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DESCRIPCIÓN 
 
Medicamentos y métodos para el tratamiento de mesotelioma 
 
Campo de la invención 5 
 
[0001] La presente invención se refiere a métodos para preparar células dendríticas vacunales destinadas al 
tratamiento de mesotelioma maligno. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
[0002] Los mesoteliomas malignos (MM) son neoplasmas relativamente raros y altamente agresivos, que 
surgen de la proliferación descontrolada de células mesoteliales que revisten cavidades serosas, más comúnmente 
la pleura (Mesotelioma Pleural Maligno o MPM) (Robinson y col. (2005) Lancet 366: 397-408). Los estudios 
epidemiológicos han establecido que la exposición a amianto es uno de los factores etiológicos MPM más 15 
importantes en los países industrializados (Gruber (2005), Lung Cancer 49S1: S21-S23; Bartrip (2004) Postgrad 
Med. J. 80: 72-76). Aunque el uso mundial de amianto se ha reducido considerablemente, se espera que la 
incidencia de mesotelioma aumente en las siguientes dos décadas, debido a un largo periodo de latencia (de 20 a 
40 años) entre el tiempo de exposición a amianto y la aparición de síntomas clínicos. 
 20 
[0003] Hoy en día, el diagnóstico de cáncer se establece generalmente en una etapa avanzada debido a la 
ausencia de síntomas manifiestos en el período temprano de la enfermedad, lo que hace deficiente el pronóstico 
para los pacientes de mesotelioma. En consecuencia, el MPM es considerado realmente como un cáncer 
relativamente refractario a todas las modalidades de tratamiento convencional. Por consiguiente, hay una necesidad 
imperiosa del desarrollo de un nuevo enfoque terapéutico. 25 
 
[0004] El desarrollo pasado y reciente en la inmunoterapia del MPM se ha revisado por Grégoire y Ebstein 
(2007) Bull Cancer 94(1): 23-31. 
 
[0005] Un enfoque terapéutico reciente describe el uso de células dendríticas cargadas con células que 30 
expresan proteínas de choque térmico apoptóticas de 70 para inducir la actividad de los linfocitos T citotóxicos frente 
a las células de mesotelioma (Ebstein y col. (2004) Am J Respir Crit Care Med 169: 1322-1330). 
 
[0006] Durante la última década, ha habido un creciente interés en la viroterapia, en parte relacionado con el 
conocimiento creciente en la producción de vectores víricos recombinantes para terapia génica humana. Ahora se 35 
consideran numerosos virus de replicación de ARN agentes terapéuticos del cáncer potenciales. Como tal, se ha 
propuesto la terapia del MPM usando virus del Herpes Simple (VHS) competentes para replicación creados 
mediante técnicas de ingeniería, basado en estudios in vitro y los resultados obtenidos en un modelo murino de 
MPM (Adusumilli y col. (2006) J. Gene Med. 8: 603-615). Sin embargo, la seguridad a largo plazo de estos vectores 
víricos creados mediante técnicas de ingeniería en seres humanos no se conoce y serán necesarios extensos 40 
estudios clínicos para documentar este aspecto del uso de VHS. 
 
[0007] Por consiguiente, existe la necesidad de vectores víricos con una seguridad reconocida susceptible de 
usarse en el marco del tratamiento de mesotelioma. 
 45 
[0008] El VS (Virus del Sarampión) es un virus de ARN monocatenario negativo con envoltura que pertenece 
a la familia Paramyxoviridae, género de los virus Morbilli. Se han desarrollado diversas cepas atenuadas vivas 
competentes para replicación de VS para producir vacunas contra el sarampión. A modo de ejemplo, Schwartz, 
Moraten o Zagreb (que se obtienen a partir de muestras del VS aisladas de un paciente Edmonston) son cepas de 
vacunas del VS seguras y bien documentadas. 50 
 
[0009] Se ha demostrado recientemente que la administración in vivo de una cepa del VS Edmonston 
competente para replicación dio como resultado una ralentización de crecimiento o a veces la regresión de tumores 
establecidos en modelos animales de linfoma y cáncer de mieloma (Grote y col. (2001) Blood 97: 3746-3754; Peng y 
col. (2001) Blood 98: 2002-2007). Además, Anderson y col. (2004) Cancer Res. 64: 4919-4926, han demostrado en 55 
experimentos in vitro que fue necesaria una alta expresión de CD46 por las células tumorales para la infección y 
eliminación de estas células por una cepa del VS Edmonston atenuada viva. Sin embargo, se sabe que CD46 se 
expresa de forma variable por carcinomas humanos (Niehans y col. (1996) American J. Pathol. 149: 129-142), 
cuestionando así la aplicabilidad general de cepas del VS atenuadas vivas para tratar cánceres. 

E08805222
22-10-2015ES 2 550 938 T3

 



 
 

 3

 
[0010] También se ha descrito previamente el uso de un virus del sarampión atenuado para tratar cánceres 
distintos de mesotelioma maligno, tal como en Peng y col. (2002) Cancer Research 62: 4656-4662, que describe que 
un virus del sarampión atenuado recombinante creado por ingeniería genética para expresar un péptido marcador 
soluble e inerte, es decir, el dominio extracelular de un antígeno carcinoembrionario humano, es potente contra 5 
células de cáncer de ovario humano, o en el documento WO02/23994, que describe el uso de virus del sarampión 
atenuado para tratar linfoma, mieloma, melanoma, glioma y carcinoma de mama. 
 
[0011] Aldjahdhami y col. (Poster contribution TP112 at Thoracic Society of Australia and New Zealand Annual 
Spring Meeting 2007, Respirology 12, S1) también describen la infección de las células de mesotelioma con vectores 10 
del virus del sarampión que contienen un transgen que es el gen indicador luciferasa o GFP, o el antígeno tumoral 
CEA o NIS. Este documento también menciona que todas las células de mesotelioma expresan el receptor del virus 
del sarampión CD46 y que los vectores del virus del sarampión pueden tener una utilidad más amplia que los 
adenovirus. Especificó adicionalmente que las líneas celulares mostraban las características de la formación de 
sincitios después de la infección junto con la expresión transgénica apropiada, y que son susceptibles a la 15 
eliminación celular. 
 
[0012] Hegmans y col. (2005, Cancer Research, 171: 1168-1177) desvelan un método para preparar células 
dendríticas vacunales para el tratamiento de mesotelioma maligno en un individuo que comprende las etapas de 
preparación de subtipos dendríticos obtenidos de médula ósea, carga con antígenos tumorales e inducción de la 20 
maduración. 
 
[0013] La invención se define por las reivindicaciones. 
 
Resumen de la invención 25 
 
[0014] La presente invención surge del hallazgo inesperado, por los presentes inventores, de que el virus 
atenuado del sarampión podría infectar y matar eficientemente de las células de mesotelioma. Además, los 
presentes inventores han demostrado que las células dendríticas en contacto con el lisado de células de 
mesotelioma infectadas con el virus del sarampión atenuado podrían activar los linfocitos T CD8 anti-mesotelioma. 30 
 
[0015] Por lo tanto, la presente memoria descriptiva se refiera a un virus atenuado del sarampión para su uso 
en el tratamiento de mesotelioma maligno en un individuo. 
 
[0016] La presente memoria descriptiva describe el uso de al menos un virus atenuado del sarampión para la 35 
fabricación de un medicamento destinado al tratamiento de mesotelioma maligno en un individuo. 
 
[0017] La memoria descriptiva también describe un método para el tratamiento de mesotelioma maligno en un 
individuo, donde se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un virus atenuado del sarampión a 
dicho individuo. 40 
 
[0018] La presente invención se refiere adicionalmente a un método para preparar células dendríticas 
vacunales destinadas al tratamiento de mesotelioma maligno en un individuo, que comprende las siguientes etapas: 
 
- infección in vitro de células de mesotelioma maligno, tomadas del individuo por una cepa de sarampión atenuada 45 
para producir un lisado celular; 
- poner en contacto células dendríticas con el lisado celular para producir células dendríticas vacunales. 
 
[0019] La presente invención también se refiere a células dendríticas vacunales que pueden obtenerse por el 
método de preparación que se ha definido anteriormente y definido por las reivindicaciones, a una composición 50 
farmacéutica que comprende dichas células dendríticas vacunales como principio activo, junto con un vehículo 
farmacéuticamente aceptable, a dichas células dendríticas vacunales para su uso en el tratamiento del mesotelioma 
maligno en un individuo. La memoria descriptiva también describe el uso de dichas células dendríticas vacunales, 
para la fabricación de un medicamento destinado al tratamiento del cáncer en un individuo. 
 55 
[0020] La memoria descriptiva describe adicionalmente un método para el tratamiento del cáncer en un 
individuo, donde una cantidad terapéuticamente eficaz de células dendríticas vacunales susceptibles de obtenerse 
por el método de preparación que se ha definido anteriormente se administran a dicho individuo. 
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Descripción detallada de la invención 
 
[0021] Como se prevé en el presente documento, el individuo es preferiblemente un mamífero, más 
preferiblemente un ser humano. Preferiblemente además, el individuo ha estado expuesto a amianto. 
 5 
[0022] Como se prevé en el presente documento, la expresión "virus del sarampión atenuado" designa 
cualquier virus obtenido a partir de un virus causante del sarampión y que presenta una virulencia reducida con 
respecto a dicho virus causante del sarampión. Como se prevé en el presente documento, el virus atenuado del 
sarampión puede obtenerse a partir del virus causante del sarampión mediante cualquier técnica conocida por el 
experto en la técnica, tal como pases seriados en células cultivadas y/o ingeniería genética. En particular, el virus 10 
atenuado del sarampión puede ser un virus recombinante, expresando opcionalmente genes adicionales. Más 
particularmente, el virus atenuado del sarampión puede ser un virus del sarampión en el que la expresión de una o 
más proteínas, preferiblemente la proteína C accesoria, se elimina. Se prefiere que el virus atenuado del sarampión 
no cause básicamente ningún síntoma del sarampión cuando se administra a un ser humano. Además, el virus 
atenuado del sarampión está preferiblemente vivo y es competente para replicación. 15 
 
[0023] Preferiblemente, el virus atenuado del sarampión es una cepa Edmonston. Las cepas Edmonston del 
virus atenuado del sarampión se conocen bien por un experto en la técnica y se describen particularmente en Griffin 
(2001) Field's Virology 4ª Edición vol. 2 Knipe y Howley (ed.) Lippincott-Raven Publishers, Filadelfia, 1401-1441; 
Hilleman (2002) Vaccine 20: 651-665). Más preferiblemente, el virus atenuado del sarampión se selecciona entre el 20 
grupo que consiste en una cepa Schwartz y una cepa Moraten. Estas cepas, cuyos genomas han demostrado ser 
idénticos, se conocen bien por el experto en la técnica y se usan ampliamente para la producción de vacunas contra 
el sarampión. Se describen en particular en Schwarz (1962) Am. J. Dis. Child 103: 216-219; Parks y col. (2001) J. 
Virol. 75: 921-933 y Parks y col. (2001) J. Virol., 75: 910-920. Mucho más preferiblemente, el virus atenuado del 
sarampión se produce a partir del plásmido pTM-MVSchw (SEQ ID NO: 1) descrito por Combredet y col. (2003) J. 25 
Virol. 77: 11546-11554. 
 
[0024] Los mesoteliomas malignos a tratar dentro del marco de la presente invención son preferiblemente 
mesoteliomas pleurales malignos. Dichos cánceres se describen en particular en Kazan-Allen (2005) Lung cancer 
49S1: S3-S8 y Robinson y col. (2005) Lancet 366: 397-408. 30 
 
[0025] Cuando el virus atenuado del sarampión se administra a un individuo, puede administrarse a través de 
la cavidad intrapleural o por vía intranasal, intramuscular, intravenosa o subcutánea. Cuando el virus atenuado del 
sarampión se administra a través de la cavidad intrapleural, se administra preferiblemente en la proximidad cercana 
o directamente en los tumores a tratar. Si es necesario, el virus atenuado del sarampión puede estar asociado a 35 
cualquier vehículo farmacéuticamente aceptable adecuado. La cantidad terapéuticamente eficaz del virus atenuado 
del sarampión que se va a administrar está preferiblemente en el intervalo de 103 a 106 de dosis infecciosas de 
cultivo tisular al 50 % (TCID50). La determinación de la TCID50 se conoce bien por un experto en la técnica y se 
describe en particular por Karber (1931) Arch. Exp. Path. Pharmak. 162: 840-483. 
 40 
[0026] La etapa de tomar las células de mesotelioma maligno del individuo que se va a tratar mediante las 
células dendríticas vacunales no se incluye en el método de preparación que se ha definido anteriormente de células 
dendríticas vacunales. Esta etapa puede proceder de acuerdo con cualquier técnica conocida por un experto en la 
técnica para recoger células, tales como biopsias y efusiones (por ejemplo, efusiones pleurales). Después de 
tomarse, las células de mesotelioma maligno pueden mantenerse en cultivo de acuerdo con técnicas 45 
convencionales, o congelarse (por ejemplo, a -80 ºC) para su conservación, por ejemplo. Cuando las células de 
mesotelioma maligno no proceden del individuo a tratar por las células dendríticas vacunales, pueden obtenerse en 
particular a partir de líneas celulares alogénicas de mesotelioma humano. 
 
[0027] En el método de preparación que se ha definido anteriormente, la infección de las células de 50 
mesotelioma maligno por el virus atenuado del sarampión puede proceder poniendo en contacto directamente las 
células y el virus, por ejemplo en una Multiplicidad de Infección (MOI) de 1, con una incubación de 2 horas a 37 ºC. 
Después de la infección, la muerte de las células infectadas procede espontáneamente debido a la acción del virus. 
Un sincitio se forma normalmente en primer lugar seguido de la lisis de las células. Este fenómeno puede probarse 
mediante la observación microscópica directa de las células infectadas. Como se prevé en el presente documento, 55 
"lisado celular" incluye tanto el lisado celular en su totalidad (o total), como fracciones del lisado celular, tal como 
fracciones de membrana (por ejemplo, cuerpos de inclusión citoplásmicos o apocuerpos). Como se entenderá bien 
por los expertos en la técnica, el lisado celular obtenido en la primera etapa del método de preparación que se ha 
definido anteriormente corresponde a un lisado celular de mesotelioma maligno infectado por el virus. 
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[0028] Las células dendríticas pueden obtenerse por varias maneras bien conocidas por el experto en la 
técnica. Las células dendríticas proceden preferiblemente del individuo que se va a tratar. Actualmente se prefiere 
que las células dendríticas sean células dendríticas obtenidas de monocitos. La obtención de células obtenidas a 
partir de monocitos se conoce particularmente bien por un experto en la técnica. Preferiblemente, las células 5 
derivadas de monocitos pueden obtenerse siguiendo la metodología general descrita en el Ejemplo 4  o por Spisek y 
col. (2001) Cancer Immunology Immunotherapy 50: 417-427, o por Royer y col. (2006) Scand. J. Immunol. 63: 401-
409. Cuando las células dendríticas obtenidas de monocitos proceden del individuo que se va a tratar, los monocitos 
pueden obtenerse a partir de la leucoféresis de dicho individuo. 
 10 
[0029] Como será evidente para un experto en la técnica, el contacto de las células dendríticas y del lisado 
celular debe mantenerse durante un tiempo diferente para permitir una carga eficaz de las células dendríticas por los 
antígenos presentes en el lisado celular. Una vez cargadas (o pulsadas), se obtienen las células dendríticas 
vacunales de acuerdo con la invención. La carga puede proceder siguiendo la metodología general descrita en el 
Ejemplo 4.  Un periodo de contacto ejemplar entre las células dendríticas y el lisado celular suficiente para permitir 15 
una carga eficiente de las células dendríticas es de aproximadamente 24 horas. En particular, el periodo de contacto 
puede mantenerse hasta que las células dendríticas estén en un estado activado. El estado activado se alcanza 
normalmente después de que las células dendríticas se hayan cargado. El estado activado (o estado maduro) de las 
células dendríticas puede probarse mediante numerosos marcadores bien conocidos por un experto en la técnica, tal 
como marcadores de membrana o de citocina. Dichos marcadores de las células dendríticas activadas se enumeran 20 
en particular en el Ejemplo 5 . 
 
[0030] Por lo tanto, las células dendríticas vacunales que pueden obtenerse de acuerdo con el método de 
preparación de la invención son particularmente ventajosas ya que son estimuladores potentes de linfocitos T CD8 
anti-cancerosas. Igualmente ventajoso, el método de preparación de acuerdo con la invención permite la 25 
preparación de células dendríticas vacunales en un estado activado. 
 
Breve descripción de las figuras 
 
[0031]  30 
 
Figuras 1, 2, 3, 4  y 5: Susceptibilidad del mesotelioma al virus atenua do del sarampión (VS).  
Figura 1 - Actividad oncolítica selectiva de la cepa de vacuna del VS Schwarz. Un panel de líneas celulares de 
mesotelioma epitelioide humano (M11, M13, M47, M56 y M61) y una línea celular mesotelial normal inmortalizada 
(Met5A) se infectar con un VS no recombinante (MOI 1.0) y se realizaron observaciones de la morfología de los 35 
cultivos infectados 72 horas más tarde. 
Figuras 2-3 - Nivel de expresión superficial mayor de los receptores CD46 para células tumorales en comparación 
con sus equivalentes normales. Las células se tiñeron con anticuerpos específicos de CD46 conjugados con FITC 
(histograma de color gris) o control Ig del isotipo relacionado (histograma de color blanco) (figura 2). Los números 
indican el índice de fluorescencia media y el histograma muestra los valores medios de expresión de CD46 40 
obtenidos para líneas celulares mesoteliales (barra de color blanco) y de mesotelioma (barra tramada) (figura 3). 
Figuras 4-5 - La cepa de vacuna del VS Schwarz infecta preferiblemente células tumorales transformadas. Números 
equivalentes de células M13 y Met5A se cultivaron por separado (figura 4) o se cultivaron conjuntamente (figura 5) 
durante una noche, permitiendo la adherencia celular, y la infección se hizo a MOI de 1,0 con el VS eGFP-
recombinante. En cultivos separados, el análisis de la expresión de eGFP se realizó en diferentes momentos tras la 45 
infección (24, 48 y 72 horas) por citometría de flujo (figura 4). En el modelo de cultivo conjunto, se realizó el mismo 
experimento junto con tinción por HLA-A2, ya que la expresión diferencial de los alelos HLA permitió la distinción 
entre dos líneas celulares. El histograma muestra el % de células eGFP-positivas para las células Met5A (barra de 
color blanco) y M13 (barra de color negro) del cultivo conjunto (figura 5). 
 50 
Figura 6: Inmunogenicidad de línea celular de mesot elioma infectado por VS.  
Figura 6 - Muerte celular inducida por tratamientos con VS y UV. Análisis de citometría de flujo de la apoptosis de 
células tumorales M13 desencadenada por exposición UV (5 kJ/cm2) o infección por VS (MOI = 1,0) en los puntos de 
tiempo indicados (D1 = 24 h, D2 = 48 h, D3 = 72 h, y D4 = 96 h) (barras tramadas) frente a células de control no 
tratadas (barras de color blanco). 55 
 
Figuras 7 y 8: Fagocitosis de apocuerpos por CD der ivadas de monocitos.  
Figura 7 - Se marcaron células tumorales M13 tratadas por UV o VS con PKH-26 y se cultivaron conjuntamente con 
CD inmaduras durante 24 horas. Las CD cosechadas se tiñeron posteriormente con anticuerpos anti HLA DR 
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conjugados con FITC y se analizaron por citometría de flujo. Se muestra un experimento representativo de tres con 
resultados similares. El número de DC dobles positivas, que es el porcentaje de CD positivadas para PKH-26 
separadas basándose en la expresión de HLA-DR (anticuerpos conjugados con FITC, clon B8.12.2, Immunotech), 
indica la eficiencia de la fagocitosis de células apoptóticas. 
Figura 8 - El histograma representa valores medios del rendimiento de la fagocitosis obtenidos para cada condición 5 
de carga ensayada. 
 
Figuras 9,  10 y 11: Maduración de CD inducida por cultivo conjunt o con células de mesotelioma infectadas 
por VS.  
Figuras 9 y 10 - Se cultivaron CD inmaduras y células tumorales M13 en las combinaciones indicadas (relación 1/1) 10 
durante 24 horas. Como controles, se incubaron CD con ligando TLR3, ácido poliinsínico:policitidílico (50 µg/ml; 
Sigma), o se infectaron directamente con VS (MOI = 1,0). Posteriormente, las CD se cosecharon y se tiñeron con un 
panel de anticuerpo conjugado por PE específico para las moléculas de superficie celular indicadas (Figura 9 - 
Moléculas HLA; Figura 10 - Marcadores de maduración). Las CD se separaron de acuerdo con sus características 
morfológicas, y las células muertas se excluyeron basándose en la tinción por TOPRO-3 (Molecular Probes). El 15 
fenotipo de la superficie de las CD se analizó por citometría de flujo de tres colores. El histograma muestra los 
valores medios obtenidos de cuatro donantes independientes. 
Figura 11 - Se investigó el patrón de secreción de citocina de las CD en cultivo conjunto de sobrenadante de 
24 horas por ensayos CBA (para IL-6, IL-1β, TNFα, IL-12 y IL-10) y ELISA (para IFNα). 
 20 
Figura 12: Las CD cargadas con células de mesotelio ma infectado por VS inducen el cebado de linfocitos T  
CD8 específicos de MSLN.  
Figura 12 - El número de linfocitos T CD8 específicos de MSLN, obtenido a partir de un cultivo conjunto de 
sensibilización de una semana con CD no pulsadas o pulsadas UV-M13 o MV-M13, se analizó por citometría de 
flujo. El histograma indica el porcentaje de células positivas de tetrámero PE entre linfocitos T separados basándose 25 
en la expresión de CD8 humana (anticuerpos conjugados con PE-Cy5, clon RPA-T8, BD Biosciences). Se muestra 
un experimento representativo. 
 
Ejemplos 
 30 
Ejemplo 1 
 
Susceptibilidad del mesotelioma a infección por VS y a ctividad oncolítica. 
 
[0032] Para comparar el efecto citopático relacionado con el VS sobre células tumorales y no tumorales, un 35 
panel de cinco líneas celulares de mesotelioma epitelioide (M11, M13, M47, M56 y M61) y células mesoteliales 
(Met5A) se infectaron con una cepa de vacuna Schwarz en una Multiplicidad de Infección (MOI) de 1,0. 
 
[0033] Las líneas celulares de mesotelioma (M11, M13, M47, M56 y M61) se establecieron a partir de la 
efusión pleural recogida por toracocentesis de pacientes de cáncer. El diagnóstico de mesotelioma epitelioide se 40 
estableció por la tinción inmunohistoquímica de biopsias. La línea celular mesotelial de control (Met5A) se aisló de 
los fluidos pleurales de pacientes sin cáncer y se inmortalizó por transfección con el plásmido pRSV que codifica el 
antígeno T SV40 (ATCC-LGC Promochem, Molsheim, Francia). Las líneas celulares se mantuvieron en medio RPMI-
1640 complementado con suero fetal de ternera inactivado por calor al 10 % (FCS de Biowest, Nuaille, Francia), L-
glutamina al 1 % y antibióticos de penicilina/estreptomicina al 1 % (todos adquiridos en Sigma, St Quentin Fallavier, 45 
Francia). Los cultivos celulares se comprobaron de forma habitual para observar contaminaciones por Mycoplasma 
usando tinción Hoechst 33258 (Sigma). 
 
[0034] Se obtuvieron cepas de vacuna Schwarz del VS atenuado de F. Tangy (Pasteur Institut, Francia). El VS 
Schwarz se rescató del ADNc pTM-MVSchw (SEQ ID NO: 1) por el uso del sistema de restado basado en células 50 
auxiliares descrito por Radecke y col. (1995) EMBO J. 14: 5773-5784 y modificado por Parks y col. (1999) J. Virol. 
73: 3560-3566. En resumen, las células auxiliares 293-3-46 se transfectaron con 5 µg de pTM-MVSchw y 0,02 µg de 
pEMC-Lschw que expresa el gen MV-L Schwarz (Combredet y col. (2003) J. Virol. 77: 11546-11554) (SEQ ID NO: 
2). Después de una incubación durante una noche a 37 ºC, se aplicó un choque de calor durante 2 h a 43 ºC, y las 
células transfectadas se transfirieron sobre una monocapa de células Vero. Los sincitios que aparecieron en el 55 
cultivo conjunto de 15 días se transfirieron a pocillos de 35 mm y después se expandieron en matraces de 75 cm2 y 
150 cm2 de cultivo de células Vero en DMEM FCS al 5 %. Cuando los sincitios alcanzaron una confluencia del 80-
90 %, las células se rasparon en un volumen pequeño de OptiMEM y se congelaron-descongelaron una vez. 
Después de la centrifugación a baja velocidad para granular los desechos celulares, el sobrenadante que contenía el 
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virus se almacenó a -80 ºC. La titulación de la reserva del VS recombinante se determinó por un ensayo de dilución 
del límite del punto final en células Vero. La TCID50 se calculó mediante el uso del método Kärber (Karber (1931) 
Arch. Exp. Path. Pharmak. 162: 480-483). 
 
[0035] Se realizaron infecciones víricas de las líneas celulares de mesotelioma en una MOI = 1,0 durante 5 
2 horas de incubación a 37 ºC. Tres días después de la infección por VS, se observaron modificaciones morfológicas 
típicas de las células infectadas por VS, es decir, el desarrollo de un efecto citopático importante (CPE) en la mayor 
parte de las líneas de MPM tumorales (4/5), a diferencia de las células Met5A no cancerosas (figura 1 ). El CPE se 
demostró a través del desarrollo de sincitios más o menos importantes, lo finalmente condujo al desprendimiento en 
sobrenadante de cultivo de cuerpos de inclusión citoplasmáticos de células tumorales muertas (figura 1 ). El 10 
desarrollo de estos sincitios gigantes multinucleados es característico de la infección por sarampión y se produce por 
la fusión de células infectadas HA+ con células de cultivo CD46+ adyacentes. 
 
[0036] Pudo demostrarse una expresión de regulación ascendente significativa de cepas del VS atenuado vivo 
en el receptor CD46 por las células de mesotelioma (figuras 2-3 ). 15 
 
[0037] Con el fin de cuantificar la susceptibilidad a la infección por VS, las líneas celulares Met5A y M13 se 
infectaron con reserva del VS eGFP-recombinante (Combredet y col. (2003) J. Virol. 77: 11546-11554). Se usó la 
expresión del transgen de GFP como un marcador de la infección vírica, permitiendo de este modo la determinación 
del porcentaje de células infectadas por citometría de flujo. El rendimiento de la infección por VS de ambas células 20 
de cultivo fue dependiente de la dosis (MOI variable de 0,01 a 5,0), indicando la especificidad de la señal eGFP. 
Mientras que Met5A se infectó por la cepa del VS (para MOI que variaba de 0,5), M13 también se infectó 
significativamente por VS, pero siempre a una MOI inferior (para MOI que variaba de 0,1). También se observó un 
aumento significativo del rendimiento de la infección de las células tumorales en comparación con las células 
normales (para MOI 1,0) tanto en sistemas de cultivo celular separado (figura 4 ) como de cultivo conjunto (figura 5 ) 25 
(relación 1:3) 48 horas después de la infección. Además, la infección vírica también pudo demostrarse por la 
regulación descendente de la expresión de la superficie de CD46 observada en los cultivos celulares infectados. 
 
[0038] Por lo tanto, de acuerdo con estos resultados in vitro, los tumores de mesotelioma presentan una 
susceptibilidad más importante tanto a la infección mediada por VS como a la actividad citolítica relacionada con el 30 
VS que el tejido mesotelial. En consecuencia, el MPM aparece como un candidato relevante para un planteamiento 
de viroterapia basado en la administración del virus del sarampión. 
 
Ejemplo 2 
 35 
Muerte de células tumorales inducida por tratamient os con VS y UV. 
 
[0039] Después de demostrar que el VS es capaz de infectar células de mesotelioma, los inventores 
verificaron si la infección del virus también podría conducir a la muerte celular mediada por apoptosis. 
 40 
[0040] Los cultivos de células M13 monocapa subconfluentes se infectaron por VS (MOI 1,0) o se irradiaron 
por UV-B (312 nm-5 kJ/m2) usando un instrumento UV Stratalinker2400 (Stratagene Europe, Amsterdam, Holanda), 
como control positivo para la apoptosis. Las células se recogieron en diferentes momentos tras el tratamiento, y la 
muerte celular se cuantificó como se describe por Ebstein y col. (2004) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 169: 1322-
1330 mediante tinciones concomitantes de fosatidilserina y Anexina-V. 45 
 
[0041] Como se muestra en la figura 6 , 24 horas de exposición de las células M13 a irradiación UV-B y 
72 horas de infección de las células M13 con VS produjeron una tasa equivalente de muerte de células tumorales 
(comprendida entre el 70 % y el 80 % de células positivas a anexina-V), lo que indica que el VS induce la apoptosis 
en las células tumorales infectadas. Las condiciones que indujeron la muerte de las células M13 definida de este 50 
modo se usaron en los siguientes experimentos. 
 
[0042] Además, también se confirmó la eliminación de las células relacionadas con el virus por la observación 
de un efecto citopático importante, que conduce a la dislocación completa de la capa celular M13 72-96 horas 
después de la infección (figura 1 ). 55 
 
Ejemplo 3 
 
Seguimiento del ciclo de replicación vírica en célul as tumorales infectadas por VS. 
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[0043] Con el fin de seguir la cinética del crecimiento vírico en cultivo de células M13 infectadas (MOI = 1,0), 
se realizaron RT-PCR específicas para receptores potenciales de ARNds vírico (Mda-5, TLR-3, RIG-I y PKR). Se 
usaron cebadores específicos para el gen β-actina como un control de experimento interno. 
 5 
[0044] En resumen, las células M13 se incubaron con ligando de ácido poliinosínico:policitidílico (10 µg/ml) o 
VS (MOI = 1,0) y los gránulos celulares se recogieron en diferentes momentos. Después, todo el ARN celular se 
extrajo usando kits RNeasy (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se 
transcribieron a la inversa usando RTase (Invitrogen, Paisley, Reino Unido). Se usó el ADNc resultante como modelo 
para la amplificación por PCR usando cebadores específicos para Mda-5, TLR-3, RIG-I, PKR, IFNβ y β-actina. Las 10 
secuencias de cebadores PCR se enumeran en la Tabla 1 . Los productos PCR se visualizaron por electroforesis en 
gel de agarosa. 
 

Tabla 1: Secuencias de cebador 

Cebador  Secuencia  Tamaño del fragmento 
(pb)  

SEQ ID 
NO: 

β-actina ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG directa 837 3 
 CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC inversa  4 

TLR-3 ATTGGGTCTGGGAACATTTCTCTTC directa 319 5 
 GTGAGATTTAAACATTCCTCTTCGG inversa  6 

Mda-5 GAGCAACTTCTTTCAACCAC directa 633 7 
 GAACACCAGCATCTTCTCCA inversa  8 

RIG-I GAACGATTCCATCACTATCC directa 580 9 
 GGCATCATTATATTTCCGCA inversa  10 

PKR CTTCTCAGCAGATACATCAG directa 689 11 
 GTTACAAGTCCAAAGTCTCC inversa  12 

 15 
[0045] Por lo tanto, puede mostrarse que se produjo un pico de replicación vírica entre 1 a 4 días después de 
la infección de las células M13 de mesotelioma. Además, también pudieron evidenciarse productos PCR 
correspondientes a receptores potenciales de ARNds vírico (Mda-5, TLR-3, RIG-I y PKR). 
 
Ejemplo 4 20 
 
Captación eficiente de células de mesotelioma apopt óticas por CD inmaduros. 
 
[0046] Después, se estudió la captación por células dendríticas (CD) de apocuerpos de células tumorales M13 
infectadas por VS (72 horas) y se comparó con la de células tumorales M13 infectadas por UV (24 horas). 25 
 
[0047] Las células dendríticas se obtuvieron a partir de monocitos generados de recogidas de leucoféresis de 
donantes sanos HLA-A0201 (EFS, Nantes, Francia), después de obtener el consentimiento informado. La fracción 
enriquecida con monocitos (>85 % de pureza) se separó en primer lugar por centrifugación por gradiente de 
densidad Ficoll (PAA Laboratories, Les Mureaux, Francia). Después, los monocitos se enriquecieron por elutriación 30 
(centrifugación contracorriente) usando una centrífuga Beckman Avanti J20 equipada con un rotor JE5.0 y una 
cámara de elutriación de 40 ml. De forma habitual, la pureza de los monocitos elutriados estaba por encima del 
80 %, como se evaluó por citometría de flujo en base a la detección del marcador CD14. Los monocitos se cultivaron 
en 2 x 108 células/ml con 500 IU/ml de GM-CSF y 200 IU/ml de IL-4 (Cell Genix Technology, Freiburg, Alemania). 
Después, las células se dejaron diferenciar durante 6 días. 35 
 
[0048] El día 6, las CD derivadas de monocitos se recogieron del sobrenadante de cultivo y se sembraron en 
cultivo para su carga posterior. Las CD inmaduras se incubaron con 2·108 células/ml de material apoptótico, 
derivado de células tumorales M13 alogénicas tratadas por UV o infectadas por VS, durante 24 horas más de cultivo 
conjunto (relación 1:1). El análisis del rendimiento de la fagocitosis de las CD se evaluó tanto por citometría de flujo 40 
como microscopía láser confocal, como se ha descrito previamente (Massé y col. (2002) Cancer Research 32: 1050-
1056). En resumen, las células M13 tratadas por UV o por VS se marcaron con colorante de tinción de membrana 
PKH-26, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Sigma, St Quentin Fallavier, Francia). Después de 24 horas de 
cultivo conjunto, las CD se tiñeron con anticuerpos anti HLA-DR conjugados con FITC (Immunotech, Marseilles, 
Francia). Después de los lavados con PBS, las células se cosecharon y se analizaron en un sistema FACSCalibur 45 
(BD Biosciences, Grenoble, Francia), o con un microscopio TCS NT (Leica Instruments, Heidelberg, Alemania). Las 
CD que habían ingerido células apoptóticas se identificaron como células doble positivo a HLA-DR/PKH-26 (figura 
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7). 
 
[0049] Como se muestra en la figura 8 , puede demostrarse que las CD sumergieron eficientemente células 
de mesotelioma tratadas por UV y por VS a la misma velocidad, como se ilustra por un porcentaje similar de CD 
PKH26-positivas separadas basándose en la expresión de HLA-DR (65 % y 74 % para CD cargadas 5 
respectivamente con células M13 tratadas por UV o por VS). 
 
[0050] Los experimentos de microscopía de exploración láser confocal confirmaron adicionalmente una 
internalización eficiente de las células M13 apoptóticas por las CD inmaduras en 24 horas de cultivo conjunto, 
independientemente de la estrategia inducida por muerte usada (infectadas por VS o irradiadas por UV). 10 
 
Ejemplo 5 
 
Las células tumorales infectadas con VS inducen la ma duración espontánea de las CD, a diferencia de las 
células M13 apoptóticas inducidas por radiación UV. 15 
 
[0051] A continuación, los inventores examinaron si el material celular obtenido a partir de células tumorales 
M13 infectadas por VS podía estimular eficientemente la maduración de las CD. 
 
[0052] El estado de maduración de las CD se evaluó 24 horas después de la inmersión de las células 20 
tumorales eliminadas por exposición a la radiación o por la actividad citolítica mediada por el virus. 
 
[0053] El fenotipo de las CD viables (separadas basándose en exclusión por tinción positiva a TOPRO-3) se 
investigó por la expresión superficial de moléculas CMH de Clase I y II (figura 9 ) y de los marcadores de maduración 
CD80, CD86, CD83 y CD40 (figura 10 ), completado por el análisis del patrón de secreción de citocinas realizado en 25 
el sobrenadante de cultivo conjunto (figura 11 ). Como controles, las CD se dejaron solas, o se maduraron con una 
combinación de ligando TLR3 y una citocina pro-inflamatoria (ácido poliinosínico:policitidílico/IFNα, como un imitador 
de la infección vírica), o se dispusieron directamente por contacto con el virus del sarampión (VS). 
 
[0054] En resumen, la inmunotinción se realizó con un panel de anticuerpos monoclonales (todos adquiridos 30 
en Immunotech, Marseilles, Francia) específicos para HLA-ABC (clon B9.12.1), HLA-DR (clon B8.12.2), CD80 (clon 
MAB104), CD83 (clon HB15a), CD86 (clon HA5.2B7) y CD40 (clon MAB89). Las CD se incubaron con cada uno de 
los anticuerpos anteriores (1 µg/ml) a 4 ºC durante 30 min antes de la citometría de flujo. Se ensayó la secreción del 
patrón de citocinas en sobrenadantes recogidos 24 horas después de la inmersión. Las concentraciones de IL-10, 
IL-12, IL-6, IL-1β y TNFα se midieron usando kits de matriz citométrica de microesferas disponibles en el mercado 35 
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, Francia), de acuerdo con el protocolo del fabricante. La cuantificación de IFNα se 
realizó con un ensayo ELISA (Biosource, Camarillo, Estados Unidos). 
 
[0055] Pudo observarse un programa de maduración espontánea únicamente para las CD cargadas con 
apocuerpos obtenidos a partir de células de mesotelioma infectadas con VS, a un nivel básicamente equivalente al 40 
cóctel de maduración de control positivo usado en el experimento (Polyl:C/IFNα). La maduración espontánea se 
demostró por una regulación ascendente significativa de la expresión de moléculas de estimulación conjunta (para 
CD80, CD83, CD86, CD40 y HLA-ABC), y la producción de numerosas citocinas pro-inflamatorias (para IL-6, IL-1β, 
TNFα e IFNα). 
 45 
[0056] Sin embargo, en consonancia con informes anteriores, las CD pulsantes con células tumorales 
apoptóticas irradiadas por UV, así como la infección directa de CD por virus del sarampión (VS), no condujeron a 
este efecto. 
 
[0057] En general, estos datos apoyan fuertemente un aumento de la inmunogenicidad de las células 50 
tumorales infectadas por VS con respecto a las células tumorales irradiadas por UV. 
 
Ejemplo 6 
 
Cebado cruzado de la respuesta de linfocitos T CD8 específicos de MSLN. 55 
 
[0058] Finalmente, los inventores ensayaron si las CD cargadas con apocuerpos obtenidos a partir de células 
de mesotelioma infectadas con VS podían estimular una respuesta CD8 efectora específica para un antígeno 
tumoral asociado a MPM, tal como Mesotelina (MSLN). 
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[0059] Con el fin de evaluar esta cuestión, se realizó una inmunotinción para tetrámero en linfocitos T CD8 
sensibilizados durante una semana con CD autólogas cargadas con material apoptótico obtenido a partir de células 
M13 tratadas por UV o VS. Como controles, se realizó un experimento similar con la línea de linfocitos T de linfoma 
Jurkat, escogida basándose en su susceptibilidad al VS y sus características de expresión negativa a MSLN (figura 5 
12). Como controles de experimento internos, se consiguió la tinción del tetrámero específico a MelanA/Mart-1 
(MelanA26-35L) en complemento a los específicos para los dos epítopos CTL derivados de MSLN seleccionados. 
Estos péptidos (MSLN 531-539 y MSLN 541-550) se identificaron por la exploración de la secuencia aminoacídica 
de MSLN (GenPept NP 005814) para buscar correspondencias con los motivos de consenso para la unión a HLA-
A0201, usando dos algoritmos informáticos BIMAS y SYFPEITHI (Tabla 2 ): 10 
 

Tabla 2: Características de los tetrámeros 
   Puntuación de unión a HLA-A0201 

Nombre del tetrámero Localización Secuencia SYFPEITHI BIMAS 
HLA-A2 VLP9 531-539 VLPLTVAEV (SEQ ID NO: 13) 29/30 272/285 
HLA-A2 KLL10 541-550 KLLGPHVEGL (SEQ ID NO: 14) 30/31 312/312 

 
[0060] En resumen, los linfocitos T CD8 se prepararon a partir de PBMC de donantes sanos HLA-A0201 por 
selección positiva con los sistemas de columna MACS usando un kit CD8 multisort (Miltenyi Biotec, Paris, Francia). 15 
Los linfocitos T CD8 sin tratar purificados (>90 % de pureza) se estimularon con CD autólogas cargadas con cada 
preparación apoptótica o CD no cargadas como control. El cultivo conjunto se realizó en placas de 96 pocillos de 
fondo redondo (BD Falcon), mezclando 2·104 CD maduras con 2·105 linfocitos T respondedores (relación 1:10) en 
200 µl de medio RPMI 1640 de suero humano al 8 %, complementado con 10 ng/ml de IL-12 durante los 3 primeros 
días (AbCys SA, Paris, Francia) y con 10 U/ml de IL-2 (Proleukin, Chiron Therapeutics, Estados Unidos) durante los 20 
siguientes días. Se añadió IL-2 cada tres días, permitiendo una renovación del medio de cultivo regular. Después de 
7-8 días de cultivo, los linfocitos T se cosecharon y se tiñeron con los tetrámeros específicos de MSLN como se 
indica a continuación. 
 
[0061] Los péptidos de epítopos CD8 seleccionados (síntesis realizada por Eurogentec, Liege, Bélgica) se 25 
usaron para la producción de monómeros (Recombinant Proteins Production Platform (Plataforma de Producción de 
Proteínas Recombinantes), U601-IFR26, Nantes, Francia) como se ha descrito previamente (Labarriere y col. (2002) 
Int. J. Cancer 101: 280-286). Los monómeros HLA-A2 VLP9 y HLA-A2 KLL10 se oligomerizaron con estreptavidina 
marcada con PE (BD Biosciences). La tinción y el lavado se realizaron en BSA-PBS al 0,1 %. Los linfocitos T se 
tiñeron sucesivamente con 10 µg/ml de multímeros pMHC marcados con PE a 4 ºC durante 30 min, y con 1 µg/ml de 30 
anticuerpos anti-CD8 conjugados por PE-Cy5 diluidos (clon RPA-T8, BD Biosciences) durante 30 min más a 4 ºC. 
Las células se lavaron y se analizaron inmediatamente en un FACSCalibur. 
 
[0062] De manera interesante, pudo observarse un aumento significativo del porcentaje de linfocitos T 
específicos de MSLN entre la selección de población CD8-positiva para cultivos conjuntos con CD cargadas con 35 
material apoptótico obtenido a partir de células M13 tratadas por VS con respecto a cultivos conjuntos con CD 
cargadas con material apoptótico obtenido a partir de células M13 tratadas por UV. 
 
LISTA DE SECUENCIAS 
 40 
[0063]  
 
<110> INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM) 
INSTITUT PASTEUR 
<120> MEDICAMENTOS Y MÉTODOS PARA EL TRATAMIENTO DE MESOTELIOMA 45 
<130> BET08P1093 
<150> EP 07291232.2 
<151> 10-10-2007 
<160> 14 
<170> PatentIn versión 3.4 50 
<210> 1 
<211> 18967 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 55 
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<223> Plásmido pTM-MVSchw 
<400> 1  
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<210> 2 
<211> 12082 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Plásmido pEMC-LSchw 
<400> 2  
 10 
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<210> 3 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 
<400> 3 
 10 
atctggcacc acaccttcta caatgagctg cg   32 
 
<210> 4 
<211> 32 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 
<400> 4 
 20 
cgtcatactc ctgcttgctg atccacatct gc   32 
 
<210> 5 
<211> 25 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 
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<400> 5 
 
attgggtctg ggaacatttc tcttc    25 
 
<210> 6 5 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 10 
<400> 6 
 
gtgagattta aacattcctc ttcgg    25 
 
<210> 7 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 20 
<400> 7 
 
gagcaacttc tttcaaccac    20 
 
<210> 8 25 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 30 
<400> 8 
 
gaacaccagc atcttctcca    20 
 
<210> 9 35 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 40 
<400> 9 
 
gaacgattcc atcactatcc    20 
 
<210> 10 45 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 50 
<400> 10 
 
ggcatcatta tatttccgca    20 
 
<210> 11 55 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 

E08805222
22-10-2015ES 2 550 938 T3

 



 
 

 29

<223> Cebador 
<400> 11 
 
cttctcagca gatacatcag    20 
 5 
<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 10 
<223> Cebador 
<400> 12 
 
gttacaagtc caaagtctcc    20 
 15 
<210> 13 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
<220> 20 
<223> Epítopo MSLN 531-539 
<400> 13  
 

 
 25 
<210> 14 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
<220> 30 
<223> Epítopo MSLN 541-550 
<400> 14  
 

 
35 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para preparar células dendríticas vacunales destinadas a tratar un mesotelioma maligno en 
un individuo, que comprende las siguientes etapas: 
 5 
- infección in vitro de células de mesotelioma maligno recogidas del individuo por una cepa de sarampión atenuada 
para producir un lisado celular; 
- poner en contacto células dendríticas con el lisado celular para producir células dendríticas vacunales. 
 
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que las células dendríticas provienen del individuo. 10 
 
3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que las células dendríticas son células 
dendríticas obtenidas de monocitos. 
 
4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el mesotelioma maligno 15 
es un mesotelioma pleural maligno. 
 
5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el virus atenuado del 
sarampión es una cepa Edmonston. 
 20 
6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el virus atenuado del 
sarampión se selecciona entre el grupo que consiste en una cepa Schwartz y una cepa Moraten. 
 
7. Células dendríticas vacunales que pueden obtenerse por el método de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 6, en el que dichas células dendríticas vacunales sobreexpresan CD80, CD83, CD86, CD40 y 25 
HLA-ABC y producen IL-6, IL-1β, TNFα e IFNα. 
 
8. Una composición farmacéutica que comprende células dendríticas vacunales de acuerdo con la 
reivindicación 7 como principio activo, junto con un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 30 
9. Células dendríticas vacunales de acuerdo con la reivindicación 7 para su uso en el tratamiento de 
mesotelioma maligno en un individuo. 
 
10. Células dendríticas vacunales de acuerdo con la reivindicación 7 para su uso de acuerdo con la 
reivindicación 9, en las que el mesotelioma maligno es mesotelioma pleural maligno. 35 
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