1 - 55: secuencia líder de VS 
 
- nt 56 - 66: inicio del gen para la transcripción transgénica (secuencia de inicio del gen obtenida del gen N de VS) 35 
 
- nt 67 - 103: 5’-UTR (secuencia 5’-UTR obtenida del gen N de VS) 
 
- nt 103 - 108: sitio de clonación, que presenta un sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restricción XhoI 
(C’TCGAG) 40 
 
- nt 109 - 114: sitio de clonación, que presenta sitios de reconocimiento para la endonucleasa de restricción PauI 
(G’CGCGC) o AscI (GG’CGCGCC); ambos sitios de reconocimiento representan sitios únicos que están presentes 
sólo una vez en la secuencia de vector completa 
 45 
- nt 121 - 1242: ORF de SCD (1122 nt = 373 aa + codón de terminación) 
 
- nt 1243 - 1248: sitios de clonación, que presentan sitios de reconocimiento para las endonucleasas de restricción 
MluI (A’CGCGT) + Paul (A’CGCGC) 
 50 
- nt 1249 - 1260: 3’-UTR 
 
- nt 1262 - 1270: fin del gen para la transcripción transgénica (obtenido del gen N de VS) 
 
- nt 1274 - 1284: inicio del gen de N de VS 55 
 
- nt 1326 - 2903: ORF de N (1578 nt = 525 aa + codón de terminación) 
 
- nt 3025 - 4548: ORF de P (1524 nt = 507 aa + codón de terminación) 
 60 
- nt 3047 - 3607: ORF de C (gen no estructural; 561 nt = 186 aa + codón de terminación) 
 
- nt 3709 - 3716: caja de edición A5G3; inserción de un único nucleótido (G) tras nt 2580 
 
- nt 3025 - 3923: ORF transmarco de V tras edición de ARNm (gen no estructural; 900 nt = 299 aa + codón de 65 
terminación) 
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- nt 4656 - 5663: ORF de M (1008 nt = 335 aa + codón de terminación) 
 
- nt 6667 - 8328: ORF de F (1662 nt = 553 aa + codón de terminación) 
 5 
- nt 8489 - 10342: ORF de H (1854 nt = 617 aa + codón de terminación) 
 
- nt 10452 - 17003: ORF de L (6552 nt = 2183 aa + codón de terminación) 
 
- nt 17076 - 17112: secuencia remolque de VS (37 nt) 10 
 
Ejemplo 3: Preparación de plásmidos auxiliares (figuras 5 a 7, SEQ-ID NO. 5 a 7) 
 
Se llevó a cabo la preparación de plásmidos auxiliares que portan o bien el gen N, el gen P o bien el gen L, 
respectivamente, esencialmente tal como se describió recientemente (Martin A, Staeheli P, Schneider U. J Virol. 15 
2006;80:5708-15), pero con las siguientes modificaciones importantes: 
 
- como resultado de un análisis sistemático de diferentes constructos de promotor derivado de CMV mínimo, el 
constructo variante de promotor pc3, que se encontró que proporcionaba un rendimiento óptimo tanto en el rescate 
viral como en la amplificación de virus, también se empleó para la generación de plásmidos auxiliares; 20 
 
- la ausencia de secuencias intrónicas en el promotor de CMV pc3 mínimo (301 nt + 3 nt) obstaculiza el 
direccionamiento de ARNm hacia la maquinaria de corte y empalme antes de exportar ARNm desde el núcleo; una 
eficacia de corte y empalme reducida de este modo mejora tanto el rescate como la amplificación del virus del 
sarampión; 25 
 
- además, la incorporación deliberada de una ribozima del virus de la hepatitis delta (VHD) situada en 3’ se usó para 
procesar de manera exacta el extremo 3’ de todos los transcritos; 
 
- finalmente, se encontró que esta variante de promotor pc3 no sólo posibilitaba una trascripción mediada por Pol II 30 
eficaz del gen N, el gen P y el gen L del virus del sarampión, sino que transcritos del gen N, el gen P y el gen L del 
virus del sarampión también se exportan de manera eficaz desde el núcleo sin corte y empalme abundante de sitios 
de corte y empalme crípticos. 
 
Ejemplo 4: Rescate de partículas de virus del sarampión del vector Id-SCD de VS (Id-SCD) 35 
 
El día 0, se sembraron células Vero (ATCC CCL-81) en una placa de 6 pocillos a una densidad de 4 x 10

5
 

células/pocillo. El día 1, se transfectaron las células Vero usando las siguientes condiciones de transfección 
 

se pipetearon 200 µl de medio DMEM en un tubo de 1,5 ml. Después, se añadieron las siguientes cantidades de 40 
ADN de plásmido: 
 

Plásmido Cantidad [µg] 

pcDI-DsRed 0,1 
pcDIMER-N 0,5 
pcDIMER-P 0,1 
pcDIMER-L 0,5 
plásmido de longitud completa de VS 5,0 

 

Tras mezclar, se centrifugó la mezcla y se añadieron 18,6 µl de FuGene HD (Roche) (es decir 3 µl de FuGene/1 µg 
de ADN) directamente al líquido. Tras agitar con vórtex, se centrifugó la mezcla. Se incubó la mezcla de reacción 45 
durante 25 min a temperatura ambiente. 
 
Se lavaron las células dos veces con PBS. Tras la adición de 1,8 ml de DMEM + FCS al 2% + PS, se añadió la 
mezcla de transfección gota a gota a las células y se sacudió la placa. 
 50 
Se incubó el cultivo celular a 37ºC y CO2 al 5%. 
 
Los días 2 y 3 se cambió el medio (1 ml de DMEM + FCS al 2% + PS). 
 
Cuando aparecieron sincitios (aproximadamente el día 4), se sembraron las células Vero en placas de 10 cm para 55 
su recubrimiento (un frasco T75 confluente en 10 ml, sembrar aproximadamente 0,5 ml por placa). 
 
Al día siguiente, se realizó un recubrimiento rascando células de rescate en el medio, pipeteando hacia arriba y 
hacia abajo gota a gota sobre células Vero. 
 60 
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Cuando aparecieron sincitios (aproximadamente 1 día tras el recubrimiento), se sembraron en placa 3 x 10
5
 células 

Vero en una placa de 6 pocillos para el pase 0 del virus (P.0). 
 
Al día siguiente se cogieron sincitios (2-3 por constructo). Se retiró el medio de la placa de 10 cm y se pipetearon 5-

10 µl de medio directamente sobre un sincitio. Pipeteando hacia arriba y hacia abajo y raspando, se extrajo el sincitio 5 
y se pipeteó sobre las células Vero nuevas en una placa de 6 pocillos. 
 
Cuando aparecieron sincitios, se rasparon las células en el medio y se almacenaron a -80ºC (= P.0). 
 
Como resultado de nuestro procedimiento que emplea estos plásmidos que codifican para: 10 
 
(a) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, y un gen suicida, que comprende una fusión 
de citosina desaminasa de levadura y uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, 
 
(b) el gen N auxiliar del virus del sarampión, 15 
 
(c) el gen P auxiliar del virus del sarampión, 
 
(d) el gen L auxiliar del virus del sarampión, 
 20 
cada uno bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II, pudo conseguirse un máximo de 16.000 puntos 
infecciosos (sincitios) en el pase 1 (P.1), lo que es mucho mayor en comparación con los resultados que expresan 
los mismos genomas y transgenes bajo el control de la ARN polimerasa de bacteriófago T7, produciendo sólo un 
máximo de 8.800 puntos infecciosos (sincitios) en P.1. Por tanto, se ha demostrado que el uso del sistema de 
promotor de ARN polimerasa II derivado de CMV da como resultado una producción altamente eficaz de partículas 25 
de virus del sarampión recombinante infecciosas. 
 
Ejemplo 5: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células HuCCT1, RBE y TFK-1 
 
La figura 8 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células HuCCT1, RBE y TFK-1 30 
(células de colangiocarcinoma humano) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido 
pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
En general, para el ensayo de proliferación de tipo SRB, se sembraron las células el día 0 y se infectaron tras 24 h 
con una MOI cualquiera de 0,001, 0,01, 0,1, 1 ó 10 (véanse los experimentos individuales y/o las figuras adjuntas) 35 
de partículas virales, y en el caso de tratamiento con profármaco, se añadió 5-FC 3 h tras la infección. El ensayo de 
tipo SRB se llevó a cabo 96 h tras la infección. 
 
Por el contrario, cuando se infectaron células RBE o TFK-1 con Id-SCD de VS con una multiplicidad de infección de 
1 (MOI 1) y luego se cultivaron sin la adición del profármaco 5-FC, se calculó que la pérdida de masa celular tras 96 40 
h (medida mediante el ensayo de proliferación de tipo SRB) estaba en el intervalo del 58% (RBE) o el 86% (TFK-1) 
en comparación con células control no infectadas (establecidas a una masa celular del 100%), respectivamente 
(valores rodeados por el rectángulo situado en el lado izquierdo de la gráfica). 
 
Las células HuCCT1 que se habían infectado con Id-SCD de VS (MOI 1) y luego se habían cultivado sin la adición 45 
del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h sólo en el intervalo del 42% en comparación 
con células control no infectadas (establecidas a una masa celular del 100%). De este modo, las células HuCCT1 
muestran una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin empleo de una función de gen 
suicida adicional). Sin embargo, cuando se cultivaron células HuCCT1 infectadas con Id-SCD de VS (MOI 1) con la 
adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en 50 

un intervalo de hasta el 99% en comparación con células control no infectadas (establecidas a una masa celular del 
100%). Por tanto, se demostró que podía superarse una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica 
anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células HuCCT1 a través del uso de la función de gen 
suicida de SCD que cataliza la generación de un fármaco citotóxico (5-FU y derivados) a partir de un profármaco no 
tóxico (5-FC). 55 
 
Ejemplo 6: Ensayo de liberación de LDH de células HuCCT1, RBE y TFK-1 
 
La figura 9 muestra los resultados de un ensayo de liberación de LDH de células HuCCT1, RBE y TFK-1 (células de 
colangiocarcinoma humano) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-60 
SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
Cuando se infectaron células RBE o TFK-1 con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se cultivaron sin la adición del 
profármaco 5-FC, se calculó que la liberación de la enzima LDH (usada en este caso como parámetro sustituto para 
la pérdida de integridad celular) tras 96 h (medida mediante el ensayo de liberación de LDH) estaba en el intervalo 65 
del 70% (RBE) o el 85% (TFK-1) en comparación con células control no infectadas que estaban completamente 
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lisadas por el tratamiento con el detergente Triton X-100 (establecido a una liberación de LDH del 100%), 
respectivamente (valores rodeados por el rectángulo situado en el lado izquierdo de las gráficas). 
 
Por el contrario, las células HuCCT1 que se habían infectado con Id-SCD de VS (MOI 1) y luego se habían cultivado 
sin la adición del profármaco 5-FC mostraron una liberación de la enzima LDH tras 96 h sólo en el intervalo del 31% 5 
en comparación con células control no infectadas, respectivamente. De este modo, se demostró de nuevo que las 
células HuCCT1 muestran una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una 
función de gen suicida adicional). Sin embargo, cuando se cultivaron células HuCCT1 infectadas con Id-SCD de VS 
(MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró un aumento altamente 

significativo en la liberación de la enzima LDH tras 96 h en un intervalo de hasta el 82% en comparación con células 10 
control no infectadas (establecidas a una masa celular del 100%), respectivamente. 
 
Por tanto, se demostró de nuevo que podía superarse una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica 
anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células HuCCT1 a través del uso de la función de gen 
suicida de SCD. 15 
 
Ejemplo 7: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células SAS y HTB- 43 FaDu 
 
La figura 10 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células SAS y HTB-43 FaDu 
(células de cáncer de cabeza y cuello (H&N) humano) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas 20 
del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
Cuando se infectaron células HTB-43 FaDu con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se cultivaron sin la adición del 
profármaco 5-FC, se calculó que la pérdida de masa celular tras 96 h estaba en el intervalo del 66% en comparación 
con células control no infectadas (valores rodeados por el rectángulo situado en el lado izquierdo de las gráficas). 25 
 
Por el contrario, las células SAS que se habían infectado con Id-SCD de VS (MOI 1) y luego se habían cultivado sin 
la adición del profármaco 5-FC no mostraron ninguna pérdida de masa celular en absoluto (0%) tras 96 h en 
comparación con células control no infectadas. De este modo, las células SAS muestran una resistencia primaria al 
virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional). Sin embargo, cuando 30 
se cultivaron células SAS infectadas con Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscila entre 
10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de hasta el 83% en comparación con 

células control no infectadas, respectivamente. 
 
Por tanto, se demostró que podía superarse una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin 35 
emplear una función de gen suicida adicional) de células SAS a través del uso de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 8: Ensayo de liberación de LDH de células SAS y HTB-43 FaDu 
 
La figura 11 muestra los resultados de un ensayo de liberación de LDH de células SAS y HTB-43 FaDu (células de 40 
cáncer de H&N humano) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-
SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
Cuando se infectaron células HTB-43 FaDu con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se cultivaron sin la adición del 
profármaco 5-FC, se calculó que la liberación de la enzima LDH tras 96 h estaba en el intervalo del 16% en 45 
comparación con células control no infectadas que estaban completamente lisadas por el tratamiento con el 
detergente Triton X-100, respectivamente (valores rodeados por el rectángulo situado en el lado izquierdo de las 
gráficas). 
 
Las células SAS que se habían infectado con Id-SCD de VS (MOI 1) y luego se habían cultivado sin la adición del 50 
profármaco 5-FC mostraron una liberación de la enzima LDH tras 96 h sólo en el intervalo del 18% en comparación 
con células control no infectadas, respectivamente. Sin embargo, cuando se cultivaron células SAS infectadas con 
Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10E-4 y 10E0 mM) se mostró un 
fuerte aumento en la liberación de la enzima LDH tras 96 h en un intervalo de hasta el 38% en comparación con 
células control no infectadas (establecidas a una masa celular del 100%). 55 
 
Por tanto, se demostró de nuevo que podía superarse una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica 
anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células SAS a través del uso de la función de gen 
suicida de SCD. 
 60 
Ejemplo 9: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células A 673, BRZ y SRH 
 
La figura 12 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células A 673, BRZ y SRH (células 
de sarcoma humano) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD 
(Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 65 
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Cuando se infectaron células A 673 o BRZ con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se cultivaron sin la adición del 
profármaco 5-FC, se calculó que la pérdida de masa celular tras 96 h estaba en el intervalo del 96% o el 75%, 
respectivamente, en comparación con células control no infectadas (valores rodeados por el rectángulo situado en el 
lado izquierdo de las gráficas). 
 5 
Por el contrario, las células SRH que se habían infectado con Id-SCD de VS (MOI 1) y luego se habían cultivado sin 
la adición del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h sólo en el intervalo del 10% en 
comparación con células control no infectadas. De este modo, las células SRH muestran una resistencia primaria al 
virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional). Sin embargo, cuando 
se cultivaron células SRH infectadas con Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba 10 
entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de hasta el 55% en 

comparación con células control no infectadas. 
 
Por tanto, se demostró que podía mejorarse significativamente una resistencia primaria al virus del sarampión de la 
técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células SAS, pero no superarse aún en las 15 
condiciones elegidas (MOI 1) a través del uso de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 10: Ensayo de liberación de LDH de células A 673 y SRH 
 
La figura 13 muestra los resultados de un ensayo de liberación de LDH de células A 673 y SRH (células de sarcoma 20 
humano) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas de pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas 
con el profármaco 5-FC. 
 
Cuando se infectaron células A 673 con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se cultivaron sin la adición del profármaco 5-
FC, se calculó que la liberación de la enzima LDH tras 96 h estaba en el intervalo del 54% en comparación con 25 
células control no infectadas que estaban completamente lisadas por el tratamiento con el detergente Triton X-100 
(valores rodeados por el rectángulo situado en el lado izquierdo de las gráficas). 
 
Las células SRH que se habían infectado con Id-SCD de VS (MOI 1) y luego se habían cultivado sin la adición del 
profármaco 5-FC mostraron una liberación de la enzima LDH tras 96 h sólo en el intervalo del 23% en comparación 30 
con células control no infectadas. Obsérvese que, cuando se cultivaron células SRH infectadas con Id-SCD de VS 
(MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM), se mostraba un aumento en la 

liberación de la enzima LDH del 31% tras 96 h en comparación con células control no infectadas (establecidas a una 
masa celular del 100%). 
 35 
Por tanto, se demostró que aún no podía superarse suficientemente una resistencia primaria al virus del sarampión 
de la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células SRH en las condiciones elegidas 
(MOI 1) a través del uso de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 11: Ensayo de proliferación de tipo SRB de SRH células 40 
 
La figura 14 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células SRH tratadas con 
partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) a una MOI elevada de 10 
(habitualmente, se usa una MOI de 1; en este caso se empleó el aumento en la “carga viral” para superar los 
fenómenos de resistencia observados a MOI 1 en presencia del profármaco 5-FC). 45 
 
Las células SRH que se habían infectado con Id-SCD de VS a MOI 10 y luego se habían cultivado sin la adición del 
profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo del 68% ahora en comparación con 
células control no infectadas, que está mejorado significativamente en comparación con los resultados obtenidos a 
MOI 1, a la que sólo se obtuvo un 28% de pérdida de masa celular en comparación con células control no 50 
infectadas. Además, cuando se cultivaron células SRH infectadas con Id-SCD de VS (MOI 10) con la adición del 
profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo 

de hasta el 89% en comparación con células control no infectadas. 
 
Por tanto, se demostró que podía superarse una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin 55 
emplear una función de gen suicida adicional) de células SRH en las condiciones elegidas (MOI 10) a través del uso 
adicional de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 12: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma (líneas celulares CCS, LM) 
 60 
La figura 15 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma 
(líneas celulares CCS, LM) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e 
incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
Las células CCS o LM que se habían infectado con vector Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se habían cultivado sin la 65 
adición del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo del 5% o el 25%, 
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respectivamente, en comparación con células control no infectadas (valores rodeados por el rectángulo situado en el 
lado izquierdo de las gráficas). Por tanto, las células tanto CCS como LM muestran una resistencia primaria al virus 
del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional). Sin embargo, cuando se 
cultivaron células CCS o LM infectadas con Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba 
entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de hasta el 79% o el 94%, 5 

respectivamente, en comparación con células control no infectadas. 
 
Por tanto, se demostró que podía mejorarse fuertemente una resistencia primaria al virus del sarampión de la 
técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células CCS y LM, y en el caso de células LM 
casi superarse completamente en las condiciones elegidas (MOI 1) a través del uso de la función de gen suicida de 10 
SCD. 
 
Ejemplo 13: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma (líneas celulares STO, ZAF, KD) 
 
La figura 16 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma 15 
(líneas celulares STO, ZAF, KD) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido pc3MerV2 
Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 
Cuando se infectaron células STO, ZAF o KD con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se cultivaron sin la adición del 
profármaco 5-FC, se calculó que la pérdida de masa celular tras 96 h estaba en el intervalo del 76%, el 87% o el 20 
94%, respectivamente, en comparación con células control no infectadas (valores rodeados por el rectángulo situado 
en el lado izquierdo de las gráficas). 
 
Por tanto, las células STO, ZAF o KD no mostraban una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica 
anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional). Cuando se cultivaron células STO, ZAF o KD infectadas 25 
con Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una 

pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de hasta el 94%, el 99% o el 98%, respectivamente, en 
comparación con células control no infectadas. 
 
Ejemplo 14: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de sarcoma (líneas celulares CCS, LM) 30 
 
La figura 17 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de glioblastoma 
(líneas celulares LNT 229, LNT 229 CTS-1) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas del plásmido 
pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 35 
Las células LNT 229 o LNT 229 CTS-1 que se habían infectado con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se habían 
cultivado sin la adición del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo del 56% 
o el 27%, respectivamente, en comparación con células control no infectadas (valores rodeados por el rectángulo 
situado en el lado izquierdo de las gráficas). Por tanto, las células tanto LNT 229 como LNT 229 CTS-1 muestran 
una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida 40 
adicional). Sin embargo, cuando se cultivaron células LNT 229 o LNT 229 CTS-1 infectadas con Id-SCD de VS (MOI 
1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se mostró una pérdida de masa celular tras 

96 h en el intervalo de hasta el 97% o el 96%, respectivamente, en comparación con células control no infectadas. 
 
Por tanto, se demostró que podía superarse casi completamente una resistencia primaria al virus del sarampión de 45 
la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células LNT 229 o LNT 229 CTS-1 en las 
condiciones elegidas (MOI 1) a través del uso de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 15: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de glioblastoma (líneas celulares LN 18, LN 
18 resistente a la apoptosis) 50 
 
La figura 18 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de glioblastoma 
(líneas celulares LN 18, LN 18 resistente a la apoptosis) tratadas con partículas virales de Id-SCD de VS rescatadas 
del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 55 
Las células LN 18 o LN 18 resistentes a la apoptosis que se habían infectado con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se 
habían cultivado sin la adición del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo 
del 33% o el 22%, respectivamente, en comparación con células control no infectadas (valores rodeados por el 
rectángulo situado en el lado izquierdo de las gráficas). Por tanto, las células tanto LN 18 como LN 18 resistentes a 
la apoptosis muestran una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función 60 
de gen suicida adicional). Sin embargo, cuando se cultivaron células LN 18 o LN 18 resistentes a la apoptosis 
infectadas con Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición del profármaco 5-FC (que oscilaba entre 10

-4
 y 10

0
 mM) se 

mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de hasta el 97% o el 83%, respectivamente, en 
comparación con células control no infectadas. 
 65 
Por tanto, se demostró que podía mejorarse fuertemente una resistencia primaria al virus del sarampión de la 
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técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células LN 18 o LN 18 resistentes a la 
apoptosis, y en el caso de células LN 18 casi superarse completamente en las condiciones elegidas (MOI 1) a través 
del uso de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 16: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de carcinoma de células renales (ACHN), 5 
adenocarcinoma pulmonar (HOP- 62) y melanoma (M14) 
 
La figura 19 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de carcinoma de 
células renales (ACHN), adenocarcinoma pulmonar (HOP-62) y melanoma (M14) tratadas con partículas virales de 
Id-SCD de VS rescatadas del plásmido pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 10 
 
Las células ACHN, HOP-62 o M14 que se habían infectado con Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se habían cultivado 
sin la adición del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo del 20%, el 16% o 
el 16%, respectivamente, en comparación con células control no infectadas. Por tanto, las células ACHN, HOP-62 y 
M14 muestran una resistencia primaria al virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función de gen 15 
suicida adicional). Sin embargo, cuando se cultivaron células ACHN, HOP-62 o M14 infectadas con Id-SCD de VS 
(MOI 1) con la adición de profármaco 5-FC 1 mM, se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de 
hasta el 85%, el 86% o el 76%, respectivamente, en comparación con células control no infectadas. 
 
Por tanto, se demostró que podía mejorarse fuertemente una resistencia primaria al virus del sarampión de la 20 
técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células ACHN, HOP-62 y M14 en las 
condiciones elegidas (MOI 1) a través del uso de la función de gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 17: Ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de adenocarcinoma de colon (líneas celulares 
KM-12, HCT-15) 25 
 
La figura 20 muestra los resultados de un ensayo de proliferación de tipo SRB de células tumorales de 
adenocarcinoma de colon (líneas celulares KM-12, HCT-15) tratadas con partículas virales rescatadas del plásmido 
pc3MerV2 Id-SCD (Id-SCD) e incubadas con el profármaco 5-FC. 
 30 
Las células KM-12 o HCT-15 que se habían infectado con vector Id-SCD de VS a MOI 1 y luego se habían cultivado 
sin la adición del profármaco 5-FC mostraron una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo del 13% o el 2%, 
respectivamente, en comparación con células control no infectadas (valores rodeados por el rectángulo situado en el 
lado izquierdo de las gráficas). Por tanto, las células tanto KM-12 como HCT-15 muestran una resistencia primaria al 
virus del sarampión de la técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional). Sin embargo, cuando 35 
se cultivaron células KM-12 o HCT-15 infectadas con Id-SCD de VS (MOI 1) con la adición de profármaco 5-FC 
1 mM, se mostró una pérdida de masa celular tras 96 h en el intervalo de hasta el 94% o el 65%, respectivamente, 
en comparación con células control no infectadas. 
 
Por tanto, se demostró que podía mejorarse fuertemente una resistencia primaria al virus del sarampión de la 40 
técnica anterior (sin emplear una función de gen suicida adicional) de células KM-12 o HCT-15, y en el caso de 
células KM-12 casi superarse completamente en las condiciones elegidas (MOI 1) a través del uso de la función de 
gen suicida de SCD. 
 
Ejemplo 18: Construcción de vectores virales alternativos 45 
 
Se construyeron tres vectores que diferían en su matriz de gen suicida con respecto al (i) posicionamiento dentro del 
genoma del virus del sarampión así como (ii) su contexto de expresión génica de SCD (en este caso en el contexto 
de un gen de fusión; es decir con la proteína VP22 del tegumento del virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1) que 
media en la función de propagación proteica de proteínas de fusión) (véase la figura 27). 50 
 
Como la posición en el genoma en el que se inserta un transgén en el genoma del virus del sarampión afecta tanto a 
la replicación viral como a la expresión transgénica, se compararon dos versiones de posicionamiento del transgén 
de la super-citosina desaminasa (SCD). Posición en el genoma uno para SCD en el vector pc3MerV2 Id-SCD, 
posición en el genoma tres para SCD en el vector pMerV2 P-SCD. 55 
 
Adicionalmente, se construyó un tercer vector, vector pc3MerV2 Id-VP22SCD, y se comparó con los otros dos 
vectores. En la posición en el genoma uno, este vector pc3MerV2 Id-VP22SCD expresa una fusión del transgén de 
SCD con el gen de la proteína VP22 del tegumento del virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1), que media en la 
función de propagación proteica de proteínas de fusión (en este caso: VP22SCD) de células de expresión a células 60 
vecinas, que no se han infectado hasta el momento con estas partículas virales Id-VP22SCD de VS rescatadas del 
vector pc3MerV2 Id-VP22SCD, haciendo por tanto que sea una herramienta prometedora para la compensación de 
eficacias de transferencia de vector primarias inadecuadas. 
 
DETALLES de la construcción de pc3MerV2 Id-VP22SCD: Para generar de nuevo un tercer virus de vacuna contra 65 
el sarampión reforzado (Id-VP22SCD de VS), se usó el plásmido pc3MerV2 Id-Trka como base de partida. Este 
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plásmido codifica para el ADNc viral con una identidad del 100% con la cepa Schwarz de vacuna y contiene una 
unidad de transcripción adicional vacía (ATU o Trka, casete de transcripción) entre la secuencia líder y el gen N. 
Esta unidad de transcripción adicional contiene todas las secuencias reguladoras necesarias para la expresión de un 
transgén del genoma viral. La secuencia de inicio del gen y la de fin del gen y las regiones no traducidas son 
idénticas a las del gen N. Pueden insertarse transgenes por medio de sitios de enzima de restricción Xhol o Paul. 5 
 
El marco de lectura abierto (ORF) para VP22SCD se derivó del plásmido pUC29-VP22SCD. Dado que este ORF 
contiene dos sitios de restricción SalI y como lo más probablemente las etapas de clonación adicionales en el 
constructo de longitud completa de VS se llevarían a cabo por medio de SalI, estos sitios de restricción tuvieron que 
eliminarse en primer lugar mediante mutagénesis dirigida al sitio. Como el ORF ya estaba flanqueado por sitios Mlul 10 
lo que produce extremos terminales idénticos a los producidos por Paul, y como el fragmento MluI-MluI derivado de 
este plásmido ya contenía el número correcto de nucleótidos para producir un genoma de VS según la regla de seis, 
fue posible insertar este fragmento en el ADNc de VS tras la eliminación de los sitios SalI sin ninguna modificación 
adicional. Por tanto, la estrategia de clonación estaba compuesta por tres etapas: 
 15 
• Eliminación de los sitios SalI mediante mutagénesis dirigida al sitio 
 
• Inserción de VP22SCD en pc3MerV2 Id-Trka 
 
• Rescate del virus 20 
 
Eliminación de los sitios SalI: Se aplicaron dos rondas de una mutagénesis de un único sitio. En la primera ronda, se 
eliminó satisfactoriamente el sitio SalI en la posición 802, tal como se muestra mediante análisis de restricción. 
Entonces se digirió mediante DpnI el plásmido producido y se amplificó en bacterias supercompetentes XL-1 blue y 
se usó como molde para la segunda ronda de mutagénesis, en la que se eliminó el sitio en la posición 1127, tal 25 
como se muestra de nuevo mediante análisis de restricción. Se verificó la eliminación de ambos sitios así como la 
secuencia correcta del ORF mediante secuenciación. El plásmido resultante se denominó pUC29-
VP22SCD_w/oSalI. 
 
Inserción de VP22SCD en pc3MerV2 Id-Trka: Se digirió con Paul el plásmido receptor pc3MerV2 Id-Trka. Para evitar 30 
la cizalladura mecánica del plásmido de ~20 kb, no se purificó en gel el plásmido linealizado. Se inactivó 
térmicamente la enzima de restricción y se desfosforiló el fragmento de ADN y se sometió directamente a ligación. 
Se digirió con Mlul pUC29-VP22SCD_w/oSalI, se purificó en gel y sometió a ligación. Se mostró la inserción 
satisfactoria del transgén mediante el digesto de HindIII y mediante secuenciación. El plásmido resultante se 
denominó pc3MerV2 Id-VP22SCD. 35 
 
Ejemplo 19: Comparación de vectores virales alternativos 
 
Se compararon los tres vectores virales diferentes sintetizados tal como se describió en el ejemplo 18 con el objetivo 
de identificar el más eficaz (véanse las figuras 21 a 23). 40 
 
La figura 21 muestra el efecto de partículas virales de Id-SCD de VS, Id-VP22SCD de VS y P-SCD de VS en células 
de carcinoma hepatocelular humano Hep3B. 
 
Se infectaron las células Hep3B a una MOI de 0,001 ó 0,01 con partículas virales rescatadas de pc3MerV2 Id-SCD, 45 
pMerV2 P-SCD y pc3MerV2 Id-VP22SCD, y se determinó la masa celular tumoral o bien en presencia de 1 mM o 
bien en ausencia de 5-FC a lo largo del tiempo. 
 
Como puede observarse, las partículas virales rescatadas de pc3MerV2 Id-SCD mostraban un potencial oncolítico 
drásticamente superior incluso en ausencia de 5-FC en el caso de una MOI de 0,01, y conducían a una pérdida casi 50 
completa de la masa celular tumoral tras 6 días incluso en el caso de una MOI de 0,001 en presencia de 5-FC. 
 
La figura 22 muestra el efecto de partículas virales rescatadas de vectores pc3MerV2 Id-SCD, pMerV2 P-SCD y 
pc3MerV2 Id-VP22SCD en células de carcinoma hepatocelular humano HepG2. 
 55 
Se infectaron las células HepG2 a una MOI de 0,001 o 0,01 con partículas virales rescatadas de pc3MerV2 Id-SCD, 
pMerV2 P-SCD y pc3MerV2 Id-VP22SCD, y se determinó la masa celular tumoral o bien en presencia de 1 mM o 
bien en ausencia de 5-FC a lo largo del tiempo. 
 
Como puede observarse, las partículas virales de Id-SCD de VS mostraban un potencial oncolítico sustancialmente 60 
superior incluso en ausencia de 5-FC en el caso de una MOI de 0,01, y conducían a una pérdida de masa celular 
tumoral sustancialmente superior tras 6 días incluso en el caso de una MOI de 0,001 en presencia de 5-FC. 
 
La figura 23 muestra el efecto de partículas virales rescatadas de vectores pc3MerV2 Id-SCD, pMerV2 P-SCD y 
pc3MerV2 Id-VP22SCD sobre células de carcinoma hepatocelular humano PLC/PRF/5. 65 
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Se infectaron las células PLC/PRF/5 a una MOI de 0,001 ó 0,01 con partículas virales rescatadas de vectores 
pc3MerV2 Id-SCD, pMerV2 P-SCD y pc3MerV2 Id-VP22SCD, y se determinó la masa celular tumoral o bien en 
presencia de 1 mM o bien en ausencia de 5-FC a lo largo del tiempo. 
 
Como puede observarse, las partículas virales rescatadas de vector pc3MerV2 Id-SCD mostraban un potencial 5 
oncolítico sustancialmente superior incluso en ausencia de 5-FC en el caso de una MOI de 0,01, y conducían a una 
pérdida de masa celular tumoral sustancialmente superior tras 6 días incluso en el caso de una MOI de 0,001 en 
presencia de 5-FC. 
 
Por tanto, se encontró sorprendentemente que el posicionamiento del gen suicida de SCD dentro del genoma del 10 
virus del sarampión así como el contexto de la expresión génica de SCD tenían una fuerte influencia sobre la 
actividad oncolítica de las partículas virales, siendo las partículas del vector pc3MerV2 Id-SCD sustancialmente 
mejores que las partículas rescatadas de los vectores pMerV2 P-SCD y pc3MerV2 Id-VP22SCD. 
 
Ejemplo 20: Caracterización in vivo de vectores reforzados en modelos de tumor animal de xenoinjerto 15 
 
Para someter a prueba los vectores reforzados pc3MerV2 Id-SCD, pMerV2 P-SCD y pc3MerV2 Id-VP22SCD in vivo, 
se aplicó un modelo de xenoinjerto murino de HCC humano. Como el virus del sarampión no infecta las células 
murinas, no es posible usar un modelo murino con tumores singénicos para someter a prueba vectores sin 
modificaciones especiales de las glicoproteínas de superficie. 20 
 
Para comparar los vectores reforzados, se eligió un modelo de ratón de tumores Hep3B que se habían hecho crecer 
de manera subcutánea. Esta decisión se basó en los hechos de (i) que Hep3B puede infectarse eficazmente con VS 
y soportar la replicación de VS a altos niveles, (ii) que en Hep3B, la conversión de 5-FC en 5-FU es rápida y eficaz, y 
(iii) que a lo largo de una incubación de 1 - 4 días tras la adición del profármaco a células infectadas, puede 25 
observarse una diferencia creciente entre el tratamiento con virus solo y el tratamiento de combinación. De manera 
adicional, anteriormente se ha descrito un modelo de ratón de Hep3B (Blechacz B, Splinter PL, Greiner S, Myers R, 
Peng KW, Federspiel MJ, Russell SJ, La-Russo NF. Hepatology. Diciembre de 2006;44(6):1465-77) con una alta 
proporción de injerto (80%, comunicación personal con Boris Blechacz, Mayo Clinic, Rochester, MN, EE.UU.). Por el 
contrario, esta proporción es mucho menor en PLC/PRF/5 (60%) y en HepG2, ambas determinadas en nuestro 30 
laboratorio. 
 
Para este experimento in vivo, ratones atímicos de seis semanas de edad recibieron inyecciones subcutáneas de 

100 µl de una suspensión celular que contenía 10
6
 células Hep3B en PBS. Como era de esperar, las células se 

injertaron en el 80% de los ratones, aunque se encontró que la duración entre la implantación de las células 35 
tumorales y la aparición de los tumores era bastante heterogénea. Los tumores estaban muy bien vascularizados y 
tenían un aspecto azul a través de la piel desnuda de los ratones. Después de que los tumores hubiesen crecido 
hasta un diámetro de aproximadamente 5 mm, los ratones recibieron cinco inyecciones intratumorales del respectivo 
virus (Id-SCD de VS, Id-VP22SCD de VS o P-SCD de VS) con 2*10

6
 ufp por inyección y una inyección diariamente 

(dosis total: 10
7
 ufp). Se trataron los grupos control con medio sólo. En los siete días siguientes, los ratones 40 

recibieron 500 mg/kg de peso corporal de 5-FC en PBS por vía intraperitoneal. Se determinaron el volumen y el peso 
tumoral de los animales tres veces a la semana. 
 
Para garantizar que el programa de tratamiento descrito anteriormente no conduce a toxicidades, se monitorizaron 
los ratones diariamente y se determinó el peso tres veces a la semana. El tratamiento combinatorio (VS-SCD + 5-45 
FC) nunca condujo a ningún cambio visible en el comportamiento de los animales, ni mostraron reacciones como la 
sensibilidad aumentada al tacto. La piel de los ratones parecía sana, no se observaron cambios en sus 
comportamientos de movimiento o de alimentación y su peso permaneció estable. 
 
El tratamiento de ratones que portan tumores con la terapia con genes suicidas tanto reduce el volumen tumoral 50 
como prolonga la supervivencia significativamente. 
 
Como resultado de las pruebas in vivo, pudo documentarse un fuerte efecto oncolítico de cualquiera de los virus. 
Como era de esperar, la administración del profármaco solo no tuvo ningún efecto: la inyección de 5-FC en ratones 
tratados con virus no condujo a un desenlace alterado en comparación con el tratamiento con virus solo, pero lo que 55 
es más importante tampoco inhibió los efectos mediados por virus por una anulación temprana de la replicación del 
virus. Adicionalmente, no se observaron diferencias oncolíticas significativas entre los tres vectores. En este entorno 
experimental, el efecto directo del virus de la vacuna contra el sarampión oncolítico parece ser altamente eficaz, de 
modo que la aplicación adicional de 5-FC no conduce a una oncólisis potenciada o a ningún beneficio con respecto a 
la supervivencia. La supervivencia de los ratones mejoró significativamente mediante todos los tratamientos en 60 
comparación con los controles. La mediana de la supervivencia de los ratones tratados con control fue de 35 días y 
la de los ratones tratados con 5-FC sólo fue de 32 días (véase la figura 24). Todos los ratones de estos grupos 
tuvieron que sacrificarse antes del día 50. Por el contrario, la mediana de la supervivencia en los grupos de 
tratamiento osciló entre 49 días (sólo P-SCD de VS) y 82,5 días (sólo Id-SCD de VS) (véase la figura 24). Los 
ratones de ambos grupos tratados con P-SCD de VS se sacrificaron antes del día 100, mientras que seis ratones de 65 
los otros grupos de tratamiento sobrevivieron libres de tumor más de 150 días (en cada caso 1 ratón para sólo Id-
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SCD de VS e Id-VP22SCD de VS + 5-FC; en cada caso dos ratones para Id-SCD de VS + 5-FC y para sólo Id-
VP22SCD de VS). Algunos ratones de diferentes grupos de tratamiento desarrollaron un tumor secundario visible y 
palpable dentro de la cavidad peritoneal. Como esto se consideró un fallo del tratamiento, estos ratones no se 
excluyeron del análisis estadístico. 
 5 
En todos los grupos de tratamiento, se observaron tumores con diferentes comportamientos de crecimiento. Algunos 
tumores crecieron muy rápidamente y alcanzaron el punto final definido de > 2000 mm

3
 aproximadamente en el día 

30 tras el inicio del tratamiento, que era similar a los ratones tratados con control. Otros varios ratones tuvieron un 
crecimiento tumoral retardado, con un volumen tumoral bajo en las primeras semanas tras el inicio del tratamiento, 
pero finalmente, sus tumores comenzaron de nuevo a crecer y alcanzaron el volumen de punto final. Algunos otros 10 
tumores desaparecieron completamente y los ratones estuvieron libres de tumor durante más de 195 días. Este 
comportamiento diferencial se muestra a modo de ejemplo para ambos grupos de tratamiento con Id-SCD de VS. 
Además, algunos tumores tuvieron un comportamiento de crecimiento oscilante, que se debía probablemente a una 
replicación del virus que reduce el volumen tumoral, seguida por el crecimiento de las células tumorales restantes, 
ofreciendo al virus una nueva base para la replicación, conduciendo de nuevo a oncólisis y remisión del tumor. Esta 15 
contracción y crecimiento del tumor iba acompañado de la pérdida y la recuperación de la vascularización tumoral tal 
como se detecta mediante el brillo de color azul a través de la piel de los ratones. En el ejemplo mostrado en este 
caso, el tumor desapareció en última instante el día 91. Se consideró este crecimiento oscilante como una primera 
pista de una replicación de virus a largo plazo en tumores. 
 20 
Se obtuvieron resultados similares con modelos animales de xenoinjerto adicionales (células de carcinoma 
hepatocelular humano HepG2 y células de carcinoma hepatocelular humano PLC/PRF/5): véanse las figuras 25 y 
26, respectivamente. 
 
Lista de secuencias 25 
 
SEQ-ID NO. 1: secuencia genética de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión (véase la figura 1) 
 
SEQ-ID NO. 2: secuencia genética de la fusión de citosina desaminasa de levadura y uracilo fosforribosiltransferasa 
de levadura (con secuencia ligadora) (véase la figura 2) 30 
 
SEQ-ID NO. 3: secuencia genética del virus del sarampión recombinante básico sin ningún transgén pero con 
casetes de inserción (véase la figura 3) 
 
SEQ-ID NO. 4: secuencia genética del vector pc3MerV2 Id-SCD (véase la figura 4) 35 
 
SEQ-ID NO. 5: secuencia genética del plásmido auxiliar requerido para la expresión del gen N (véase la figura 5) 
 
SEQ-ID NO. 6: secuencia genética del plásmido auxiliar requerido para la expresión del gen P (véase la figura 6) 
 40 
SEQ-ID NO. 7: secuencia genética del plásmido auxiliar requerido para la expresión del gen L (véase la figura 7) 
 
SEQ-ID NO. 8: secuencia genética del vector pMerV2 P-SCD, (véase la figura 28) 
 
SEQ-ID NO. 9: secuencia genética del vector pc3MerV2 Id-VP22SCD (véase la figura 29) 45 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Virus del sarampión recombinante basado en la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión que codifica 
para un gen suicida que comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de 
levadura, y una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, 5 
particularmente en el que dicho gen suicida comprende una secuencia mostrada en la figura 2, particularmente en el 
que dicho virus del sarampión recombinante comprende una secuencia de ARN mostrada en la figura 4, 28 ó 29, 
particularmente mostrada en la figura 4. 
 
2. Composición farmacéutica que comprende un virus del sarampión recombinante basado en la cepa Schwartz de 10 
la vacuna contra el sarampión que comprende un gen suicida que comprende una fusión de una citosina 
desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, y una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente 
uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, particularmente en la que dicho gen suicida comprende una secuencia 
mostrada en la figura 2 para su uso como medicamento, particularmente para su uso en el tratamiento de células 
cancerosas, más particularmente en la que las células cancerosas tienen resistencias primaria o secundaria frente a 15 
un virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida, más particularmente en la que dichas células 
cancerosas se identifican llevando a cabo la siguiente etapa: 
 
(a) determinar el porcentaje de células vivas en una población de células derivadas de dichas células cancerosas 72 
h, o preferiblemente 96 h, tras infectar dicha población con el virus del sarampión oncolítico con una multiplicidad de 20 
infección de 1, siendo un porcentaje del 40% o más de células vivas en dicha población, particularmente el 50% o 
más, más particularmente el 60% o más, indicativo de que dichas células cancerosas son resistentes de manera 
primaria o secundaria a un virus del sarampión oncolítico sin actividad de gen suicida. 
 
3. Composición farmacéutica para su uso según la reivindicación 2, en la que las células cancerosas se seleccionan 25 
de células cancerosas de carcinoma humano y sarcoma humano. 
 
4. Composición farmacéutica para su uso según la reivindicación 2 ó 3, en la que dicho virus del sarampión 
oncolítico sin actividad de gen suicida es de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, que tiene 
particularmente una secuencia mostrada en la figura 1. 30 
 
5. Composición farmacéutica para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la que dicho virus 
del sarampión recombinante comprende una secuencia de ARN mostrada en la figura 4, 28 ó 29, particularmente 
mostrada en la figura 4. 
 35 
6. Composición farmacéutica para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que dichas 
células cancerosas adicionalmente no responden a agentes quimioterápicos y/o radioterapia. 
 
7. Composición farmacéutica para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en la que dichas 
células cancerosas se seleccionan de la lista de: células cancerosas de colangiocarcinoma, carcinoma 40 
hepatocelular, cáncer de cabeza y cuello y sarcoma. 
 
8. Composición farmacéutica para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en la que dicho 
tratamiento es un tratamiento repetido, particularmente cada semana, o cada dos semanas, o cada tres semanas, o 
cada cuatro semanas. 45 
 
9. Método para generar el virus del sarampión recombinante según la reivindicación 1, que comprende la etapa de: 
 
(a) clonar (i) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, y (ii) un gen suicida que comprende 
una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, y una uracilo 50 
fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, en un plásmido bajo el control de 
un promotor de ARN polimerasa II, particularmente en el que dicho gen suicida comprende una secuencia mostrada 
en la figura 2. 
 
10. Método según la reivindicación 9, que comprende además la etapa de: 55 
 
(b) clonar genes N, P y L auxiliares del virus del sarampión, cada uno bajo el control de un promotor de ARN 
polimerasa II, en al menos un vector, particularmente en el que los genes N, P y L auxiliares virales se clonan cada 
uno en un vector separado, particularmente un vector de plásmido, más particularmente en el que el método 
comprende las etapas de: 60 
 
(ba) clonar genes N auxiliares del virus del sarampión bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II, en un 
primer vector, particularmente un vector de plásmido; 
 
(bb) clonar el gen P auxiliar del virus del sarampión bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II en un 65 
segundo vector, particularmente un vector de plásmido; 
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(bc) clonar el gen L auxiliar del virus del sarampión bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II en un tercer 
vector, particularmente un vector de plásmido. 
 
11. Método según la reivindicación 9 ó 10, en el que la etapa (a) y/o (b), o (a), (ba), (bb) y/o (bc), comprende además 5 
la etapa de eliminar supuestas secuencias de corte y empalme de dicho genoma y/o cualquiera de dichos genes 
auxiliares. 
 
12. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que la etapa (a) da como resultado el 
plásmido que tiene la secuencia mostrada en la figura 4, 28 ó 29, particularmente mostrada en la figura 4. 10 
 
13. Método según la reivindicación 10 u 11, en el que las etapas (ba) a (bc) dan como resultado plásmidos que 
tienen las secuencias mostradas en las figuras 5, 6 y 7. 
 
14. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, que comprende además la etapa de (c) transfectar 15 
células huésped con plásmidos de las etapas (a) y (b), o (a) y (ba) a (bc), particularmente células huésped de una 
línea celular certificada aprobada para la producción de vacunas, particularmente de líneas celulares Vero o MRC-5, 
particularmente que comprende además la etapa de (d) rescatar virus del sarampión recombinante de la célula 
huésped transformada en la etapa (c). 
 20 
15. Kit que comprende: 
 
(a) un plásmido que comprende (i) el genoma de la cepa Schwartz de la vacuna contra el sarampión, y (ii) un gen 
suicida, que comprende una fusión de una citosina desaminasa, particularmente citosina desaminasa de levadura, y 
una uracilo fosforribosiltransferasa, particularmente uracilo fosforribosiltransferasa de levadura, bajo el control de un 25 
promotor de ARN polimerasa II, particularmente en el que dicho gen suicida comprende una secuencia mostrada en 
la figura 2, particularmente en el que el plásmido tiene la secuencia mostrada en la figura 4, 28 ó 29, más 
particularmente mostrada en la figura 4; 
 
(b) al menos un plásmido que comprende los genes N, P y L auxiliares del virus del sarampión, cada uno en forma 30 
de un único gen bajo el control de un promotor de ARN polimerasa II, particularmente en el que los genes N, P y L 
auxiliares virales se clonan cada uno en un plásmido separado, particularmente en el que los plásmidos tienen las 
secuencias mostradas en las figuras 5, 6 y 7. 
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