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DESCRIPCIÓN 
 
Uso de un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado con propiedades proapoptóticas potenciadas 
(virus MV-deltaC) en la terapia del cáncer 
 5 
Campo de la invención 
 
La invención se refiere a un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado obtenido de una cepa del virus 
del sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha suprimido (MV-
deltaC). Se refiere en particular al uso de dicho MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado en el tratamiento de 10 
tumores malignos o afecciones relacionadas con cáncer, y para la preparación de composiciones para tal 
tratamiento. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
El mesotelioma maligno es un cáncer raro y muy agresivo, resistente a los tratamientos curativos habituales. El 
desarrollo del mesotelioma pleural maligno está vinculado principalmente con una exposición prolongada a las fibras 
y polvos de amianto (Kazan-Allen et al., Lung cancer, 2005, 49S1:S3-S8; Robinson et al., Lancet, 2005, 366:397-
408). El melanoma es un tumor maligno que se desarrolla en los melanocitos y se puede diseminar a todo el cuerpo 
cuando no se trata. Aunque representa uno de los tipos menos frecuentes de cáncer de piel, es responsable de la 20 
mayoría de las muertes relacionadas con el cáncer de piel (Chin, L. et al., Genes Dev. 2006 20: 2149-2182). Los 
adenocarcinomas de pulmón son el tipo más común de cáncer de pulmón, tanto en fumadores como en no 
fumadores, y son una de las causas más comunes de muerte por cáncer (Travis, W. D. et al., J Thorac Oncol., 2011, 
6(2), 244-285). 
 25 
Actualmente, ninguna estrategia propone una oportunidad curativa significativa para varios cánceres agresivos tales 
como los mesoteliomas malignos, los melanomas y los adenocarcinomas de pulmón. 
 
Sus pronósticos son muy malos y son relativamente resistentes a todas las modalidades de tratamiento 
convencionales, tales como la quimioterapia, la radioterapia y/o la cirugía. Por lo tanto, existe una necesidad 30 
apremiante de desarrollar nuevos enfoques clínicos. 
 
La viroterapia del cáncer es extensamente considerada como una nueva alternativa para el tratamiento de los 
cánceres que son resistentes a las terapias antineoplásicas convencionales (Boisgerault N et al., Immunotherapy, 
2010, 2 de marzo (2), 185-199). La viroterapia oncolítica ha demostrado mecanismos antitumorales multimodales 35 
tanto en tratamientos preclínicos como en algunos de tratamientos clínicos antineoplásicos de fase I (Lech, PJ y 
Russell, SJ; Expert Review of Vaccines, 2010, 9(11):1275-1302; Galanis et al., Cancer Research, 2010, 70(3):875-
882), y también en investigaciones in vitro (Gauvrit, A et al., Cancer Research, 2008, 68 (12), 4882-4892). En 
comparación con la inmunoterapia de transferencia celular, las vacunas de virus tienen la ventaja de conferir 
inmunidad antineoplásica personalizada simultáneamente con la citorreducción, sin el requisito de una fabricación 40 
personalizada. De forma adicional, las vacunas de virus pueden diseñarse técnicamente para delecionar 
componentes víricos inmunosupresores y para insertar transgenes que potencian la citotoxicidad e inmunidad 
antitumorales (A. Gauvrit et al., Cancer Research, 2008, 68 (12), 4882-4892). 
 
El virus del sarampión (MV) es un virus con envoltura de ARN monocatenario no segmentado, de sentido negativo, 45 
del género Morbilivirus dentro de la familia de Paramyxoviridae. El genoma no segmentado de MV tiene una 
polaridad antimensaje, lo que da como resultado un ARN genómico que no se traduce ni in vivo ni in vitro, ni es 
infeccioso cuando se purifica. Este virus se ha aislado en el año 1954 (Enders, J. F. y Peebles, T.C., 1954, Proc Soc 
Exp Biol Med, 86(2): 277-286), y desde entonces las vacunas atenuadas vivas se han obtenido de este virus para 
proporcionar cepas vacunales, y en particular de la cepa Schwarz/Moraten. 50 
 
La transcripción y la replicación de los virus de ARN de cadena (-) no segmentada y su ensamblaje como partículas 
de virus se han estudiado e informado especialmente en Fields virology (3ª edición, vol. 1, 1996, Lippincott-Raven 
publishers-Fields BN et al.). La transcripción y la replicación de, MV no implican el núcleo de las células infectadas, 
sino que tienen lugar en el citoplasma de dichas células infectadas. El genoma del MV comprende genes que 55 
codifican seis proteínas estructurales principales a partir de los seis genes (designados N, P, M, F, H y L) y las dos 
proteínas no estructurales del gen P adicionales, las proteínas C y V. El orden de los genes es el siguiente: 3', N, P 
(que incluye C y V), M, F, H, y la proteína polimerasa grande L en el extremo 5' (Figura 1A). El genoma comprende 
además regiones no codificantes en la región intergénica M/F; esta región no codificante contiene aproximadamente 
1000 nucleótidos de ARN no traducido. Los genes citados codifican respectivamente el péptido líder (gen I), las 60 
proteínas de la nucleocápside del virus, es decir, la nucleoproteína (N), la fosfoproteína (P) y la proteína grande (L), 
las cuales se ensamblan alrededor del ARN genómico para proporcionar la nucleocápside. Los otros genes codifican 
las proteínas de la envoltura vírica, incluidas las proteínas hemaglutinina (H), la de fusión (F) y la de matriz (M). La 
proteína C del MV está codificada por el gen policistrónico P, es una proteína pequeña (186 aminoácidos) y básica, 
localizada tanto en el citoplasma como en el núcleo (Bellini, W.J. et al., J. Virol., 1985, 53:908-919). El papel de esta 65 
proteína vírica, descrita como un factor de virulencia del MV, aún no se entiende bien. Para determinar el papel de la 
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proteína C del MV, se ha utilizado una cepa de MV recombinante de tipo silvestre que carece de expresión de la 
proteína C, basada en la cepa IC-B muy patógena y generada mediante el uso de un sistema de genética inversa. 
Se sugirió que la proteína C del MV podría estar implicada en el ensamblaje de las partículas víricas, en la expresión 
de proteínas del virus y en el retraso de la apoptosis de las células infectadas para establecer una infección a largo 
plazo del MV (Takeuchi, K. et al., J. Virol., junio de 2005, 7838-7844). Aunque se ha informado de que la proteína C 5 
del MV inhibe la respuesta antivírica por interferón (Shaffer, J. A. et al., Virology, 2003, 315:389-397), otro estudio 
llegó a la conclusión contraria (Takeuchi, K. et al., J. Virol., junio de 2005, 7838-7844), confirmando de este modo 
que la función de la proteína C del MV aún no se ha establecido bien. Se ha divulgado que los virus de sarampión 
recombinantes con una mutación en el gen C tienen fenotipos de crecimiento alterados in vivo (Valsamakis et al., J. 
Virol., 1998, 72(10), 7754-7761) y que los virus del sarampión defectuosos en C inducen fuertes respuestas 10 
inmunitarias adaptativas mientras se propagan de manera menos eficaz (Devaux et al., J. Virol., 2008, 82(11), 5359-
5367). 
 
Entre los virus humanos que merecen analizarse como agentes oncolíticos, la vacuna para el MV atenuada viva 
presenta una serie de ventajas. Administrada a cientos de millones de niños durante 30 años, es la vacuna 15 
pediátrica humana más segura y más extensamente utilizada. Las cepas atenuadas del MV infectan una gran 
cantidad de tipos celulares y, preferentemente, células cancerosas transformadas. Esto se debe al uso por el MV de 
CD46 como receptor, frecuentemente sobreexpresado en células cancerosas para resistir la destrucción 
dependiente del complemento por parte de los linfocitos citolíticos naturales (Naniche, D. et al., J Virol, 1993, 67(10): 
6025-6032; Dhiman, N. et al., Rev Med Virol, 2004, 14(4): 217-229), mientras que el MV de tipo silvestre usa SLAM 20 
(CD150) (Tatsuo, H. et al. Nature, 2000, 406(6798):893-897; Anderson, B. D. et al., Cancer Res., 2004, 64: 4919-
4926; Schneider, U. et al., J Virol., 2002, 76: 7460-7467). Curiosamente, El MV presenta propiedades antitumorales 
naturales porque se dirige específicamente a las células cancerosas sin infectar a las sanas. Por lo tanto, el MV 
demuestra un perfil de seguridad incuestionable para su aplicación en futuros protocolos terapéuticos. 
 25 
Las propiedades oncolíticas del MV de tipo silvestre son bien conocidas por los expertos en la técnica (Mayo 
Foundation for Medical Education and Research, documento US07854928). Recientemente, se iniciaron ensayos 
clínicos para investigar la capacidad de la cepa Edmonston del MV para tratar el cáncer de ovario, el glioblastoma, el 
cáncer de pulmón no microcítico y el mieloma múltiple (véase http://clinicaltrials.gov, palabras clave sobre sarampión 
y el cáncer). También se ha descrito el uso de vacunas contra el VM, ya sean recombinantes o quiméricas, como 30 
vectores de vacunación (documentos WO2004/000876, WO2004/076619, WO2006/136697 y WO2008/078198, 
WO2012/022495; Li et al., Cancer Gene Ther., 2010, 17(8), 550-558). Se ha descrito el efecto terapéutico del uso 
combinado del MV y de agentes quimioterapéuticos (Ungerechts et al., Gene Ther. 2010, 17(12), 1506-1516). 
 
Esta tecnología también se ha propuesto para el tratamiento inmunooncolítico del mesotelioma (Gauvrit, A. et al., 35 
Cancer Research, 2008, 68 (12), 4882-4892). Por consiguiente, la solicitud de patente internacional WO2009/047331 
describió las propiedades oncolíticas e inmunoadyuvantes de la cepa Schwarz atenuada viva de la vacuna del MV 
en un panel de células tumorales de mesotelioma epitelioide. Usando una cepa Schwarz de la vacuna del MV 
rescatada, producida a partir de un clon de ADNc infeccioso, se demostró que las células de mesotelioma infectadas 
con MV inducían la maduración espontánea de células dendríticas derivadas de monocitos (Mo-DC, forma siglada 40 
de monocyte-derived dendritic cells) y una respuesta específica para el antígeno tumoral. 
 
Las ventajas potenciales de la oncoviroterapia sobre los tratamientos convencionales incluyen la propiedad de 
inducir una respuesta inmunitaria que incluye no solo una mayor especificidad en la diana contra los antígenos del 
cáncer (antígenos asociados al tumor) y, por lo tanto, un mejor margen de seguridad, sino también un efecto 45 
prolongado debido a la memoria inmunitaria, y por lo tanto la prevención de recaídas y metástasis. De hecho, se ha 
demostrado que se desarrollan una respuesta inmunitaria específica y memoria después de la administración de MV 
en el sitio de las células cancerosas, en presencia de células presentadoras de antígenos (Massé, D. et al., Int. J. 
Cancer, 2004, 111(4), 575-580); Liu et al., Molecular therapy: the journal of the American Society of Gene Therapy, 
2010, 18(6):1155-1162). Se demostró que la actividad antitumoral de la cepa de Schwarz del MV actúa a través de 50 
múltiples mecanismos, incluyendo la oncolisis, la inducción de apoptosis inmunogénica tumoral (expresión de señal 
de peligro asociada con la muerte celular) y la formación de sincicio mediada por virus (Gauvrit, A. et al., Cancer 
Res, 2008, 68(12), 4882-4892). Además, también se ha sugerido que los antígenos asociados a tumores liberados y 
la inflamación resultante de la replicación vírica rompen la inmunotolerancia a los tumores e inducen inmunidad 
contra el cáncer. 55 
 
A pesar de una infección eficaz, algunos tumores malignos o células cancerosas infectados con VM resisten la 
inducción de la muerte celular. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar virus que ayuden a superar este tipo 
de resistencia y, por lo tanto, mejoren y extiendan la inducción de muerte celular específica de tumores malignos o 
células cancerosas. 60 
 
Los precursores de células dendríticas (DC, forma siglada del inglés de dendritic cell) se dividen en células 
dendríticas derivadas de monocitos (las Mo-DC) y células dendríticas plasmocitoides (las pDC, forma siglada del 
inglés de plasmacytoid dendritic cell), las cuales presentan distintas propiedades funcionales. Las pDC son un 
subconjunto de CD implicado en la respuesta inmunitaria antivírica debido a su expresión de receptores tipo Toll 65 
(TLR) especializados en el reconocimiento de ácidos nucleicos víricos (TLR7, TLR9) (Gilliet, M. et al., Nat Rev 

E14701698
03-12-2018ES 2 700 749 T3

 



4 

Immunol., 2008, 8:594-606). Responden a una amplia gama de virus (entre otros, el virus de la gripe A, el virus del 
herpes simple, VIH) en términos de activación y maduración al producir grandes cantidades de interferón tipo I (IFN-
α,-β,-ω). Además, pueden presentar antígenos víricos a los linfocitos T CD8+ y CD4+ cuando están infectados por 
un virus (Fonteneau, J. F. et al., Blood, 2003, 101:3520-3526) y para la presentación cruzada de antígenos víricos de 
células infectadas por virus a linfocitos T CD8+ (Di Pucchio, T. et al., Nat Immunol., 2008, 9:551-557; Lui, G. et al., 5 
PLoS One, 2009, 4:e7111). Además, se ha demostrado que las pDC podrían desempeñar un papel beneficioso en la 
respuesta inmunitaria contra tumores (Drobits, B. et al., J Clin Invest., 2012, 122:575-585; Liu, C. et al., J Clin Invest., 
2008, 118:1165-1175). Como ejemplo, en un modelo de ratón de melanoma, después del tratamiento tópico con el 
ligando de TLR7, imiquimod, se observó activación de pDC y una respuesta inmunitaria antitumoral dentro de los 
tumores (Drobits, B. et al., J Clin Invest., 2012, 122:575-585). Como el MV tiene un ARN monocatenario (ARNmc), 10 
los inventores han formulado la hipótesis de que las pDC podrían detectar la infección por MV de las células 
tumorales, debido a su expresión intravacuolar de TLR7, que reconoce el ARN monocatenario. Se ha divulgado un 
método para preparar pDC vacunales para tratar un tumor en un individuo diagnosticado de tal afección tumoral, que 
comprende la etapa de infección in vitro de células tumorales que previamente se han recogido del individuo con MV 
no modificado (Guillerme et al., Clin. Cancer Res., 2013, 19(5), 1147-1158). 15 
 
Descripción de la invención 
 
Los inventores han descubierto sorprendentemente que un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado 
obtenido de una cepa del MV atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha 20 
suprimido (MV-deltaC), suscita una respuesta potenciada contra un tumor maligno o células cancerosas y, en 
particular, tiene propiedades proapoptóticas potenciadas en comparación con el MV no modificado. Por lo tanto, la 
presente invención emplea MV-deltaC y demuestra que puede infectar y destruir de forma eficaz un tumor maligno o 
células cancerosas, tales como mesotelioma maligno, melanoma y células de adenocarcinoma de pulmón. La 
divulgación describe que las células dendríticas plasmocitoides en contacto con lisado de mesotelioma maligno, 25 
melanoma y células de adenocarcinoma de pulmón infectados con MV pueden activar linfocitos T CD8 anti 
mesotelioma, anti melanoma y anti adenocarcinoma de pulmón. Los inventores han propuesto, así, que las 
propiedades observadas del MV-deltaC podrían ser de interés cuando se usan como un compuesto activo contra un 
tumor maligno o células cancerosas cuando MV-deltaC activa las pDC. 
 30 
La divulgación describe un virus del sarampión infeccioso obtenido de una cepa del virus del sarampión atenuada 
viva para su uso en el tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo mediante la activación de 
células dendríticas plasmocitoides (las pDC), cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor o una 
afección relacionada con cáncer. 
 35 
La presente invención también se refiere a un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado obtenido de 
una cepa del virus del sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha 
suprimido (MV-deltaC) para su uso en el tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo 
mediante la activación de células dendríticas plasmocitoides (las pDC), cuando se administran a un individuo 
diagnosticado de tal tumor o una afección relacionada con cáncer. 40 
 
El término "virus del sarampión" se abrevia MV y la expresión "virus del sarampión obtenido de una cepa del virus 
del sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha suprimido" se abrevia 
como MV-deltaC. 
 45 
La expresión "que codifica" usada en la presente solicitud define la capacidad de las moléculas de ácido nucleico 
para transcribirse y, cuando sea apropiado, traducirse para la expresión del producto en células o líneas celulares 
seleccionadas. 
 
El individuo puede ser preferentemente un mamífero, más preferentemente un ser humano. 50 
 
Como se define en el presente documento, La expresión "genéticamente modificado" abarca el hecho de que la 
síntesis de la proteína C del virus del sarampión se elimina en el MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado 
producido, en particular rescatado. 
 55 
Como se define en el presente documento, la expresión "el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha 
suprimido" significa que la expresión del gen que codifica la proteína C está silenciada. 
 
La inhibición de la síntesis de la proteína C se logra en particular silenciando la expresión de la fase de lectura 
abierta (ORF) de la proteína C contenida en el gen P y que codifica la proteína C. La ORF de la proteína C se solapa 60 
con parte de la ORF de P en la fase +1. El silenciamiento de la ORF de la proteína C se logra en particular mediante 
una mutación adecuada de la secuencia de dicha ORF, mediante la mutación del segundo codón de iniciación "ATG" 
en la región N-terminal del gen P. Además de esta primera mutación, se puede introducir una segunda mutación 
añadiendo un codón de terminación como resultado de la sustitución de un nucleótido cadena abajo en la fase de 
lectura abierta de C (Figura 1B) (Patterson, J. B. et al., Virology, 2000, 267(1):80-89). 65 
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De acuerdo con la convención utilizada para Paramyxoviridae, el término "gen" se puede usar para designar el ácido 
nucleico genómico de ARN que codifica el ARNm. En el contexto de la presente invención, también puede referirse a 
la ORF contenida en dicho ARNm. 
 
Dicha mutación para silenciar la expresión de la proteína C debe preservar la expresión del gen P por su capacidad 5 
para expresar la proteína P. 
 
El ácido nucleico de ARN mutado del MV puede además cumplir con la llamada "regla de seis". La "regla de seis" se 
expresa en el hecho de que el número total de nucleótidos presentes en un ácido nucleico que codifica el genoma de 
ARN de cadena (+) del MV de longitud completa es un múltiplo de seis. Las construcciones de ácido nucleico que 10 
comprenden el mismo genoma o que comprenden el genoma de MV-deltaC mutado, o que consisten en dicho 
genoma de MV-deltaC mutado, y posiblemente las secuencias adicionales, en particular codificantes, son múltiplos 
de seis. La "regla de seis" ha sido reconocida en el estado de la técnica como un requisito con respecto al número 
total de nucleótidos en el genoma del MV, que permite una replicación eficaz u optimizada del ARN genómico del 
MV como consecuencia de la interacción con cada subunidad de proteína del MV que encapsida 6 ribonucleótidos 15 
en el genoma para formar la nucleocápside. 
 
En la técnica anterior se han propuesto procedimientos que divulgan la expresión de la proteína C que se ha 
suprimido en distintas cepas del MV, como la cepa IC-B muy patógena (Takeuchi, K. et al., J. Virol., junio de 2005, 
7838-7844) o la cepa vacunal Edmonston B (Radecke, F. et al., Virology, 1996, 217:418-421; Patterson, J. B. et al., 20 
Virology, 2000, 267(1):80-89), utilizando un sistema de genética inversa, y pueden aplicarse en el contexto de la 
presente invención. 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "virus del sarampión infeccioso obtenido de una cepa del 
virus del sarampión atenuada viva" designa un virus del sarampión que se origina a partir de una cepa avirulenta o 25 
menos virulenta que una cepa parental determinada en el mismo huésped, especialmente en el ser humano, 
mientras se conservan las propiedades infecciosas y la inmunogenicidad, y posiblemente la capacidad adyuvante, 
cuando se administra en un huésped, especialmente en el ser humano, es decir, preservando la respuesta de 
linfocitos T y B inmunodominantes frente al MV y posiblemente la capacidad adyuvante, tal como la inducción de 
proteínas coestimuladoras de linfocitos T o de la citocina IL-12. Las cepas patógenas primarias alteran fuertemente 30 
la hematopoyesis (Arneborn, P. et al., Clin Exp Immunol, 1983, 51:165-172; Kim, E.A. et al., Radiographics, 2002, 22 
Spec No:S137-149; Okada, H. et al., Arch Virol, 2000, 145:905-920), dando como resultado, así, en la 
inmunosupresión transitoria responsable de la mayoría de las muertes debido a la infección por sarampión en los 
países en desarrollo. En contraste con las cepas primarias, las cepas atenuadas vivas no inducen inmunosupresión 
(Okada, H. et al., Arch Virol, 2001, 146:859-874). 35 
 
En consecuencia, una cepa del MV atenuada viva se refiere a una cepa que se ha pasado en serie en células 
seleccionadas y, preferentemente, se ha adaptados a otras células, tales como las células primarias con una 
respuesta de IFN α/β, es decir, células CEF, para producir cepas de semilla adecuadas para la preparación de cepas 
vacunales, que albergan un genoma estable que no permitiría la reversión a la patogenia ni la integración en los 40 
cromosomas del hospedador, en particular en cromosomas de un hospedador humano. Un MV atenuado vivo puede 
ser uno que se haya seleccionado en células primarias, tales como las células CEF. 
 
Como "cepa atenuada viva" particular, una cepa aprobada para vacuna utilizada para seres humanos es una cepa 
atenuada viva adecuada para la invención cuando cumple con los criterios definidos por la FDA (forma siglada del 45 
inglés US Food and Drug Administration, Administración de Alimentos y Medicamentos de EE. UU.), es decir, 
cumple los criterios de seguridad, eficacia, calidad y reproducibilidad, después de rigurosas revisiones de laboratorio 
y de datos clínicos (www.fda.gov/cber/vaccine/vacappr.htm). 
 
En la presente invención, una cepa particular atenuada viva de MT que proporciona virus MV es la cepa Schwarz o 50 
la cepa Moraten, en particular de la vacuna Rouvax® (Aventis). Se ha demostrado que la cepa Schwarz tiene una 
identidad de secuencia perfecta con la cepa Moraten (Parks, C. L. et al., 2001, J Virol, 75(2): 910-920; Schwarz, A. 
J., 1962, Am J Dis Child, 103, 386-389). Las cepas Schwarz/Moraten se usan extensamente en la actualidad dado 
que inducen respuestas inmunitarias humorales y celulares a largo plazo y presentan una importante estabilidad 
genética, dado que nunca se ha observado reversión a una forma patógena (Hilleman, M., 2002, Vaccine, 20:651-55 
665). 
 
Más preferentemente, el MV infeccioso modificado genéticamente para su uso de acuerdo con la invención se 
produce utilizando un ADNc de la cepa Schwarz de MV clonado en el plásmido pTM-MVSchw, depositado por el 
Instituto Pasteur en la CNCM (París, Francia) con el número I-2889 el 12 de junio de 2002, cuya secuencia describe 60 
Combredet (Combredet, C. et al., 2003, J Virol, 77(21): 11546-11554), y también se divulga en el documento 
WO2004/000876 y en el Ejemplo 1 de la presente descripción. El plásmido pTM-MVSchw se ha obtenido a partir de 
un plásmido Bluescript, comprende el polinucleótido que codifica la cadena de ARN (+) de longitud completa del MV 
de la cepa Schwarz colocada bajo el control del promotor de la ARN polimerasa T7, y tiene 18967 nucleótidos. Los 
ADNc de otras cepas del MV pueden obtenerse de manera similar a partir del ácido nucleico purificado a partir de 65 
partículas víricas de MV atenuado en vivo. Para preparar un ADNc adecuado que codifique el genoma MV-deltaC, el 
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plásmido pTM-MVSchw se modificó mediante la sustitución del segundo codón de iniciación "ATG" en el gen P para 
proporcionar el plásmido pTM-MVSchw-deltaC-ATU1 (eGFP) (SEQ ID NO: 1). En particular, el codón "ATG" se ha 
reemplazado con el codón "ACG" por la mutación del nucleótido T al nucleótido C. 
 
Como se describe en el presente documento, el plásmido pTM-MVSchw-deltaC-ATU1 (eGFP) de la SEQ ID NO: 1 5 
se muta adicionalmente por sustitución en la posición 2803 del nucleótido G por un nucleótido A para proporcionar 
un codón de terminación. Esta variante de pTM-MVSchw-deltaC-ATU1 (eGFP) tiene la secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NO: 2. 
 
Como se describe en el presente documento, el MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado se obtiene 10 
mediante rescate. El rescate de MV no modificado de la cepa de Schwarz del MV se ha descrito extensamente en el 
documento WO2004/000876 y se puede aplicar el mismo procedimiento a la preparación del MV-deltaC infeccioso 
genéticamente modificado. 
 
Como se describe en el presente documento, el MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado expresa GM-CSF 15 
(factor estimulante de las colonias de granulocitos y macrófagos) (Guse, K. et al., 2011, Oncolytic vaccinia virus for 
the treatment of cancer, Vol. 11, n.º 5, página 595-608), y por consiguiente es MV-deltaC-GM-CSF. 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "para su uso en el tratamiento" significa que un MV-deltaC 
infeccioso genéticamente modificado se puede usar en un procedimiento de administración a un individuo para 20 
erradicar completamente un tumor maligno o una afección relacionada con cáncer diagnosticada en un individuo, 
especialmente en un ser humano, o para reducir el tamaño del tumor, o para aliviar los síntomas de tal tumor 
maligno o afección relacionada con cáncer. La viroterapia que implica al MV-deltaC como se define en las 
reivindicaciones puede ir acompañada de otras terapias, en particular quimioterapia. Por lo tanto, la viroterapia que 
implica MV-deltaC se puede usar en una combinación o un régimen terapéutico suplementario. 25 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "tumor maligno agresivo o cáncer agresivo" se refiere a un 
tumor maligno o un cáncer que es resistente a las modalidades de tratamiento convencionales conocidas 
actualmente, tales como la quimioterapia, la radioterapia y/o la cirugía, y como consecuencia se desarrolla a pesar 
de tal tratamiento convencional. 30 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "activando células dendríticas plasmocitoides (las pDC)" se 
refiere a las células tumorales infectadas con MV-deltaC que emplean las pDC en la respuesta inmunitaria 
antitumoral activando su capacidad para producir altas cantidades de IFN-a y/o para presentar de forma cruzada el 
TAA de las células tumorales infectadas a linfocitos T CD8+ específicos del tumor. 35 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "células dendríticas plasmocitoides (las pDC)" abarca a las 
células presentadoras de antígeno que producen grandes cantidades de los interferones alfa/beta (IFN-α/β) en 
respuesta a estímulos víricos y bacterianos y, en el contexto de la presente invención, se reconoce que tienen la 
capacidad de fagocitar células infectadas. 40 
 
En una realización particular, dicho MV-deltaC es para su uso en el tratamiento del mesotelioma maligno, en 
particular del mesotelioma pleural maligno. 
 
En otra realización particular, la presente invención se refiere a un virus del sarampión infeccioso genéticamente 45 
modificado obtenido de una cepa del virus del sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C 
accesoria vírica se ha suprimido (MV-deltaC) para su uso en el tratamiento del melanoma o del adenocarcinoma de 
pulmón, cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal afección. 
 
Una realización particular de la invención proporciona una MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado para su 50 
uso en el tratamiento de tumores malignos o células cancerosas que son resistentes al MV no modificado, cuando se 
administra a un individuo diagnosticado de un tumor maligno o una afección relacionada con cáncer. 
 
La expresión "MV no modificado" se refiere a una cepa de MV infecciosa viva atenuada que no se ha modificado 
genéticamente, tal como un virus de la cepa Schwarz o Moraten. 55 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "tumor maligno o células cancerosas que son resistentes a 
MV no modificado" se refiere a un tumor maligno o células cancerosas que se sabe que resisten a la inducción de 
muerte celular, a pesar de una infección eficaz con MV no modificad, o que se sabe que experimentan una 
respuesta más débil a la inducción de muerte celular con MV no modificado que con MV-deltaC. 60 
 
Los inventores han demostrado que la administración de MV-deltaC a diversos tumores malignos o células 
cancerosas proporciona o suscita una respuesta que está mejorada con respecto a la respuesta obtenida cuando se 
administra MV no modificado y, en particular, suscita una actividad apoptótica mejorada a niveles de concentración 
más bajos, con un tiempo de respuesta más corto y mejores propiedades inmunogénicas (Kroemer, G. et al., Annu. 65 
Rev. Immunol., 2012, 31:51-72). 
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Como se describe en el presente documento, dicho MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado presenta una 
actividad apoptótica en el tumor maligno o células cancerosas infectados con MV-deltaC. 
 
Como se define en el presente documento, la expresión "actividad apoptótica" se refiere a la capacidad de inducir o 
suscitar la apoptosis en células, lo que puede demostrarse mediante apoptosis in vitro en tumores malignos o células 5 
cancerosas, en particular células de mesotelioma maligno, melanoma y de adenocarcinoma de pulmón de los 
ejemplos. 
 
Las actividades presentadas por un virus MV-deltaC adecuado para su uso de acuerdo con la invención pueden 
caracterizarse por la producción de moléculas de la respuesta inmunitaria o en el estrés celular, o en la muerte 10 
celular. Estas moléculas abarcan el HMGB-1 (grupo de alta movilidad Box-1), la calreticulina y la proteína de choque 
térmico (Hsp70), que se describieron como señales de peligro implicadas en la activación de la respuesta inmunitaria 
(Zitvogel, L et al. Cell, 2012, 140:798-804). 
 
Se sabe que la caspasa-3 está implicada en sucesos tardíos del programa de apoptosis (Duprez, L. et al., Microbes 15 
Infect, 2009, 11(13): 1050-1062). 
 
Como se describe en el presente documento, dicho MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado induce la 
activación de la caspasa 3 en el tumor maligno o células cancerosas infectados con MV-deltaC. 
 20 
La presencia de la proteína Hsp70 en la capa externa de la membrana plasmática de las células infectadas está 
implicada en la respuesta inmunitaria, en particular en el reconocimiento por las células presentadoras de antígeno y 
los efectores inmunitarios celulares innatos (Oglesbee et al., Viral Immunol, 2002, 15(3):399-416). 
 
Como se describe en el presente documento, dicho MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado induce la 25 
exposición de la proteína Hsp70 en la capa externa de la membrana plasmática en un tumor maligno o células 
cancerosas infectados con MV-deltaC. 
 
La calreticulina es una proteína esencial del retículo endoplásmico, que se puede relocalizar en la capa externa de la 
membrana plasmática durante el estrés celular (Heal et al., Biochem J, 1998, 329(2), 389-394). En particular, esta 30 
exposición en la superficie celular permite la fagocitosis de células apoptóticas por células presentadoras de 
antígeno (Ogden et al., J Exp Med, 2001, 194(6):781-795). Recientemente, algunas investigaciones plantearon la 
hipótesis de que la exposición de calreticulina en la superficie celular estipula la inmunogenicidad de su muerte 
(Obeid et al., Nat Med, 2007, 13(1): 54-61). 
 35 
Como se describe en el presente documento, dicho MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado induce la 
translocación de la calreticulina en la superficie celular del tumor maligno o células cancerosas infectados con MV-
deltaC. 
 
La proteína HMGB-1 (grupo de alta movilidad Box-1) liberada en el entorno durante la muerte celular inmunogénica 40 
actúa sobre la maduración de las células dendríticas al unirse a distintos receptores, tal como TLR4 (Apetoh et al., 
Nat Med, 2007, 13(9): 1050-1059) y TLR9 (Tian et al., Nat Immunol, 2007, 8(5): 487-496). 
 
Como se describe en el presente documento, dicho MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado induce la 
liberación de HMGB-1 en el medio extracelular del tumor maligno o células cancerosas infectados con MV-deltaC. 45 
 
Los inventores han comparado la inducción de muerte celular en líneas celulares de cáncer humano (células de 
adenocarcinoma de pulmón humano A549 y células de cáncer de cuello uterino Hela) y en células no cancerosas 
(células de riñón embrionario humano HEK 293 y células de riñón de mono verde africano Vero). Demostraron que 
MV-deltaC inducía una muerte celular mucho más alta y más temprana que el MV no modificado, tanto en las células 50 
de cáncer humano A549 como Hela, incluso a una baja MOI (Figura 23A). Los inventores también han observado 
que la inducción de muerte celular en células Vero fue similar tanto para el MV no modificado como para MV-deltaC, 
mientras que no se observó muerte celular en las células HEK 293 después de 68 horas de infección (Figura 23B). 
Por lo tanto, los inventores demostraron que MV-deltaC era específico para las células cancerosas humanas: de 
hecho, MV-deltaC mostró una actividad apoptótica mayor que el MV no modificado cuando se puso en contacto con 55 
células cancerosas humanas, pero mostró una actividad apoptótica similar al MV no modificado cuando se puso en 
contacto con líneas celulares de laboratorio, es decir, con células Vero. 
 
La divulgación describe un método para preparar células dendríticas plasmocitoides (las pDC) vacunales destinadas 
al tratamiento de un tumor maligno o un cáncer en un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una afección 60 
relacionada con cáncer, que comprende las siguientes etapas: 
 
- la infección in vitro de un tumor maligno o de células cancerosas que previamente se han recogido del individuo, 

con un virus del sarampión infeccioso obtenido de una cepa del virus del sarampión atenuada viva para producir 
un lisado celular; 65 
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- poner en contacto las pDC con el lisado celular para producir las pDC vacunales; 
 
- recuperar pDC cargadas. 
 
La presente invención también se refiere a un método para preparar células dendríticas plasmocitoides (las pDC) 5 
vacunales destinadas a tratar un tumor maligno o un cáncer en un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o 
una afección relacionada con cáncer, que comprende las siguientes etapas: 
 
- la infección in vitro de un tumor maligno o de células cancerosas que previamente se han recogido del individuo, 

con un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado obtenido de una cepa del virus del sarampión 10 
atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha suprimido (MV-deltaC) para 
producir un lisado celular; 

 
- poner en contacto las pDC con el lisado celular para producir las pDC vacunales; 
 15 
- recuperar las pDC cargadas. 
 
En la presente invención, dicho tumor maligno o cáncer del método definido anteriormente es un tumor maligno 
agresivo o un cáncer agresivo, en particular mesotelioma maligno, melanoma y adenocarcinoma de pulmón. 
 20 
En la presente invención, dicha cepa del virus del sarampión atenuada viva del método definido anteriormente es la 
cepa Schwarz o la cepa Moraten. 
 
Cuando MV-deltaC se administra a un individuo, puede administrarse a través de la cavidad intrapleural o por las 
vías intranasal, intramuscular, intravenosa o subcutánea. Cuando MV-deltaC se administra a través de la cavidad 25 
intrapleural, se administra preferentemente proximidad estrecha o directamente en el tumor maligno o en las células 
cancerosas a tratar. 
 
La cantidad terapéuticamente eficaz de MV-deltaC a administrar está preferiblemente en el intervalo de 103 a 109 
dosis infecciosa del 50 % del cultivo tisular (DICT50). La determinación de la DICT50 es bien conocida por un 30 
experto en la materia y está notablemente descrita por Kärber (Kärber, Arch. Exp. Path. Pharmak, 1931, 162:840-
483). 
 
La etapa de tomar el tumor maligno o las células cancerosas del individuo para permitir la preparación ex vivo de las 
pDC vacunales preferentemente no está incluida en el método de preparación de las pDC vacunales. Esta etapa se 35 
puede realizar de acuerdo con cualquier técnica conocida por un experto en la materia, para tomar o tomar muestras 
de células, tales como biopsias y derrames (es decir, derrames pleurales). Después de tomarse, el tumor maligno o 
las células cancerosas se pueden mantener en cultivo de acuerdo con técnicas clásicas, o se pueden congelar (es 
decir, a -80 ºC) para su conservación, por ejemplo. Cuando el tumor maligno o las células cancerosas no proceden 
del individuo a tratar con las pDC vacunales, pueden proceder, notablemente, de líneas celulares alogénicas de 40 
mesotelioma maligno, melanoma y adenocarcinoma de pulmón. 
 
En el método de preparación in vitro definido anteriormente, la infección del tumor maligno o de las células 
cancerosas con MV-deltaC se puede realizar poniendo en contacto las células y el virus directamente, por ejemplo, a 
una multiplicidad de infección (MOI) de 1, con una incubación de 2 horas a 37 ºC. Después de la infección, la muerte 45 
de las células infectadas se progresa espontáneamente debido a la acción del virus. Habitualmente, se forma en 
primer lugar un sincicio, seguido de la lisis de las células, proporcionando de este modo un lisado celular adecuado 
para la preparación de la vacuna. Este fenómeno se puede evidenciar mediante la observación microscópica directa 
de las células infectadas. 
 50 
Como se define en el presente documento, la expresión "lisado celular" abarca el lisado celular completo (o total) 
obtenido como se divulga en el presente documento, o fracciones del lisado celular, tal como fracciones 
membranosas (es decir, cuerpos de inclusión citoplásmicos o apocuerpos). 
 
Las pDC pueden obtenerse mediante numerosos modos muy conocidos para un experto en la materia. En una 55 
realización particular de la invención, en el método de preparación definido anteriormente, las pDC proceden 
preferentemente del individuo a tratar. Actualmente es preferente que las pDC se obtengan de leucocitaféresis. La 
obtención de las pDC es particularmente muy conocida por un experto en la materia. Preferentemente, las pDC se 
pueden obtener siguiendo la metodología general descrita por Coulais (Coulais, D et al., Cytotherapy, 2012, 14(7): 
887-896). Cuando las pDC proceden del individuo a tratar, las pDC se pueden obtener de leucocitaféresis de dicho 60 
individuo. 
 
Como será obvio para un experto en la materia, el contacto de las pDC y del lisado celular debe mantenerse durante 
un tiempo suficiente para permitir una carga eficaz de antígenos presentes en el lisado celular por parte de las pDC. 
Una vez cargadas (o pulsadas), se obtienen las pDC vacunales. La carga puede progresar siguiendo la metodología 65 
general descrita por Gauvrit (Gauvrit, A et al., Cancer Res, 2008, 68(12), 4882-4892). Un período de contacto 
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ejemplar entre las pDC y el lisado celular suficiente para permitir una carga eficaz de las pDC es de 
aproximadamente 24 horas. El estado activado para las pDC generalmente se alcanza después de que se hayan 
cargado las pDC. El estado activado (o estado maduro) de las pDC puede evidenciarse mediante numerosos 
marcadores bien conocidos por el experto en la materia, tales como marcadores de membrana o de citocinas. 
Dichos marcadores de células dendríticas activadas se han enumerados notablemente por Barchet (Barchet, W et 5 
al., Seminars in Immunology, 2005, 17(4):253-261) y Marafioti (Marafioti, T et al., Blood, 2008, 111(7):3778-3792). 
 
Por lo tanto, como se describe en el presente documento, las pDC vacunales, que pueden obtenerse de acuerdo con 
el método de preparación de la invención, son particularmente ventajosas dado que son potentes estimuladoras de 
los linfocitos T CD8 antineoplásicos. Igualmente, ventajoso, el método de preparación de acuerdo con la invención 10 
permite la preparación de las pDC vacunales en un estado activado. 
 
La divulgación describe células dendríticas vacunales que pueden obtenerse mediante el método de preparación 
definido anteriormente. Como se describe en el presente documento, dichas pDC vacunales pueden usarse en el 
tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo, cuando se administra a un individuo 15 
diagnosticado de tal tumor maligno o una afección relacionada con cáncer. 
 
Más particularmente, como se describe en el presente documento, se pueden usar en el tratamiento del 
mesotelioma maligno, el melanoma y el adenocarcinoma de pulmón, cuando se administran a un individuo 
diagnosticado de tal afección. Como se describe en el presente documento, la aplicación del MV-deltaC es, de forma 20 
similar, relevante para el uso de las pDC como se describe en el presente documento. 
 
Los inventores se abordaron, in vitro, el efecto de la infección de células tumorales por MV Schwarz sobre el estado 
de activación de las pDC humanas y su capacidad para presentar de forma cruzada un antígeno tumoral a un clon 
de linfocitos T CD8+ específico. Los inventores demostraron que, pesar de la expresión de CD46, las pDC no fueron 25 
sensibles a la infección por VM. Sin embargo, las pDC tuvieron la capacidad de responder al MV in vitro produciendo 
IFN-a, con una mayor sensibilidad cuando se añadió IL-3 al cultivo. Los inventores también demostraron que las 
células tumorales infectadas con MV desencadenaron la activación de pDC, notablemente, la producción de IFN-a, 
mientras que las células tumorales irradiadas con UV no lo hicieron. La activación de pDC probablemente fue 
provocada por el ARN monocatenario del MV, lo que desencadenó TLR7 en el compartimento endocítico de las pDC 30 
después de la fagocitosis de células tumorales infectadas con MV. Curiosamente, los inventores mostraron como 
ilustración, por primera vez, que las pDC humanas cocultivadas con células tumorales infectadas con MV fueron 
capaces de presentar de forma cruzada el antígeno tumoral NYESO-1 a un clon de linfocitos T CD8+ específico. 
Estos resultados sugieren que, además de un efecto de lisis tumoral directo, la viroterapia antitumoral basada en MV 
puede desencadenar una respuesta inmunitaria antitumoral por activación de las pDC. Se esperan resultados 35 
similares utilizando MV-deltaC dado que la infección de células tumorales por el virus mutado es similar. Incluso se 
espera una respuesta mayor, dado que MV-deltaC conduce a una expresión más elevada de señales de peligro 
(calreticulina y Hsp70) después de la infección de las células tumorales, y las células infectadas también expresaron 
el ARN monocatenario de MV-deltaC. 
 40 
La presente invención también está dirigida a una composición farmacéutica que comprende, como principio activo, 
un MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado, en asociación con un vehículo farmacéuticamente aceptable, 
para su uso en el tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo mediante la activación de las 
pDC, cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una afección relacionada con cáncer. 
 45 
Como se define en el presente documento, los vehículos farmacéuticamente aceptables abarcan cualquier sustancia 
que permita la formulación de MV-deltaC dentro de una composición. Un vehículo es cualquier sustancia o 
combinación de sustancias fisiológicamente aceptables, es decir, apropiadas para su uso en una composición en 
contacto con un hospedador, especialmente un ser humano y, por lo tanto, no tóxica. Ejemplos de tales vehículos 
son las soluciones salinas tamponadas con fosfato, el agua destilada, las emulsiones tales como las emulsiones de 50 
aceite/agua, diversos tipos de soluciones estériles de agentes humectantes y similares. 
 
La presente invención también se refiere a una composición farmacéutica o a un conjunto de principios activos que 
comprenden un MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado, y que comprende además un agente 
quimioterapéutico y un vehículo farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de un tumor maligno 55 
agresivo o de un cáncer agresivo, cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una 
afección relacionada con cáncer. 
 
Como se define en el presente documento, un agente quimioterapéutico es una molécula que se puede usar en el 
tratamiento de un tumor maligno o un cáncer. La naturaleza del agente quimioterapéutico dependerá del tipo de 60 
tumor maligno o cáncer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos son muy conocidos por un experto en la 
materia. 
 
De acuerdo con una realización particular de la invención, la composición farmacéutica o el conjunto de principios 
activos para su uso en el tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo, cuando se administra a 65 
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un individuo diagnosticado de tal tumor o una afección relacionada con cáncer, comprende además las pDC 
vacunales que pueden obtenerse mediante el método de preparación definido anteriormente. 
 
La presente invención también se dirige a un conjunto de principios activos que comprenden (i) un MV-deltaC 
infeccioso genéticamente modificado y (ii) las pDC vacunales que pueden obtenerse mediante el método definido 5 
anteriormente, para su uso para la administración simultánea o separada en el tratamiento de un tumor maligno 
agresivo o de un cáncer agresivo, cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una 
afección relacionada con cáncer. 
 
Breve descripción de los dibujos 10 
 

Figura 1. MV y MV-deltaC. (A) Diagrama esquemático del genoma de MV y del orden de los genes que muestra 
que el gen P codifica para las proteínas P, V y C (se muestran las ORF de P, V y C). B) Porción de la secuencia 
de nucleótidos de los plásmidos pTM-MVSchw (SEQ ID NO: 3) y pTM-MVSchw-deltaC-ATU1 (eGFP), en donde 
el nucleótido T en la posición 2788 del ADNc del genoma de MVSchw nativo se ha reemplazado por un 15 
nucleótido C (SEQ ID NO: 4); además de esta primera mutación, se puede introducir una segunda mutación 
añadiendo un codón de terminación cadena abajo en la fase de lectura abierta de C, es decir, el codón de 
terminación "TAG", que se obtiene reemplazando el nucleótido G en la posición 2803 del ADNc del genoma de 
MVSchw nativo por un nucleótido A (SEQ ID NO: 5) (las mutaciones de nucleótidos introducidas están 
subrayadas). 20 

 
Figura 2. Expresión de las proteínas P, V y C por parte de MV, MV-deltaC y MV-PG954. Los lisados de células 
Vero infectadas con los distintos virus se fraccionaron en un gel de SDS-PAGE y las proteínas P, V, C se 
detectaron mediante transferencia de Western utilizando anticuerpos monoclonales específicos. 

 25 
Figura 3. Cinética de replicación de MV, MV-PG954, MV-deltaV y MV-deltaC. Se infectaron células Vero (A), HeLa 
(B), Jurkat (C) y U937 (D) con los distintos virus a una MOI de 1. Los títulos víricos asociados a las células se 
determinaron como valores de DICT50. 

 
Figura 4. Efectos citopáticos de MV y MV-deltaC sobre células Vero y HeLa. Panel superior: Efectos citopáticos 30 
inducidos en células Vero 24 horas después de la infección con MV o MV-deltaC (MOI de 0,1). Panel inferior: 
Inmunofluorescencia de células HeLa 24 horas después de la infección con MV o MV-deltaC. Las células se 
fijaron y tiñeron con un monoclonal anti hemaglutinina (H) de MV. 

 
Figura 5. Cinética de la expresión de proteínas víricas en células Vero infectadas con MV o MV-deltaC. Las 35 
células se infectaron a una MOI de 1 y después se lisaron en distintos puntos de tiempo. Los lisados celulares se 
analizaron mediante transferencia de Western y las proteínas víricas N y V se identificaron utilizando anticuerpos 
monoclonales específicos (clon 120 anti N, Naniche, D. et al., J Gen Virol., 1992, 73(10):2617-2624; anti V, 
Takeuchi, K. et al., FEBS Letters, 2003, 545 (2), 177-182). 

 40 
Figura 6. Respuesta humoral anti MV inducida en ratones CD46/IFNAR inmunizados con MV-PG954, MV-deltaV o 
MV-deltaC. Los títulos de anticuerpos se determinaron mediante ELISA en sueros recolectados 2 meses 
después de una única inoculación. (A) Ensayos de dilución límite de sueros agrupados procedentes de distintos 
grupos de ratones. (B) Títulos individuales por ratón. (C) Títulos medios por grupo. Los títulos de anticuerpos se 
definieron como la dilución límite de los sueros analizados que proporcionan el doble de valor de absorbancia 45 
calculado frente al de los sueros de ratones no inmunizados. 

 
Figura 7. Infección e inducción de muerte celular por MV-deltaC. A) Las células tumorales se infectaron con MV o 
MV-deltaC (MOI=1, 2 h) y se analizaron por citometría de flujo después de la doble tinción con FITC-Anexina V y 
yoduro de propidio a las 72 horas después de la infección. Los datos representan los porcentajes de células con 50 
Anexina-V. 

 
B) Las células tumorales infectadas con virus (MV o MV-deltaC) y no infectadas se analizaron mediante 
citometría de flujo después de la tinción con un anticuerpo anti caspasa 3 activa (BD Biosciences) 72 horas 
después de la infección. Los porcentajes indican la proporción de células "Caspasa 3 activada positivas" 55 
después de la infección por MV-deltaC. 

 
Figura 8. Exposición de la proteína Hsp70 en la superficie celular. La expresión de la proteína Hsp70 de 
membrana se determinó 48 horas después de la infección de las células de mesotelioma epitelioide Meso13 y 
Meso56, o 72 horas después de la infección de las células de adenocarcinoma de pulmón A549 y de melanoma 60 
M17, por tinción extracelular y citometría de flujo. Los datos representan los porcentajes de células Hsp70. 

 
Figura 9. Translocación en la membrana de la calreticulina después de la infección por MV-deltaC. Las células 
tumorales no infectadas e infectadas (MV o MV-deltaC, MOI=1) se tiñeron con un anticuerpo anti calreticulina y 
un anticuerpo secundario anti ratón conjugado con Cy5, 48 horas después de la infección de células de 65 
mesotelioma epitelioide Meso13 y Meso56 o 72 horas después de la infección de células de adenocarcinoma de 
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pulmón A549 y células de M17 melanoma. Después, las células se analizaron por citometría de flujo. Los datos 
representan los porcentajes de células con calreticulina. 

 
Figura 10. Liberación de HMGB-1 en el entorno extracelular. Se recolectaron sobrenadantes de células 
tumorales no infectadas o infectadas (MV o MV-deltaC, MOI=1) a las 24, 48 o 72 horas después de la infección y 5 
se almacenaron a -20 ºC. Después, se determinó la cantidad de HMGB-1 en estos sobrenadantes mediante 
ELISA. 

 
Figura 11. Expresión del receptor de MV, sensibilidad a la infección por MV y supervivencia de las células 
tumorales y de las pDC. (A) Expresión de CD46 y CD150/SLAM en la superficie de líneas de células tumorales 10 
(M18, Meso13 y A549) y las pDC (tinción por Acm: histograma gris; control de isotipo: histograma blanco; los 
valores en los histogramas son la IFM-R, intensidad de fluorescencia media relativa, definida como la IFM de 
tinción de Acm dividida por la IFM del control de isotipo). (B) Infección de líneas celulares tumorales (M18, 
Meso13 y A549) y las pDC por MV-eGFP (MOI=1). (C) Infección de las pDC por MV-eGFP (MOI=1), en 
presencia o ausencia de IL-3. (D) Infección de las pDC por MV-eGFP con una MOI creciente, en presencia o 15 
ausencia de IL-3. (E) Supervivencia de líneas celulares tumorales después de la infección por VM o la irradiación 
con UV. Tres días después de la infección o la radiación con UV, las células se incubaron con TO-PRO®3 que 
tiñe células muertas. La fluorescencia se analizó mediante citometría de flujo. Los resultados en las Figuras 1A, 
1C y 1E son representativos de tres experimentos independientes. Los resultados en las Figuras 1B y 1E reflejan 
la media de tres experimentos independientes. Las barras de error indican la desviación típica. 20 

 
Figura 12. Infección de las pDC por MV-eGFP o MV-eGFP irradiado con UV. Se cultivaron las pDC en presencia 
de IL-3 o de células Meso13 solas (NI) o con MV-eGFP (MV) o MV-eGFP irradiado con UV (MV*) (312 nm - 
100 kJ/m2) a MOI=50 durante 72 horas (panel superior) o durante 2 horas y después cultivadas durante 70 horas 
(panel inferior). La fluorescencia se analizó mediante citometría de flujo. 25 

 
Figura 13. Las células tumorales infectadas con MV inducen la maduración de pDC. Las pDC se cultivaron 
durante 18 horas con IL-3, MV (MOI=1), MV e IL-3, R848, células tumorales irradiadas con UV o infectadas por 
MV. (A) Expresión de CD83, CD86 y CD40 por las pDC se midió por citometría de flujo con una ventana de 
adquisición en las células CD123+/BDCA-4+. (B) Los histogramas son obtuvieron de tres experimentos 30 
independientes. Se utilizó la prueba de comparación no paramétrica de Mann Whitney para determinar el valor 
de P, que se obtuvo por comparación del resultado de la muestra con el resultado de las pDC de IL-3 (*p <0,05, 
**p < 0,01, ***p < 0,001). 

 
Figura 14. La activación de las pDC en respuesta a las células tumorales infectadas por MV es independiente de 35 
la replicación del MV en las pDC y de la infección mediante CD46. (A) los pDC se cultivaron con IL-3 sola, R848, 
IL-3/MV-eGFP (MV), IL-3/MV-eGFP con anti CD46 10 mg/ml o IL-3/MV-eGFP irradiado con UV (MV*) a MOI=1 
durante 18 horas. La expresión de CD83, CD80 y CD86 por las pDC se determinó por citometría de flujo. (B) las 
pDC se cultivaron con IL-3, M18 irradiadas con UV, M18 infectadas con MV (M18MV) en presencia o ausencia 
de anti CD46 (Hycult biotech) 10 mg/ml, o M18 infectadas con MV irradiado por UV antes de la exposición a las 40 
pDC (M18MV*). La expresión de CD83, CD80 y CD86 por las pDC (ventana de adquisición en las células BDCA-
4+/HLA-DR+) se determinó por citometría de flujo. (C) Producción de IFN-a por las pDC medida por ELISA. (D) 
Inhibición de la infección de M18 por MV-eGFP por anticuerpo monoclonal anti CD46 10 mg/ml después de 72 
horas de cultivo. 

 45 
Figura 15. Fagocitosis de células tumorales infectadas por MV o irradiadas con UV por las pDC. (A) Las células 
tumorales infectadas con MV e irradiadas con UV se tiñeron con PKH-67 y se cocultivaron con las pDC durante 
18 horas a 4 ºC o 37 ºC (1 DC:1 célula tumoral). Las células se tiñeron con Acm específico para HLA-DR. La 
fluorescencia se analizó mediante citometría de flujo. Este experimento es representativo de cuatro 
experimentos. (B) Representación por un diagrama de dispersión de los cuatro experimentos de fagocitosis. Las 50 
barras de error indican la desviación típica. (C) Las células tumorales infectadas con MV se tiñeron con PKH-67 
(verde) y se cocultivaron con las pDC durante 18 horas. Las células se tiñeron con Acm específico para HLA-DR 
(rojo). La fluorescencia se analizó mediante microscopía confocal. 

 
Figura 16. La producción de IFN-a por las pDC en respuesta al MV es dependiente de TLR7. (A) las pDC se 55 
cultivaron durante 18 horas con IL-3, MV (MOI=1), MV e IL-3, R848, células tumorales M18 o A549 irradiadas 
con UV o infectadas por MV. La producción de IFN-a se midió mediante ELISA en los sobrenadantes de cultivo. 
(B) las pDC se cultivaron durante 18 horas con o sin IL-3 y con cantidades crecientes de MV. La producción de 
IFN-a se midió mediante ELISA en los sobrenadantes de cultivo. (C) las pDC se cultivaron durante 18 horas con 
IL-3 y MV (MOI=10), CpG-A o M18 infectadas por MV, en ausencia o presencia de distintas concentraciones de 60 
IRS661 (inhibidor de TLR7). La producción de IFN-a se midió mediante ELISA en los sobrenadantes de cultivo. 
Los resultados son obtuvieron de tres experimentos independientes. 

 
Figura 17. Presentación cruzada de NYESO-1 por HLA-A*0201+pDC después del cocultivo con células 
tumorales M18-NYESO-1+/HLA-A*0201 infectadas con MV. (A) Expresión de NYESO-1 por las líneas celulares 65 
tumorales M18 y A549 determinada por PCR en tiempo real (n=3). (B) las pDC se cultivaron durante 18 horas 
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con IL-3, R848 o células tumorales M18 irradiadas con UV o infectadas por MV. Algunas pDC cultivadas con 
R848 se pulsaron con péptido NYESO-1(157-165) durante 1 hora y se lavaron. Después, las pDC se cocultivaron 
durante 6 horas con el clon de linfocitos T CD8+ M117.167 específico para HLA-A*0201/NYESO-1(157-165) 
(definido como LT) en presencia de brefeldina A. La producción de IFN-γ por el clon de linfocitos T M1 17.167 se 
analizó mediante citometría de flujo después de la tinción con Acm específico de IFN-γ y CD8. (C) las pDC se 5 
cultivaron durante 18 horas con R848, o células tumorales M18 (NYESO-1+/HLA-A*0201-) o A549 (NYESO-1-

/HLA-A*0201-) irradiadas con UV o infectadas con MV. Algunas pDC cultivadas con R848 se pulsaron con 
péptido NYESO-1(157-165) durante 1 hora y se lavaron. Después, las pDC se cocultivaron durante 6 horas con 
el clon de linfocitos T CD8+ M1 17.167 específico para HLA-A*0201/NYESO-1(157-165) en presencia de 
brefeldina A. La producción de IFN-γ por el clon de linfocitos T M 117.167 se analizó mediante citometría de flujo 10 
después de la tinción con Acm específico de IFN-γ y CD8. (D) Representación por diagrama de dispersión de 
experimentos de presentación cruzada. "n" representa el número de experimentos realizados. "n" es distinto de 
una condición a otra, dado que los inventores no pudieron realizar todos los controles en cada experimento 
debido a la cantidad limitada de pDC disponibles. 

 15 
Figura 18. Esquema de las condiciones de cultivo utilizadas en los experimentos de presentación cruzada. 

 
Figura 19. (A) y (B) Infección y muerte celular de células de melanoma por MV no modificado o MV-deltaC. 
Análisis de la muestra por citometría de flujo en cuanto al nivel de infección y la muerte celular inducida a las 
24 h, 48 h y 72 h después de la infección con MV no modificado o MV-deltaC a una MOI de 1. La cepa vacunal 20 
MV-deltaC infectó de forma eficaz las células tumorales que eran resistentes a la infección con la cepa de 
vacunal MV no modificada. Las células tumorales de melanoma se infectaron con MV-eGFP no modificado o MV-
deltaC eGFP a distintas MOI durante 2 horas. 

 
Figura 20. Muerte celular de células de melanoma por MV no modificado o MV-deltaC. Las células tumorales de 25 
melanoma se infectaron con MV-eGFP no modificado o MV-deltaC eGFP a distintas MOI durante 2 horas. La 
tasa de muerte celular inducida (% de células Topro + en las células no infectadas - % de células Topro + en 
células las infectadas) de cada línea celular se determinó mediante citometría de flujo a las 24 h, 48 h y 72 h 
posinfección. 

 30 
Figura 21. Expresión de "señales de peligro" después de la infección de células de melanoma por MV no 
modificado o MV-deltaC. (A) Ejemplo de análisis por citometría de flujo de la expresión de HSP70 y con 
calreticulina (CRT) 24 h, 48 h y 72 h después de la infección por MV no modificado o MV-deltaC. (B) La 
expresión en membrana de la proteína HSP70 y de CRT en células tumorales no infectadas y en células 
infectadas con MV no modificado y MV-deltaC (MOI = 0,5) se determinó a las 72 h después de la infección 35 
mediante marcaje extracelular y citometría de flujo. 

 
Figura 22. Crecimiento tumoral de melanoma in vivo después de la inyección intratumoral con MV-deltaC. Los 
tumores injertados se inyectaron con PBS para visualizar el crecimiento normal del tumor como control. En estos 
ratones de control, el volumen del tumor aumentó de 45 mm3 a 150 mm3 en 13 días. En el grupo tratado con el 40 
MV-deltaC, se observó una mayor reducción del volumen del tumor 10 días después de la inyección, el cual 
alcanzó los 25 mm3, y los tumores se eliminaron a los 14 días después de la inyección. 

 
Figura 23. Supervivencia de células cancerosas y no cancerosas después de la infección con MV-deltaC o MV 
no modificado. Las células cancerosas A549 y Hela humanas (A) y las células no cancerosas HEK 293 y Vero 45 
(B) se infectaron con MV-deltaC (barras negras en el gráfico) o con MV no modificado (barras blancas en el 
gráfico) a distintas MOI (triplicado). Después de 24, 46 y 68 horas de cultivo, se determinó el número de células 
vivas utilizando el reactivo CellTiter-GLO, un ensayo basado en luciferasa que evalúa mediante cuantificación de 
ATP el número de células metabólicamente activas en los pocillos de cultivo. 

 50 
Figura 24. Cinética de replicación del MV no modificado y de MV-deltaC en células cancerosas y no cancerosas. 
Se infectaron células cancerosas A549 y Hela humanas y células no cancerosas HEK 293 y Vero con MV-deltaC 
o con MV no modificado a una MOI de 1. Los títulos víricos se determinaron por la DICT50. 

 
Ejemplos 55 
 
Ejemplo 1 
 
Estudios comparativos entre MV no modificado y MV-deltaC 
 60 
Infección in vitro con VM no modificado. Se obtuvieron cepas Schwarz del MV atenuadas vivas de F. Tangy (Instituto 
Pasteur, Francia). MV Schwarz se rescató del ADNc de pTM-MVSchw (depositado por el Instituto Pasteur en la 
CNCM (París, Francia) con el número 1-2889 el 12 de junio de 2002) mediante el uso del sistema de rescate basado 
en células auxiliares descrito por Radecke (Radecke et al., EMBO J., 1995, 14:5773-5784) y modificado por Parks 
(Parks et al., J. Virol., 1999, 73:3560-3566). En resumen, se transfectaron células auxiliares 293-3-46 con 5 µg de 65 
pTM-MVSchw y 0,02 µg de pEMC-Lschw que expresan el gen L de MV Schwarz (Combredet et al., J. Virol., 2003, 
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77:11546-11554). Después de una incubación de una noche a 37 ºC, se aplicó un choque térmico durante 2 horas a 
43 ºC, y las células transfectadas se transfirieron a una monocapa de células Vero. Los sincicios que aparecieron en 
15 días de cocultivo 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 con SFT al 5 %. Cuando los sincicios alcanzaron una confluencia del 
80-90 %, las células se despegaron por raspado en un pequeño volumen de OptiMEM y se congelaron y 5 
descongelaron una vez. Después de una centrifugación a baja velocidad para sedimentar los restos celulares, el 
sobrenadante que contenía el virus se almacenó a -80 ºC. El título de la reserva de MV recombinante se determinó 
por un ensayo de dilución límite final en células Vero. La DICT50 se calculó mediante el uso del método de Kärber 
(Kärber, Arch. Exp. Path. Pharmak., 1931, 162:480-483). 
 10 
Infección in vitro con MV-deltaC. MV-deltaC también se rescató por genética inversa en células auxiliares HEK293-
T7-MV y se amplificó en células Vero, en un proceso similar al descrito en el documento WO2004/000876 para MV 
no modificado. El clon de ADNc adecuado que codifica el genoma de MV-deltaC se preparó, por consiguiente, a 
partir de partículas víricas de MV purificadas como se divulga en dicha solicitud, o del plásmido pTM-MVSchw que 
se modificó por mutación del segundo codón de iniciación "ATG" presente en la ORF (+1 ) en la región N-terminal 15 
del gen P para proporcionar el plásmido pTM-MVSchw-deltaC-ATU1 (eGFP). En particular, el codón "ATG" se 
reemplazó por un codón "ACG" por mutación de T a C (SEQ ID NO: 1) (Figura 1B). De forma similar, también se 
rescató una variante de MV-deltaC mediante genética inversa utilizando un plásmido variante pTM-MVSchw-deltaC-
ATU1 (eGFP) que tiene la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 2, en donde se realizó una sustitución 
adicional en la posición 2803 para reemplazar el nucleótido G por un nucleótido A. 20 
 
Caracterización de MV-deltaC. Para confirmar que el gen que codifica la proteína C se había suprimido y que las 
proteínas P y V aún se expresaban, se realizó una transferencia de Western de lisados de células Vero infectadas, 
utilizando anticuerpos monoclonales específicos (anti P; anti V y anti C), Takeuchi, K. et al., FEBS Letters, 2003, 545 
(2), 177-182) (Figura 2). 25 
 
Por lo tanto, la expresión de las proteínas P, V y C por MVdelta-C se comparó con la obtenida por MV, MV-deltaV 
(MV, en el que se suprimió la proteína V) y MV-PG954 (MV, en el que el gen P se reemplazó por el gen P de una cepa 
de tipo silvestre (es decir, G954)). La Figura 2 muestra que MV-deltaC ya no expresaba la proteína C, mientras que 
las proteínas V y P se expresaban correctamente. La estabilidad de la mutación presente en MV-deltaC se controló 30 
mediante secuenciación del genoma después de 10 pases del virus en células Vero: no se observó reversión. 
 
Cinética de crecimiento de MV-deltaC. La cinética de crecimiento de MV-deltaC se analizó en distintas líneas 
celulares competentes o no para la respuesta de IFN tipo I (Figura 3). Las células vero (células epiteliales de mono 
verde africano) tienen una deleción en el gen IFN-β (Mosca, J.D., Pitha, P.M. Mol Cell Biol., 1986, 6(6), 2279-2283), 35 
por lo tanto, la respuesta de IFN tipo I no puede iniciarse en estas células después de una infección vírica. Por el 
contrario, las Hela (células epiteliales de carcinoma humano), las Jurkat (linfocitos T humanos) y las U937 
(monocitos humanos) son competentes para iniciar la respuesta de IFN de tipo I. En comparación con otros virus MV 
analizados en células Vero, MV-deltaC creció rápidamente durante las primeras 24 horas, luego su crecimiento 
disminuyó repentinamente. La detención del crecimiento se confirmó en otros tipos de células analizadas que son 40 
competentes para la respuesta de IFN tipo I (HeLa, Jurkat y U-937). Por lo tanto, a diferencia de otros estudios 
(Takeuchi, K. et al., J. Virol., junio de 2005, 7838-7844; Patterson, J. B. et al., Virology, 2000, 267(1):80-89), el déficit 
de crecimiento de MV-deltaC no parece estar relacionado con la presencia o ausencia de IFN. 
 
Efectos citopáticos de MV-deltaC. Varias explicaciones podrían explicar la repentina detención del crecimiento de 45 
MV-deltaC. De hecho, Las células Vero infectadas por MV se caracterizan por la formación de sincicios gigantes 
(células multinucleadas) que son el resultado de la fusión de células infectadas que expresan las glucoproteínas MV 
con células vecinas no infectadas que expresan el receptor CD46. Los inventores observaron que MV-deltaC indujo 
la formación de sincicios mucho más rápido que el MV no modificado, en células Vero (Figura 4) y todos los otros 
tipos de células analizados. A partir de las 24 horas de infección con una MOI de 1, prácticamente todas las células 50 
Vero se fusionaron en un sincicio gigante, el cual se rompió algunas horas más tarde. Esto explica la caída del 
crecimiento observada 24 horas posinfección: no quedaban células sin tratamiento previo vivas en el cultivo para 
sustentar una infección productiva. La apoptosis prematura de las células infectadas es probablemente responsable 
de la detención del crecimiento vírico observada. Se demostró previamente que un MV-deltaC obtenido de una cepa 
patógena de MV (Ichinose) ejerce un efecto citopático mayor que el virus parental (Takeuchi, K. et al., J. Virol., junio 55 
de 2005, 7838-7844). 
 
La fusión celular exacerbada inducida por MV-deltaC podría deberse a una producción mayor o anterior de proteínas 
víricas, en particular de glucoproteínas H y F en la superficie de las células infectadas, que propiciarían la fusión 
celular rápida y masiva. La cinética de la expresión de hemaglutinina (H) vírica en células HeLa infectadas con MV-60 
deltaC o MV no modificado (MOI = 1) se analizó mediante inmunofluorescencia. Las células se tiñeron con un 
anticuerpo monoclonal anti MV-H acoplado a FITC (Figura 4). El resultado muestra que 24 horas después de la 
infección, MV-deltaC provoca una infección más masiva e induce una expresión de H mucho más extensa que el MV 
no modificado. 
 65 

E14701698
03-12-2018ES 2 700 749 T3

 



14 

Cinética de la expresión de proteínas víricas en células Vero infectadas con MV y MV-deltaC. Para confirmar la 
producción aumentada de proteínas víricas en ausencia de expresión de proteína C, se analizó a lo largo del tiempo 
el contenido de proteínas víricas N y V en lisados de células Vero infectadas con MV-deltaC o MV no modificado a 
una MOI de 1 (Figura 5). A partir de las 6 horas de infección, la nucleoproteína N fue detectable en las células 
infectadas con MV-delta C, mientras que solo fue detectable después de 21 horas de infección con el MV no 5 
modificado. Se hizo la misma observación para la proteína V. Este resultado demuestra que MV-deltaC expresa las 
proteínas víricas mucho antes y en cantidades mayores que el MV no modificado. 
 
Inmunogenicidad de MV-deltaC. Para evaluar el impacto del silenciamiento de la expresión de la proteína C sobre la 
inmunogenicidad del vector vacunal de MV, se inmunizaron ratones CD46+/- IFNAR-/- susceptibles a la infección por 10 
MV (Combredet, C. et al., 2003, J Virol, 77(21): 11546-11554; Mrkic B. et al., J Virol., 2000, 74(3):1364-1372). Estos 
ratones están diseñados genéticamente para expresar el receptor CD46 humano de las cepas vacunales de MV y 
están incapacitados para la expresión del receptor de IFN tipo I (IFNAR). Se utilizan comúnmente para evaluar la 
inmunogenicidad de los vectores de MV (Brandler, S. et al., PLoS Neglected Tropical Diseases, 2007, 1(3):e96; 
Combredet, C. et al., 2003, J Virol, 77(21): 11546-11554). Aunque el IFN α/β es ineficaz en estos ratones, este 15 
modelo se utilizó para evaluar inicialmente el impacto del silenciamiento de la expresión de la proteína C in vivo. MV-
deltaC se comparó con el MV no modificado, con MV-deltaV y con MV-PG954. Se inoculó una única dosis de 105 
DICT50 de cada virus por vía intraperitoneal en cuatro grupos de seis ratones. Se recogieron sueros 2 meses 
después de la inoculación y los anticuerpos anti-MV se cuantificaron mediante ELISA (Trinity Biotech) (Figura 6). 
 20 
En estos ratones incompetentes para el IFN tipo I, los niveles de anticuerpos inducidos por los vectores de 
sarampión modificados fueron comparables a los inducidos por los vectores no modificados. Este resultado no es 
sorprendente para los vectores MV-deltaV y MV-PG954, que tienen cinéticas de crecimiento in vitro similares al MV no 
modificado. Sorprendentemente, el vector MV-deltaC, que tiene un crecimiento reducido in vitro, indujo títulos de 
anticuerpos apenas menores que los inducidos por el MV no modificado. Este resultado indica que la dosis inoculada 25 
fue demasiado alta para observar una diferencia o que la replicación vírica mínima fue suficiente para inducir la 
saturación de la respuesta humoral. Anteriormente se demostró en monos que la propagación del MV-deltaC 
obtenido de una cepa patógena del MV (Ichinose) se redujo enormemente en comparación con el tipo silvestre 
(Takeuchi, K. et al., J. Virol., junio de 2005, 7838-7844). Estos datos preliminares indican que en ausencia de 
respuesta de IFN tipo I, el silenciamiento de la proteína C no afecta el establecimiento de la respuesta humoral 30 
antivírica. 
 
Ejemplo 2 
 
Inducción de muerte celular por MV sin modificar o MV-deltaC 35 
 
Cultivo celular. Se establecieron y caracterizaron líneas celulares de mesotelioma epitelioide (Meso11, Meso13 y 
Meso56) y las líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón (A549 y ADK117) (Gueugnon F et al., Am J Pathol, 
2011, 178: 1033-1042) a partir de derrame pleural recogido por toracocentesis de pacientes con cáncer, con 
consentimiento informado. Las líneas celulares de melanoma (M17 y M18) fueron sintetizadas por B. Dreno y N. 40 
Labarrière (Centro de Investigación del Cáncer, Nantes, Francia). La línea celular de adenocarcinoma de pulmón 
(A549) se adquirió en la ATCC. Las líneas celulares de mesotelioma epitelioide (Meso11, Meso13 y Meso56) y la 
línea celular de adenocarcinoma de pulmón (ADK117) fueron aisladas y caracterizadas por F. Tangy (Instituto 
Pasteur, Francia). Todas las líneas celulares se mantuvieron en medio RPMI-1640 (Gibco-Invitrogen, Cergy-
Pontoise, Francia) complementado con suero de ternera fetal inactivado por calor (PAA Laboratories, Les Mureaux, 45 
Francia) al 10 % (v/v), Les Mureaux, Francia), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y de estreptomicina 100 µg/ml 
(todos de Gibco). Las células se cultivaron a 37 ºC en una atmósfera humidificada, con CO2 al 5 % y se 
comprobaron de forma rutinaria en cuanto a la contaminación por Mycoplasma mediante PCR. 
 
Análisis de muerte celular. La muerte celular se determinó 3 días después de la infección utilizando el kit de 50 
detección de apoptosis (BD Biosciences). En resumen, las células se sometieron a doble tinción con FITC-Anexina V 
y yoduro de propidio durante 15 minutos y se analizaron por citometría de flujo al cabo de 1 hora. Después se 
determinaron las muertes celulares específicas por MV y deltaC. Las células se incubaron con los anticuerpos 
específicos descritos en los siguientes ejemplos, para tinción extracelular. Después, las células se lavaron 3 veces 
con PBS antes del análisis por citometría de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences). 55 
 
Para comparar las capacidades de infección y de inducción de muerte celular con MV y MV-deltaC, se infectó un 
panel grande de tres líneas celulares de mesotelioma epitelioide (Meso11, Meso13 y Meso56), dos líneas celulares 
de melanoma (M17 y M18) y dos líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón (A549 y ADK117) con MV no 
modificado o MV-deltaC, a una multiplicidad de infección (MOI) de 1,0 durante 2 horas, incubación a 37 ºC. Las 60 
líneas celulares de control no se infectaron con MV o MV-deltaC (Figura 7). Las células tumorales se analizaron por 
citometría de flujo después de la doble tinción con FITC-Anexina V y yoduro de propidio tres días después de la 
infección. 
 
Las células de mesotelioma epitelioide Meso11 y Meso13, las células de melanoma M18 o las células de 65 
adenocarcinoma de pulmón A549 se infectaron de forma eficaz por MV no modificado, mientras que las células de 
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mesotelioma epitelioide Meso56 y las células de adenocarcinoma de pulmón ADK117 se infectaron de forma débil 
por MV no modificado, y las células de melanoma M17 no estaban infectadas. Incluso si se observaba un porcentaje 
moderado o importante de células con Anexina V en las células infectadas de forma eficaz con MV no modificado 
(células de mesotelioma epitelioide Meso11 y Meso13, células de melanoma M18 y células de adenocarcinoma de 
pulmón A549), se encontró que MV-deltaC era capaz de inducir de forma incluso más eficaz la muerte de estas 5 
células tumorales. Aunque las células tumorales infectadas débilmente por MV no modificado (células de 
mesotelioma epitelioide Meso56 y células de adenocarcinoma de pulmón ADK117) o incluso las no infectadas 
(células de melanoma M17) mostraron un porcentaje muy bajo de células con Anexina V, los inventores han 
descubierto sorprendentemente que la infección con MV-deltaC indujo una inducción de muerte celular mucho mayor 
para estas dos líneas celulares (Figura 7A). 10 
 
Por lo tanto, de acuerdo con estos resultados in vitro, MV-deltaC indujo una mayor apoptosis en células tumorales 
infectadas que el MV no modificado. 
 
Ejemplo 3 15 
 
Activación de la caspasa 3 después de la infección por MV o MV-deltaC 
 
Se analizó la activación de la caspasa 3 tanto en células tumorales infectadas con MV no modificado como con MV-
deltaC (Figura 7B). Se infectó un panel de dos líneas celulares de mesotelioma epitelioide (Meso13 y Meso56), una 20 
línea celular de melanoma (M17) y una línea celular de adenocarcinoma de pulmón (A549) con MV no modificado o 
MV-deltaC, a una MOI de 1,0 durante 2 horas, incubación a 37 ºC. Las líneas celulares de control no se infectaron 
con MV o MV-deltaC. Las células tumorales infectadas con virus (MV o MV-deltaC) y no infectadas se analizaron 
mediante citometría de flujo después de la tinción con un anticuerpo anti caspasa 3 activa (BD Biosciences) tres días 
después de la infección. 25 
 
La infección con MV-deltaC indujo la activación de la caspasa 3 para las dos líneas celulares probadas distintas: el 
38,2 % para las células de mesotelioma epitelioide Meso13, el 30,2 % para las células de melanoma M17, el 21,8 % 
para las células de adenocarcinoma de pulmón A549 y el 8,4 % para células de mesotelioma epitelioide Meso56. Por 
el contrario, esta activación de la caspasa 3 no fue observada o se lo hizo parcialmente después de la infección con 30 
MV no modificado. Estos resultados sugirieron que los virus MV no modificado y MV-deltaC podrían inducir la muerte 
de las células tumorales de acuerdo con dos rutas distintas. 
 
Ejemplo 4 
 35 
Exposición de la proteína Hsp70 en la superficie celular después de la infección por MV o MV-deltaC 
 
La infección de células tumorales con virus oncolíticos puede provocar un estrés celular (Fabian et al., J Virol, 2007, 
81(6): 2817-2830). La infección, pero también la muerte celular inducida por estos virus, también conduce a la 
producción y liberación en el entorno de moléculas con propiedades inmunogénicas (Wang et al., Viral Immunol, 40 
2006, 19(1): 3-9). Estas señales de peligro endógenas emitidas por células infectadas pueden, de hecho, ser 
reconocidas por las células de defensa y desencadenar respuestas adaptativas. Las células dendríticas 
plasmocitoides y derivadas de monocitos reconocen estas señales de peligro gracias a la expresión de distintos 
receptores. Por lo tanto, el sistema inmunitario puede trabajar en sinergia con la actividad oncolítica directa de los 
virus, activando una respuesta linfática específica de antígenos tumorales. 45 
 
La infección de células tumorales con la cepa vacunal del virus oncolítico MV permite la maduración de DC y la 
activación de linfocitos T autólogos (documento WO2009/047331). Para caracterizar el mecanismo mediante el cual 
las células infectadas indujeron la activación del sistema inmunitario, los inventores han estudiado la expresión, la 
modificación y/o la liberación de distintos factores celulares conocidos por su implicación en la inmunogenicidad de 50 
la muerte celular. Por ejemplo, Las proteínas de la familia HSP70 o la calreticulina pueden estar implicadas en la 
activación de la respuesta inmunitaria antitumoral. 
 
Se analizó la expresión de la proteína Hsp70 en la superficie de células tumorales infectadas con MV no modificado 
y MV-deltaC (Figura 8). Se infectó un panel de dos líneas celulares de mesotelioma epitelioide (Meso13 y Meso56), 55 
una línea celular de melanoma (M17) y una línea celular de adenocarcinoma de pulmón (A549) con MV no 
modificado o MV-deltaC, a una MOI de 1,0 durante 2 horas, incubación a 37 ºC. Las líneas celulares de control no se 
infectaron con MV o MV-deltaC. La expresión de la proteína Hsp70 de membrana se determinó dos días después de 
la infección de las células de mesotelioma epitelioide Meso13 y Meso56, o tres días después de la infección de las 
células de adenocarcinoma de pulmón A549 y de melanoma M17, por tinción extracelular y citometría de flujo. Se 60 
observó una translocación muy pequeña de la proteína Hsp70 en la superficie celular, tanto para las células 
infectadas de forma eficaz por MV no modificado (células de mesotelioma epitelioide Meso13 y células de 
adenocarcinoma de pulmón A549) como para las células resistentes a MV (células de mesotelioma epitelioide 
Meso56 y células de melanoma M17). Por el contrario, Sorprendentemente, para todas las líneas celulares MV-
deltaC induce una fuerte exposición de la proteína Hsp70 en la capa externa de la membrana plasmática. Estos 65 
resultados sugirieron que la muerte celular inducida por MV-deltaC mostró características inmunogénicas. 
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Ejemplo 5 
 
Translocación en la membrana de la calreticulina después de la infección por MV o MV-deltaC 
 
Se estudió el impacto de la infección de células tumorales con MV no modificado y MV-deltaC sobre la translocación 5 
de calreticulina en la superficie celular. Para ello, se analizó mediante tinción extracelular la presencia de 
calreticulina en la superficie de células tumorales infectadas (Figura 9). Se infectó un panel de dos líneas celulares 
de mesotelioma epitelioide (Meso13 y Meso56), una línea celular de melanoma (M17) y una línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón (A549) con MV no modificado o MV-deltaC, a una MOI de 1,0 durante 2 horas, 
incubación a 37 ºC. Las líneas celulares de control no se infectaron con MV o MV-deltaC. Las células tumorales no 10 
infectadas e infectadas (MV o MV-deltaC) se tiñeron con un anticuerpo anti calreticulina y un anticuerpo secundario 
anti ratón conjugado con Cy5, dos días después de la infección de células de mesotelioma epitelioide Meso13 y 
Meso56 o tres días después de la infección de células de adenocarcinoma de pulmón A549 y células de M17 
melanoma. Después, las células se analizaron por citometría de flujo. 
 15 
Al igual que para la proteína Hsp70, la infección con MV-deltaC conduce, sorprendentemente, a una translocación 
de calreticulina en la superficie celular más fuerte que el MV no modificado, tanto para las células infectadas de 
forma eficaz por MV no modificado (células de mesotelioma epitelioide Meso13 y células de adenocarcinoma de 
pulmón A549) como para las células resistentes a MV (células de mesotelioma epitelioide Meso56 y células de 
melanoma M17). Estos resultados también sugieren que la muerte celular inducida por MV-deltaC mostraba 20 
características inmunogénicas. 
 
Ejemplo 6 
 
Liberación de HMGB-1 en el entorno extracelular después de la infección por MV o MV-deltaC 25 
 
Se estudió la liberación de la proteína HMGB-1 en el medio extracelular después de la infección de células tumorales 
con MV no modificado o MV-deltaC (Figura 10). Dos líneas celulares de mesotelioma epitelioide (Meso13 y Meso56) 
se infectaron con MV no modificado o MV-deltaC, a una MOI de 1,0 durante 2 horas, incubación a 37 ºC. Las líneas 
celulares de control no se infectaron con MV o MV-deltaC. Los sobrenadantes de las células tumorales no infectadas 30 
o infectadas (MV o MV-deltaC) se recogieron un día, dos días o tres días después de la infección y se almacenaron 
a -20 ºC. Después, se determinó la cantidad de HMGB-1 en estos sobrenadantes por ELISA. 
 
MV-deltaC indujo la liberación eficaz de HMGB-1 por parte de las células tumorales infectadas. La infección con MV-
deltaC indujo una apoptosis más rápida de las células tumorales en cultivo; como consecuencia, MV-deltaC indujo 35 
una liberación más temprana de HMGB-1 en comparación con MV no modificado, como demuestran los resultados 
de las células de mesotelioma epitelioide Meso13. 
 
Ejemplo 7 
 40 
Células dendríticas plasmocitoides 
 
Cultivo celular 
 
Las líneas celulares se cultivaron como se describe en el Ejemplo 2. 45 
 
Infección por MV e irradiación con UV 
 
La cepa de MV Schwarz atenuada viva y la proteína verde fluorescente potenciada con MV recombinante (MV-
eGFP) se produjeron como se describió anteriormente (Gauvrit, A. et al., Cancer Res., 2008, 68: 4882-4892). La 50 
infección por MV de las células tumorales se realizó durante 2 horas a 37 ºC con una multiplicidad de infección (MOI) 
de 1, a menos que se indique otra cosa. Después, el inóculo vírico se reemplazó durante 72 horas por medio de 
células recién preparado. Para los experimentos de infección y maduración de pDC,  MV no se lavó y se mantuvo en 
el medio durante todo el cultivo. La medición de la tasa de infección se realizó mediante citometría de flujo utilizando 
MV-eGFP, a las 24, 48 y 72 horas posinfección. Todos los demás experimentos se llevaron a cabo utilizando MV. 55 
Las células tumorales se irradiaron con UV-B (312 nm - 100 kj/m2, Stratalinker, Stratagene). El medio de se renovó 
cada 72 horas. 
 
Aislamiento y cultivo de DC 
 60 
Las pDC se obtuvieron a partir de CMSP de donantes sanos (Etablissement Français du Sang, Nantes, Francia) 
como se describió anteriormente (Coulais, D. et al., Cytotherapy, 2012, 14:887-896). En resumen, en primer lugar se 
enriquecieron las pDC mediante centrifugación a contracorriente y después se purificaron mediante selección 
negativa con perlas magnéticas, según lo recomendado por el protocolo del fabricante (Stemcell Technologies, 
Grenoble, Francia). La pureza de las pDC intactas siempre fue superior al 96 %. Las pDC (3x105 por ml) se 65 
mantuvieron en cultivo con 20 ng/ml de IL-3hr (Sigma, Saint Quentin Fallavier, Francia) o se activaron in vitro con un 
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agonista de TLR-7, R848 (InvivoGen, San Diego, EE. UU.) (5 µg/ml). Las pDC también se cocultivaron con MV solo, 
con MV e IL-3 (MOI=1) o con células tumorales infectadas con MV o irradiadas con UV (pDC/célula tumoral: 1/1) sin 
IL-3hr ni agente de maduración. Después de 18 horas, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y las pDC para su 
uso. Para el ensayo de inhibición de TLR-7, se utilizaron secuencias de ADN inmunorreguladoras, las cuales 
inhibieron específicamente la señalización a través de TLR-7 [IRS 661], en concentraciones que variaban de entre 5 
0,1 µM a 1 µM (Eurofins, Múnich, Alemania). Como control, se usó CpG-A a 5 µg/ml para inducir una secreción de 
IFN-a dependiente de TLR-9 por parte de pDC (InvivoGen, San Diego, EE. UU.). 
 
Inmunofluorescencia y citometría de flujo 
 10 
Los fenotipos de las pDC se determinaron mediante inmunofluorescencia seguida de citometría de flujo. Las pDC se 
tiñeron con anticuerpos monoclonales específicos para CD40, CD86, HLA-DR (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. 
UU.), CD83 (BioLegend, San Diego, CA-EE. UU.) y BDCA-4 (Miltenyi Biotec). Las pDC se seleccionaron como 
células BDCA-4+/HLA-DR+, para diferenciarlas de las células tumorales. La muerte celular del tumor se midió 
mediante tinción con TO-PRO®3 (Invitrogen, St Aubin, Francia), según lo recomendado por el fabricante. TO-15 
PRO®3 es un ácido nucleico de monómero de carbocianina con fluorescencia en rojo lejano que entra solo en las 
células muertas y tiñe el ADN. La fluorescencia se analizó en FACSCantoII (Becton Dickinson, Nueva Jersey, EE. 
UU.) utilizando el programa informático FlowJo. 
 
Ensayo de fagocitosis 20 
 
Las células tumorales infectadas con MV e irradiadas con UV se tiñeron con PKH-67 de acuerdo con el protocolo del 
fabricante (Sigma, Saint Quentin Fallavier, Francia) y se cocultivaron con las pDC, durante 18 horas a 4 ºC o 37 ºC 
(1 DC:1 célula tumoral). Los cocultivos se lavaron con PBS-EDTA para disociar el conjugado celular. Las pDC se 
tiñeron con un anticuerpo anti HLA-DR conjugado con HorizonV450 (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) y se 25 
analizaron por citometría de flujo (FACSCantoII, BD). La fagocitosis de las pDC se observó mediante microscopía 
confocal (Nikon). Las células tumorales infectadas con MV e irradiadas con UV se tiñeron con PKH-67 y después se 
cocultivaron con las pDC en placas de 24 pocillos que contenían portaobjetos de vidrio de poli-lisina, durante 18 
horas (pDC:célula tumoral, relación 1:1). Las pDC se tiñeron con anti HLA-DR no acoplado (BD Bioscience). La 
tinción del HLA-DR se reveló con un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón acoplado a AlexaFluor 568. 30 
 
Detección de citoquinas 
 
La producción de IFN-a (MabTech, Cincinnati, OH-EE. UU.) se midió mediante ELISA en sobrenadantes de cultivo 
de pDC de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 35 
 
Ensayo de presentación cruzada 
 
Se infectaron líneas celulares de melanoma NYESO-1pos/HLA-A*0201neg (M18) y de adenocarcinoma pulmonar 
NYESO-1neg/HLA-A*0201neg (A549) con MV o se irradiaron con UV-B, se cultivaron durante 72 horas y después se 40 
cocultivaron con las pDC HLA-A*020pos (relación pDC:células tumorales 1:1). Después de 18 horas, Las pDC se 
cocultivaron con el clon de linfocitos T CD8+ específico de HLA-A*0201/NYESO-1(156-165), M117.167, durante 6 
horas en presencia de Brefeldina A (Sigma, Saint Quentin Fallavier, Francia). El clon M117.167 se obtuvo clonando 
en una dilución limitante de linfocitos infiltrantes de tumores de un paciente con melanoma. El clon se cultivó como 
se describió anteriormente (Fonteneau, J. F. et al., J Immunol Methods, 2001, 258: 111-126). Como control, los 45 
inventores utilizaron las pDC que se pulsaron durante 1 hora con péptido NYESO-1(156-165) 0,1 o 1 μM y se 
lavaron. Las células se fijaron después con PBS que contenía paraformaldehído al 4 %, durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, y se permeabilizaron y se tiñeron con anticuerpos específicos para IFN-γ y CD8 (BD 
Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.), como se ha descrito anteriormente (Schlender, J. et al., J Virol., 2005, 79: 
5507-5515). La producción de IFN-γ se analizó mediante citometría de flujo con una ventana de adquisición en 50 
células T CD8+. 
 
RT-PCR en tiempo real 
 
Un microgramo de ARN total se transcribió de forma inversa utilizando la transcriptasa inversa del virus de la 55 
leucemia murina Moloney (InVitroGen, Saint Aubin, Francia). Las reacciones de PCR se realizaron utilizando los 
cebadores QuantiTect (Qiagen, Foster City, EE. UU.) y la mezcla maestra de PCR RT2 Real-Time SYBR-Green/ROX 
(Tebu-bio, Le Perray-en-Yvelines, Francia), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
 
Estadística 60 
 
Se usó el programa informático GraphPad Prism (Inc., San Diego, CA-EE. UU.) utilizando una prueba de 
comparación no paramétrica de Mann Whitney. Los valores de p <0,05 se consideraron estadísticamente 
significativos. 
 65 
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Ejemplo 8 
 
Sensibilidad de las células tumorales y las pDC a la infección por MV 
 
Durante la infección, el MV entra en las células principalmente a través de la CD46 y, en un menor grado, de 5 
CD150/SLAM (Anderson, B. D. et al., Cancer Res., 2004, 64: 4919-4926; Schneider, U. et al., J Virol., 2002, 76: 
7460-7467). En un primer experimento, los inventores estudiaron la expresión de estos dos receptores principales de 
MV, CD46 y CD150/SLAM, en las líneas celulares de pDC, melanoma (M18), mesotelioma (Meso13) y 
adenocarcinoma pulmonar (A549) (Figura 11A). Se observó expresión de CD46 en todos los tipos de células, con 
una mayor expresión en las líneas celulares Meso13 y A549. Con respecto a la expresión de CD150/SLAM, se 10 
encontró una expresión positiva en la línea celular de melanoma M18. Estos resultados sugieren que todos estos 
tipos de células pueden ser sensibles a la infección por VM, dado que todos expresan CD46. 
 
Después, los inventores estudiaron la sensibilidad a la infección por MV de estos cuatro tipos de células utilizando un 
MV recombinante que codifica la proteína verde fluorescente (MV-GFP). Setenta y dos horas después de la 15 
exposición a MV con una MOI=1, las tres líneas de células tumorales se infectaron productivamente con MV, 
variando desde del 50 % de células A549 positivas para GFP al 90 % de células Meso13 (Figura 11B). 
Adicionalmente, se observó la formación de sincicios para las tres líneas de células tumorales y las pDC no eran 
permisivas a una MOI=1. Sin una señal de supervivencia tal como la IL-3, las pDC murieron durante las 72 horas de 
cultivo. Por lo tanto, se realizaron experimentos donde se añadió IL-3 a las pDC expuestas al MV (Figura 11C). En 20 
presencia de IL-3, las pDC sobrevivieron durante las 72 horas, pero no se infectaron por MV de forma productiva. 
Para confirmar este resultado, se aumentó la MOI hasta 50 en presencia de IL-3, pero aun así los inventores 
fracasaron en detectar pDC infectadas (Figura 11D). Sin embargo, se observó un pequeño cambio de fluorescencia 
a una MOI=50, lo que probablemente se debió a la captación de GFP soluble durante el cultivo de 72 horas, lo que 
contaminó la preparación de MV-GFP. De forma similar, cuando los inventores utilizaron MV-GFP irradiado con UV, 25 
el cual no podía replicarse, continuaba observándose este ligero cambio de fluorescencia (Figura 12). Por último, 
cuando el MV-GFP se incubó con las pDC durante 2 horas a una MOI=50 y se lavó, los inventores fracasaron en 
detectar el pequeño cambio de fluorescencia 70 horas más tarde (Figura 12). 
 
Después, los inventores midieron la muerte de las células tumorales 72 horas después de la infección y encontraron 30 
que casi la mitad de las células tumorales infectadas con MV eran TO-PRO+ después de 72 horas (Figura 11E). Se 
observó un nivel similar de muerte celular al irradiar las células tumorales con UV-B. Por lo tanto, la infección por MV 
induce la muerte de células tumorales en aproximadamente la mitad de las células tumorales 72 horas después de la 
infección. 
 35 
Ejemplo 9 
 
Las células tumorales infectadas con MV inducen la maduración de las pDC 
 
A continuación, los inventores investigaron los efectos de MV solo y de las células infectadas con MV en la 40 
maduración de pDC (Figura 13). En estos experimentos, evaluaron cómo afecta a la maduración de la pDC la 
infección de las células tumorales por MV en comparación con la radiación con UV, otro inductor de la muerte de 
células tumorales. Como control para la maduración, las pDC fueron se expusieron al agonista de TLR7/8, R848 
(Figuras 13A y 13B). 
 45 
Se ha demostrado anteriormente que la línea de células tumorales de mesotelioma pleural maligno (MPM) infectada 
con MV, Meso13, inducía la maduración de DC obtenidas de monocitos, sin adyuvantes adicionales, mientras que el 
virus solo o las Meso13 irradiadas con UV no lo hicieron (Gauvrit, A. et al., Cancer Res., 2008, 68:4882-4892). Los 
inventores realizaron un conjunto de experimentos con las pDC para determinar los efectos de MV solo, de las 
células tumorales infectadas con MV o irradiadas con UV sobre el estado de maduración de la pDC. El efecto de las 50 
células tumorales infectadas con MV e irradiadas con UV se comparó en cuanto al estado de maduración de las pDC 
(Figura 13). Se observó maduración en las pDC cocultivadas con células tumorales infectadas con MV, mientras que 
las células tumorales irradiadas con UV no activaron a las pDC. De hecho, las células infectadas con MV indujeron la 
expresión del marcador de maduración CD83 a un nivel similar al observado cuando las pDC se expusieron a R848. 
Los inventores observaron una inducción de la expresión de las moléculas de coestimulación, CD40 y CD86, en las 55 
pDC expuestas a las células tumorales infectadas con MV, aunque esta inducción fue baja en comparación con los 
niveles desencadenados por R848 solo. 
 
Se han informado dos estudios que describen resultados contradictorios sobre la capacidad de MV solo para 
desencadenar la maduración de la pDC (Duhen, T. et al., Virus Res., 2010, 152: 115-125; Schlender, J. et al., J 60 
Virol., 2005, 79: 5507-5515). Sin embargo, el estudio de Duhen et al., que informa que el MV activa las pDC, se 
realizó en presencia de IL-3, un factor de supervivencia de pDC, mientras que el otro estudio de Schlender et al., 
quienes observaron que en las pDC cultivadas con MV no se induce la maduración de pDC, se realizó sin IL-3. Por 
lo tanto, los inventores realizaron y compararon las dos condiciones y encontraron resultados similares a los 
descritos por estos dos autores. De hecho, el MV a MOI=1 indujo la maduración de pDC solo en presencia de IL-3 65 
(Figura 13). Como se observó para R848 solo, el MV indujo la maduración de pDC en presencia de IL3, 
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caracterizada principalmente por un aumento significativo de la expresión de CD83 y, en un menor grado, de CD40 y 
CD86 expresión. Los inventores también observaron supervivencia y maduración de las pDC en ausencia de IL-3 
solo cuando se expusieron a una alta cantidad de MV (MOI = 50). A una concentración de virus más baja, en 
ausencia de IL-3, las pDC murieron. 
 5 
En el último conjunto de experimentos, los inventores analizaron si eran necesarias la infección y la replicación del 
VM en las pDC para inducir su activación. Las pDC se expusieron a MV irradiado con UV (MV*), el cual no se puede 
replicar, y se observó un nivel similar de maduración (expresiones de CD83, CD80 y CD86) y producción de IFN-a, 
como con MV sin irradiar (Figuras 14A y 14C). La presencia de un anticuerpo específico anti CD46 bloqueante en el 
cultivo de las pDC expuestas a IL-3 y a MV no afectó la maduración de las pDC (Figura 14A). El mismo experimento 10 
se realizó con las pDC expuestas a células tumorales infectadas con MV. La maduración y la producción de IFN-a 
seguían sin observarse cuando las células tumorales infectadas con MV se irradiaron con UV antes de la exposición 
a las pDC (Figuras 14B y 14C). Por último, los inventores analizaron si un anticuerpo monoclonal específico para 
CD46 podía inhibir la maduración de pDC en respuesta a células tumorales infectadas con MV (Figuras 14B y 14C). 
No se observó inhibición, mientras que el anticuerpo anti CD46 inhibió completamente la infección de Meso13 como 15 
control (Figura 14D). En conjunto, estos resultados sugieren que la infección y la replicación de MV en las pDC no 
son necesarias para la activación de pDC en respuesta al MV. 
 
Ejemplo 10 
 20 
La pDC captura componentes celulares procedentes de células tumorales infectadas con MV 
 
Debido a la expresión endo/lisosómica de TLR-7 y TLR-9, las pDC están especializadas en la detección de ácido 
nucleico vírico (Gilliet, M. et al., Nat Rev Immunol., 2008, 8: 594-606). Estos dos receptores son los principales 
receptores innatos que activan las pDC (Reizis, B. et al., Nat Rev Immunol., 2011, 11: 558-565). Dado que el MV, en 25 
presencia de IL-3 o de células tumorales infectadas con MV, tienen la capacidad de inducir la maduración de pDC, 
es probable que el estímulo de maduración sea ARNmc de MV, el cual activa el TLR7 en el compartimento 
endo/lisosómico. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que MV solo no induce la maduración de DC, dado 
que en el ser humano estas células no expresan TLR7. Esto implica que las pDC endocitan algunas partículas de 
MV cuando se cultivan con MV e IL-3, o con células cancerosas infectadas con MV. Después, los inventores luego 30 
investigaron si las pDC absorbían de forma eficaz material celular procedente de células tumorales infectadas con 
MV e irradiadas con UV (Figura 15). Las células tumorales M18 y A549 infectadas con MV e irradiadas con UV se 
marcaron con PKH67 y se cocultivaron con las pDC. Los inventores observaron que las pDC absorbían de forma 
eficaz a las células tumorales infectadas con MV a 37 ºC, mientras que absorbieron a las células tumorales 
irradiadas con UV de forma menos eficaz (Figuras 15A y 15B). En dos experimentos adicionales, los inventores 35 
observaron que la presencia del anticuerpo monoclonal para CD46 en el cultivo no inhibió la fagocitosis de las 
células tumorales infectadas con MV. 
 
Estos resultados se confirmaron por microscopía confocal (Figura 15C). Las pDC se cocultivaron durante 18 horas 
células tumorales infectadas con MV marcadas con PKH-67. Los cortes ópticos mostraron fragmentos fluorescentes 40 
de células tumorales infectadas con MV dentro de las pDC, confirmando la internalización de partes las de células 
tumorales infectadas con MV por las pDC. Curiosamente, los inventores nunca observaron la formación de sincicios 
entre las pDC y las células tumorales. En conjunto, estos resultados sugieren que algunas partículas de MV 
contenidas en las células tumorales infectadas podrían acceder a los compartimentos donde se encuentra el TLR7. 
 45 
Ejemplo 11 
 
Las células tumorales infectadas con MV inducen una fuerte secreción de IFN tipo I al desencadenar TLR7 
 
Se sabe que las pDC son las productoras más fuertes de IFN tipo I, especialmente contra un virus, tras la activación 50 
de TLR-7 o TLR-9 (Gilliet, M. et al., Nat Rev Immunol. 2008, 8:594-606). Por lo tanto, los inventores midieron la 
producción de IFN-a por parte de las pDC después de la exposición a MV, a células tumorales infectadas por MV o 
irradiadas con UV, mediante ELISA (Figura 16A). La exposición directa a MV indujo la secreción de IFN-a por las 
pDC solamente en presencia de IL-3, coincidiendo con la maduración celular observada anteriormente en la Figura 
13. La cantidad de IFN-a producida en respuesta a MV en presencia de IL-3 fue comparable con la cantidad inducida 55 
por R848 solo, un potente agonista de TLR7/8. Notablemente, los inventores encontraron altas cantidades de IFN-a 
en los sobrenadantes de cocultivos después de la exposición de las pDC a células tumorales infectadas con MV (20-
40 veces más que lo que se observó en respuesta a MV en presencia de IL-3 o R848 solo). Estas altas cantidades 
de IFN-a fueron producidas por las pDC, dado que las células tumorales no produjeron IFN-a o lo hacen en una 
cantidad muy baja (en el intervalo de pg/ml) después de la infección por VM. Las células tumorales A549 o M18 60 
irradiadas con UV no indujeron la producción de IFN-a por parte de las pDC. Estos resultados demuestran que las 
células tumorales infectadas con MV pueden desencadenar la producción de altos niveles de IFN-a por parte de las 
pDC, considerablemente más altos que los niveles producidos por las pDC expuestas al MV en presencia de IL-3 o 
R848 solo. 
 65 
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Los inventores han demostrado anteriormente que, tres días después de la infección de la línea de células tumorales 
Meso13, se produjo una gran cantidad de virus, alcanzando 1x108 DICT50/ml, que corresponde a una MOI mayor a 
100 a partir de una dosis inicial de virus de 1x106 DICT50/ml, que corresponde a una MOI=1 (Gauvrit, A. et al., 
Cancer Res., 2008, 68: 4882-4892). Por lo tanto, era probable que la gran cantidad de IFN-a producida por las pDC 
en respuesta a las células tumorales infectadas con MV fuera el resultado de la intensa replicación de MV en estas 5 
células tumorales. Para analizar esta hipótesis, Las pDC se cultivaron en presencia de MOI crecientes que oscilaban 
entre 1 y 50, con o sin IL-3 (Figura 16B). En presencia de IL-3, los inventores observaron que la producción de IFN-a 
por parte de las pDC aumentaba con la MOI. Por el contrario, las pDC no produjeron IFN-a en ausencia de IL-3, a 
excepción de la MOI más alta (MOI=50). Estos resultados sugieren que el nivel de producción de IFN-a por parte de 
las pDC depende de la cantidad de MV y de la presencia de IL-3 o de otras señales de supervivencia, lo que explica 10 
la gran cantidad de IFN-a producida en respuesta al alto título de virus después de la infección de células tumorales. 
 
Dado que el MV y las células tumorales infectadas con MV contienen ARNmc vírico, es probable que la producción 
de IFN-a por parte de las pDC se deba principalmente al desencadenamiento de TLR-7. Por lo tanto, se llevó a cabo 
una inhibición de TLR7. Se utilizaron secuencias de ADN inmunorreguladoras específicas (IRS, forma siglada de 15 
immunoregulatory sequences), que inhiben la expresión de IFN-a mediada por TLR-7 (IRS661) Barrat, F. J. et al., J. 
Exp. Med., 2005, 202: 1131-1139). Los inventores demostraron que la producción de IFN-a por parte de las pDC 
cultivadas en presencia de MV e IL-3 se inhibió cuando se añadió el IRS661 (Figura 16C). Además, se observó una 
inhibición similar de IFN-a cuando se añadió IRS661 a las pDC expuestas a células tumorales infectadas con MV. 
Como control, se demostró que IRS661 no inhibía la producción de IFN-a inducida por CpG-A por parte de las pDC, 20 
que es dependiente de TLR9. En conjunto, estos resultados demuestran que la producción de IFN-a inducida por MV 
o por células infectadas con MV es dependiente de TLR7. 
 
Ejemplo 12 
 25 
Las pDC tienen la capacidad de presentar de forma cruzada un antígeno asociado al tumor de células tumorales 
infectadas con MV 
 
Se ha informado la capacidad de las pDC humanas de presentar de forma cruzada antígenos víricos (Di Pucchio, T. 
et al., Nat Immunol., 2008, 9: 551-557; Hoeffel, G. et al. Immunity, 2007, 27:481-492; Lui, G. et al., PLoS One, 2009, 30 
4: e7111), pero aún no se ha descrito la presentación cruzada de antígenos asociados a tumores (los TAA, forma 
sigla de tumour-associated antigens). Los inventores se preguntaron si las pDC humanas expuestas a células 
tumorales infectadas con MV podrían tener la capacidad de presentar de forma cruzada un TAA humano expresado 
espontáneamente por células tumorales. Demostraron mediante RT-PCR que la línea celular de melanoma M18 
HLA-A*0201neg expresaba el antígeno cáncer testicular, NYESO-1, mientras que la línea celular de adenocarcinoma 35 
de pulmón A549 no lo hizo (Figura 17A). 
 
Para determinar si las pDC HLA-A*0201pos tenían la capacidad de presentar de forma cruzada este TAA después de 
la exposición a una línea celular tumoral M18 HLA-A*0201neg/NYESO-1pos infectada con MV o irradiada con UV, se 
utilizó el clon de linfocitos T CD8+, M117.167, que es específico para los complejos HLA-A*0201/NYESO-1(157-165) 40 
(Figuras 17B-D). En la Figura 18 se muestra un esquema de este experimento. El clon de linfocitos T M1 17.167 no 
produjo IFN-γ, solo o en presencia de las pDC de IL-3, pero se activó en presencia de las pDC pulsadas con 
péptidos NYESO-1 [157-161] (Figura 17B). El clon se activó tan pronto como el péptido a 0,1 µM se cargó en las 
pDC (16,3 % de células IFN-γ+) y se activó más intensamente mediante las pDC pulsadas con péptido a 1 µM 
(77,5 %). En presencia de las pDC cultivadas con células tumorales M18 infectadas con MV, se activó el 11,5 % de 45 
la población del clon, mientras que el clon no produjo IFN-γ en respuesta a las pDC cultivadas con células tumorales 
M18 irradiadas con UV (Figura 17B). En respuesta a las pDC cocultivados con M18 infectadas con MV, el clon tenía 
un perfil de producción de IFN-γ comparable con el observado en respuesta a las pDC pulsadas con péptido 
NYESO-1(157-165) a 0,1 µM. 
 50 
Como control, los inventores fracasaron en detectar la activación del clon de linfocitos T M1 17.167 en respuesta a 
células tumorales M18 infectadas con MV o irradiadas con UV solo (Figura 17C). Este resultado era de esperar, 
dado que la línea celular tumoral M18 era HLA-A*0201neg, por lo tanto, no tenía la capacidad de presentar 
directamente al clon el péptido NYESO-1(157-165). Esto demuestra que la producción de IFN-γ por parte del clon en 
respuesta a las pDC HLA-A*0201pos cocultivadas con células tumorales M18 infectadas con MV se debe a la 55 
presentación cruzada. Los inventores tampoco observaron producción de IFN-γ en respuesta a las pDC cocultivadas 
con células tumorales A549 NYESO-1neg infectadas con MV. En este experimento representativo, el clon produjo 
IFN-γ en respuesta a las pDC cocultivadas con M18 infectadas con MV (6,5 % de células IFN-γ+), una tasa de 
producción cercana a la observada en respuesta a las pDC pulsadas con péptido NYESO-1(157-165) 0,1 µM 
(10,8 % de células IFN-γ+). 60 
 
En conjunto, estos resultados demuestran que las pDC tienen la capacidad de presentar de forma cruzada un 
antígeno tumoral tal como NYESO-1 procedente de células tumorales infectadas con MV, pero no el procedente de 
las irradiadas con UV. Por lo tanto, La viroterapia antitumoral basada en VM debería poder emplear las pDC en la 
respuesta inmunitaria antitumoral activando su capacidad para producir altas cantidades de IFN-α y para presentar 65 
de forma cruzada el TAA de las células tumorales infectadas por MV a linfocitos T CD8+ específicos del tumor. 
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Los inventores caracterizaron, in vitro, las consecuencias de la viroterapia antitumoral basada en VM sobre las 
funciones de las pDC humanas. En primer lugar, demostraron que las pDC no eran sensibles a la infección por MV a 
pesar de la expresión de CD46. Sin embargo, las pDC fueron capaces de detectar el virus produciendo IFN-a en 
respuesta a una gran cantidad de virus en ausencia de una señal de supervivencia, y a una baja cantidad de virus 
cuando se añadió una señal de supervivencia al cultivo, tal como IL-3. En segundo lugar, cuando las pDC se 5 
cocultivaron con células tumorales infectadas con MV, las pDC experimentaron una maduración caracterizada por la 
inducción de la expresión de CD83 y una fuerte producción de IFN-a, con una expresión ligeramente aumentada de 
moléculas coestimuladoras. Por el contrario, las pDC cocultivadas con células tumorales irradiadas con UV 
conservaron un fenotipo inmaduro similar al observado cuando se cocultivaron solo con IL-3. Después, los 
inventores identificaron el TLR7 como el receptor de las pDC responsable de su activación, probablemente debido a 10 
la presencia de ARN vírico monocatenario en el compartimento endocítico de las pDC después de la internalización 
de fragmentos de células tumorales infectadas con MV. Por último, usando un clon de linfocitos T CD8+ específico 
de HLA-A*0201/NYESO-1(157-165), los inventores demostraron que las pDC HLA-A*0201+ tenían la capacidad de 
presentar de forma cruzada este antígeno asociado a tumor (TAA) procedente de las células tumorales NYESO-1+ 
HLA-A*0201neg infectadas con MV, pero no el procedente de las irradiadas con UV. Por primera vez, los inventores 15 
demostraron la capacidad de las pDC humanas para presentar de forma cruzada un TAA de células tumorales 
muertas a linfocitos T CD8+. En conjunto, estos resultados sugirieron que la viroterapia antitumoral basada en MV, 
además de su lisis directa de células tumorales infectadas, tuvieron la capacidad de reclutar pDC en la respuesta 
inmunitaria antitumoral, para activar su capacidad de producir altos niveles de IFN tipo I y presentar de forma 
cruzada TAA. 20 
 
En primer lugar, los inventores demostraron que las pDC humanas expuestas in vitro a MV a una MOI=1 no 
experimentaron maduración sin IL-3. En esta condición, sin señal de supervivencia, las pDC experimentaron 
apoptosis y fracasaron en adquirir MV en el compartimento endosómico para participar en un proceso de 
maduración mediante el ligamiento de ARNmc vírico en TLR7. Cuando las pDC se expusieron a MV en presencia de 25 
IL-3, estas sobrevivieron y se observó maduración (baja producción de IFN-a e inducción de la expresión de CD83). 
Los inventores observaron la activación de las pDC mediante MV en ausencia de IL-3, solo cuando utilizaban una 
cantidad alta de MV (MOI=50). A esta alta concentración de MV, los inventores pensaron que alcanzó el 
compartimento endocítico de las pDC suficiente MV como para proporcionar una señal de 
supervivencia/maduración, antes de que se activara su programa de apoptosis. Por lo tanto, cuando las pDC se 30 
expusieron a MV en presencia de IL-3, las pDC sobrevivieron y el MV se internalizó y permitió el desencadenamiento 
de TLR7 por el ARNmc vírico. Cuando las pDC se expusieron a MV en ausencia de IL-3, experimentaban apoptosis 
a menos que alcanzara el compartimento endocítico suficiente MV como para activarlas y madurarlas. Estos 
resultados explicaron los informes contradictorios en la bibliografía, debido a las diferencias en las condiciones 
experimentales. De hecho, los inventores obtuvieron resultados similares a Schlender et al., quienes informaron que 35 
una cantidad baja de MV Schwarz no logró inducir IFN-a por parte de las pDC cultivadas en ausencia de IL-3 
(Schlender, J. et al., J Virol., 2005, 79:5507-5515), y a Duhen et al., quienes afirmaron que MV Schwarz inducía 
grandes cantidades de producción de IFN-a por parte de las pDC en presencia de IL-3 (Duhen et al., Virus Res., 
2010, 152:115-125). Sin embargo, los inventores no observaron que MV Schwarz inhibiera la producción de IFN-a 
por parte de las pDC (31), dado que las pDC producían IFN-a en presencia de IL-3. Por último, ambos grupos 40 
describieron la tinción de las pDC por un anticuerpo monoclonal para la hemaglutinina (H) de MV, pero interpretaron 
el resultado de manera distinta. Un argumentó afirmó que las pDC se infectaron y amplificaron el virus (Schlender, J. 
et al., J Virol., 2005, 79:5507-5515), mientras que el otro grupo concluyó que, a pesar de la tinción de la proteína H 
en las pDC, la replicación del VM fue baja (Duhen et al., Virus Res., 2010, 152:115-125). Los resultados presentados 
en el presente documento apoyan esta última conclusión, dado que los inventores no observaron una infección 45 
productiva utilizando MV-eGFP, incluso a una MOI alta, en ausencia o presencia de IL-3. 
 
Los inventores también demostraron que, en presencia de MV o de células tumorales infectadas con MV, las pDC 
experimentaron una maduración caracterizada por la regulación al alza de la expresión de la molécula CD83 en la 
superficie celular. En presencia de MV o de células tumorales infectadas con MV, las pDC produjeron mayores 50 
cantidades de IFN-a en respuesta a una carga vírica alta que las pDC estimuladas solo con R848. Sin embargo, 
estas células no expresaron tantas moléculas coestimuladoras CD40 y CD86. Por lo tanto, este fenotipo de 
maduración se asemejaba al fenotipo de maduración inducido por la infección con VIH (Fonteneau, J.F. et al., J 
Virol., 2004, 78:5223-5232; O'Brien, M. et al., J Clin Invest., 2011, 121:1088-1101), que activa a las pCD mediante el 
TLR7, como hizo el MV (Beignon, A.S. et al., J Clin Invest., 2005, 115:3265-3275). De hecho, ahora estaba claro 55 
que, dependiendo de la naturaleza del agonista del TLR utilizado, podrían desencadenarse dos rutas de activación 
principales en las pDC humanas. Esta dicotomía fue informada primero por Kerkmann et al., quien mostró que dos 
agonistas del TLR9, CpG-A y CpG-B, activaba la maduración de pDC utilizando dos rutas distintas (Kerkmann, M. et 
al., J Immunol. 2003, 170:4465-4474). Más recientemente, la misma dicotomía se observó para los agonistas de 
TLR7 (O'Brien, M. et al., J Clin Invest., 2011, 121:1088-1101). De hecho, el VIH se comportó como CpG-A al 60 
desencadenar el TLR7 y la ruta de señalización de IRF7 en el endosoma temprano de las pDC, y al inducir una 
fuerte producción de IFN-α. Los inventores demostraron que la maduración inducida por MV+IL-3 o las células 
infectadas por MV fue similar a la activación inducida por el VIH, lo que sugiere un desencadenamiento endosómico 
temprano del TLR7 mediante ARNmc del MV. Esta ruta temprana de activación endosómica era compatible con la 
presentación cruzada de antígenos expresados por células infectadas por virus, dado que se ha demostrado la 65 
presentación cruzada de antígenos víricos de células infectadas (Hoeffel, G. et al., Immunity, 2007, 27:481-492) y la 
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presentación cruzada de TAA de células infectadas con MV, como se describe en el presente documento. Por el 
contrario, Schnurr et al. informaron que, in vitro, las pDC, al contrario de las CD mieloides, no tenían la capacidad de 
presentar de forma cruzada un TAA de una proteína de longitud completa sola o como una forma de complejo 
inmunitario (Schnurr, M. et al., Blood, 2005, 105:2465-2472). Sin embargo, estos autores utilizaron una proteína 
soluble y no utilizaron células tumorales que expresan NYESO-1 como fuente de antígeno. In vivo, la presentación 5 
cruzada de antígenos por las pDC también fue controvertida. Salio et al. informaron que pDC murinas estimuladas 
por CpG no tenían la capacidad de presentar antígenos de forma cruzada, mientras que podían montar una 
respuesta de linfocitos T contra antígenos endógenos (Salio, M. et al., J. Exp. Med., 2004, 199:567-579). Mouries et 
al. demostraron, in vivo e in vitro, también en un modelo murino, que la proteína OVA soluble y los agonistas del TLR 
(CpG o R848) activaron a las pDC para sensibilizar de forma cruzada OVA en linfocitos T CD8+ específicos 10 
(Mouries, J. et al., Blood, 2008, 112:3713-3722). De forma similar, Kool et al. (Kool et al., J Leukoc Biol., 2011, 
90:1177-1190) confirmaron recientemente in vitro la presentación y presentación cruzada del péptido OVA soluble o 
de la proteína completa, después de la estimulación del TLR9 por CpG o por una infección con el virus de la gripe 
que contenía epítopos de OVA. Por último, Liu et al. informaron que la inyección intratumoral de pDC estimuladas 
con CpG-A en ratones portadores de melanoma B16 indujo una sensibilización cruzada de antígeno tumoral, pero 15 
esta sensibilización cruzada se realizó mediante DC CD11c+, no mediante las pDC (Liu et al., J Clin Invest., 2008, 
118:1165-1175). Los inventores han demostrado que, in vitro, las pDC humanas expuestas a células tumorales 
infectadas con MV tuvieron la capacidad de presentar de forma cruzada NYESO-1 a un clon de linfocitos T CD8+ 
específico para este TAA. Los inventores demostraron que las células tumorales infectadas con MV experimentaron 
muerte celular y después fueron fagocitadas por las pDC. Estas células infectadas con MV tuvieron la capacidad de 20 
activar las pDC sin la adición de adyuvantes o de agonistas del TLR. La eficacia de la viroterapia antitumoral basada 
en MV se ha demostrado in vivo en distintos modelos de xenoinjertos de tumores humanos en ratones 
inmunodeficientes (Peng, K. W. et al., Cancer Res., 2002, 62:4656-4662; McDonald, C.J. et al., Breast Cancer Res 
Treat., 2006, 99:177-184; Blechacz, B. et al., Hepatology, 2006, 44:1465-1477). Los primeros ensayos clínicos de 
viroterapia basada en VM han mostrado resultados alentadores (Heinzerling, L. et al., Blood, 2005, 106:2287-2294; 25 
Galanis, E. et al., Cancer Res., 2010, 70:875-882). La eficacia de la viroterapia basada en MV se debe 
probablemente a la lisis de las células tumorales por el virus. Sin embargo, una parte de su eficacia también puede 
deberse a la capacidad de las células tumorales infectadas con MV para activar las células del sistema inmunitario, 
en particular las pDC. De hecho, se ha demostrado que la activación de las pDC por un agonista del TLR en ratones 
portadores de tumores induce una respuesta inmunitaria antitumoral y la remisión tumoral (Drobits, B; et al., J Clin 30 
Invest., 2012, 122:575-585; Liu, C. et al., J Clin Invest., 2008, 118:1165-1175; Palamara, F. et al., J Immunol., 2004, 
173:3051-3061). Liu et al. demostraron que las pDC murinas estimuladas por un agonista del TLR9 inducían la 
activación y el reclutamiento de linfocitos NK en el tumor, lo que desencadenó la presentación cruzada de antígeno 
tumoral por las DC CD11c+ (Liu, C. et al., J Clin Invest., 2008, 118:1165-1175). Drobits et al. de mostraron que el 
tratamiento tópico de tumores de melanoma en ratones con el agonista del TLR7, imiquimod, inducía la activación y 35 
el reclutamiento de las pDC en el tumor y provocaba la remisión tumoral (Drobits, B; et al., J Clin Invest., 2012, 
122:575-585). Drobits et al. demostraron que las pDC adquirían una actividad citotóxica contra células tumorales al 
secretar TRAIL y granzima B, en un mecanismo dependiente de IFNAR1. La secreción de IFN-a por parte de las 
pDC no solo indujo una actividad citotóxica antitumoral en las pDC mediante un bucle autocrino, sino que también 
podía actuar directamente sobre las células tumorales para inducir apoptosis (Thyrell, L. et al., Oncogene, 2002, 40 
21:1251-1262). El IFN tipo I también desempeñó un papel en la activación de NK y fue necesario en un modelo de 
ratón de rechazo de tumores dependiente de linfocitos NK (Swann, J.B. et al., J Immunol., 2007, 178:7540-7549). 
Por último, estos linfocitos NK probablemente también participaron en el inicio de la respuesta antitumoral mediante 
la estimulación de las DC mieloides, dado que en ratones deficientes en IFNAR1 y STAT1, la respuesta antitumoral 
de los linfocitos T fracasó en desarrollarse (Diamond, M.S. et al., J. Exp. Med., 2011, 208:1989-2003; Fuertes, M.B. 45 
et al., J. Exp. Med., 2011, 208:2005-2016). Por lo tanto, los inventores demostraron que las células tumorales 
infectadas con MV inducían una alta cantidad de IFN-a por las pDC, lo que podría ser favorable para el desarrollo de 
subconjuntos multicelulares implicados en una respuesta inmunitaria antitumoral. Adicionalmente, se usan en 
ensayos clínicos de viroterapia antitumoral otros virus oncolíticos que se sabe que activan a las pDC, tales como el 
virus de la variolovacuna (Kim, J. H. et al., Mol Ther., 2006, 14:361-370), Virus del Herpes Simple (Kaufman, H.L. et 50 
al., Future Oncol., 2010, 6:941-949) y adenovirus (Ramesh, N. et al., Clin Cancer Res., 2006, 12:305-313). Las 
células tumorales infectadas por estos virus también pueden inducir la producción de IFN-a y la presentación 
cruzada de antígenos tumorales por las pDC. 
 
La viroterapia antitumoral basada en MV es un enfoque prometedor para tratar el cáncer a través de la actividad 55 
oncolítica del virus. Adicionalmente, los inventores demostraron que las células tumorales infectadas con MV 
activaron la maduración y las capacidades de presentación cruzada de antígeno tumoral de las pDC humanas. Por 
lo tanto, la viroterapia antitumoral basada en VM puede representar un enfoque interesante para el reclutamiento de 
las pDC en la respuesta inmunitaria antitumoral. 
 60 
Ejemplo 13 
 
Estudios comparativos entre el MV no modificado y MV-deltaC utilizando distintas líneas celulares de melanoma 
 
Materiales y métodos 65 
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Cultivo celular. Las líneas celulares tumorales analizadas fueron líneas celulares obtenidas de melanoma: M6, M17, 
M117, M88 y M113. Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con suero fetal de ternera (SFT) 
al 10 %, L-glutamina al 1 % y penicilina G/estreptomicina al 1 %. Las células se cultivaron a una concentración inicial 
de 3.106 células en matraces de 75 cm2 y se mantuvieron a 37 ºC en CO2 al 5 %. Las células se analizaron de forma 
rutinaria y se encontró que eran negativas para la infección por Mycoplasma. 5 
 
Infección de células tumorales. Las células se sembraron 24 horas antes de la infección en placas de 12 pocillos 
como resultado de 200.103 células por pocillo en 1 ml de medio RPMI con SFT al 10 %, para permitir que se 
adhirieran. Se usaron dos virus para infectar células tumorales: (I) MV-eGFP: un virus del sarampión recombinante 
vivo atenuado (MV Schwarz) que contiene el gen que codifica la proteína fluorescente GFP para investigar la 10 
infección de células tumorales; (II) MV-deltaC-eGFP: una cepa vacunal recombinante modificada del MV que 
contiene el gen que codifica la GFP. 
 
La eficacia de infección fue distinta para los dos virus MV no modificados frente a MV-deltaC, y entre distintas líneas 
celulares de melanoma. Los inventores observaron que MV-deltaC tenía la capacidad de infectar células tumorales 15 
de forma más eficaz que el MV no modificado a las 24 h posinfección (Figuras 19 y 20). 
 
Además, se demostró que las células tumorales expresaban en la membrana más "señales de peligro", tales como 
HSP 70 y CRT, después de la infección por MV-deltaC en comparación con MV no modificado (Figura 21). Esto 
sugirió una mayor eficacia para inducir respuestas inmunitarias, a través de la maduración y activación de las células 20 
dendríticas, después de que fagocitan las células apoptóticas. 
 
La inyección in vivo de vacunas de MV-deltaC dentro de los tumores de melanoma evidenció el efecto potenciado de 
MV-deltaC para inducir una respuesta rápida en comparación con un control (Figura 22). 
 25 
En conclusión, la cepa vacunal MV-deltaC presentó interesantes y mejores propiedades proapoptóticas, en 
comparación con la cepa vacunal de MV no modificado convencional. 
 
Ejemplo 14 
 30 
Comparación de la inducción de muerte celular en células cancerosas y no cancerosas mediante MV no modificado 
y MV-deltaC 
 
Para evaluar si la inducción de una muerte celular más fuerte mediante MV-deltaC con respecto a MV no modificado 
era específica para células cancerosas, los inventores compararon su actividad en líneas de células cancerosas 35 
humanas (adenocarcinoma de pulmón humano A549 y cáncer de cuello uterino de Hela) y en células inmortalizadas 
no originadas en cánceres (células de riñón embrionario humano HEK 293 y células de riñón de mono verde africano 
Vero). A549 y Hela son prototipos de células cancerosas humanas usados comúnmente. Por el contrario, como 
están transformadas experimentalmente con Ad5, las células HEK 293 no son células cancerosas. El linaje de 
células Vero es continuo y aneuploide, es decir, se pueden replicar a través de muchos ciclos de división y no 40 
volverse senescentes. 
 
Las células (40.000 por pocillo en placas de 96 pocillos) se cultivaron junto con los virus MV-deltaC o MV no 
modificado a distintas MOI (0,1, 1, 5, 10). Las infecciones se realizaron en células no adherentes en DMEM (0,2 ml). 
Después de 0, 24, 46 y 68 horas de cultivo, se determinó el número de células vivas utilizando el reactivo CellTiter-45 
GLO (Promega). Este ensayo basado en luciferasa evaluó mediante cuantificación de ATP el número de células 
metabólicamente activas en los pocillos de cultivo. 
 
Estos análisis confirmaron que MV-deltaC inducía una muerte celular mucho más alta y más temprana que el MV no 
modificado, tanto en las células de cáncer humano A549 como Hela, incluso a una baja MOI (Figura 23A). Por lo 50 
tanto, la mejor capacidad oncolítica de MV-deltaC se extendió del mesotelioma, el melanoma y el pulmón a las 
células cancerosas de cuello uterino. Por el contrario, no se observó diferencia entre los dos virus en la inducción de 
muerte celular en células Vero, y no se observó muerte celular en células HEK 293 después de 68 horas de 
infección (Figura 23B). Esto sugirió que el mecanismo por el cual MV-deltaC aceleró la muerte celular en 
comparación con el MV no modificado, o con las rutas de senescencia reactivadas, era específico para las células 55 
cancerosas humanas. La observación de que las células Vero no eran más sensibles a MV-deltaC que a MV no 
modificado fue crucial, debido a que el MV se fabrica comúnmente en esta línea celular. 
 
La cinética de crecimiento vírico de ambos virus se evaluó simultáneamente en las mismas líneas celulares (Figura 
24). Se infectaron células Vero, HEK293, Hela y A549 a una MOI de 1, con MV no modificado o con MV-deltaC en 60 
pocillos de cultivo de 35 mm. Los títulos víricos se determinaron como DICT50 en distintos puntos de tiempo 
después de la infección. Se observó una alta tasa de replicación para ambos virus en las células no cancerosas Vero 
y HEK293. Por el contrario, los títulos de replicación fueron más bajos en las células cancerosas Hela y A549, y MV-
deltaC se replicó a un nivel muy bajo en las células A549. Esto indicó que la inducción de muerte celular en células 
cancerosas dio como resultado una menor producción de progenie vírica, lo que fue una ventaja en cuanto a 65 
seguridad para un virus oncolítico. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado obtenido de una cepa del virus del sarampión 
atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha suprimido (MV-deltaC) para su uso 
en el tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo mediante la activación de células dendríticas 5 
plasmocitoides (las pDC), cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una afección 
relacionada con cáncer. 
 
2. El MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado para su uso de acuerdo con la reivindicación 1 en el 
tratamiento de un mesotelioma maligno, en particular del mesotelioma pleural maligno. 10 
 
3. El MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado para su uso de acuerdo con la reivindicación 1 en el 
tratamiento del melanoma o del adenocarcinoma de pulmón, cuando se administra a un individuo diagnosticado de 
tal afección. 
 15 
4. El MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado para su uso de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3 en el tratamiento de un tumor maligno o de células cancerosas que son resistentes al MV no 
modificado, cuando se administra a un individuo diagnosticado de un tumor maligno o una afección relacionada con 
cáncer. 
 20 
5. El MV-deltaC infeccioso genéticamente modificado para su uso de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha cepa del virus del sarampión atenuada viva es la cepa Schwarz o la cepa 
Moraten. 
 
6. Un método para preparar células dendríticas plasmocitoides (las pDC) vacunales destinadas al tratamiento de un 25 
tumor maligno o un cáncer en un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una afección relacionada con 
cáncer, que comprende las siguientes etapas: 
 

- la infección in vitro de un tumor maligno o de células cancerosas que previamente se han recogido del 
individuo, con un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado obtenido de una cepa del virus del 30 
sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria vírica se ha suprimido (MV-
deltaC) para producir un lisado celular; 
 
- poner en contacto las pDC con el lisado celular para producir las pDC vacunales; 
 35 
- recuperar las pDC cargadas. 

 
7. El método de acuerdo con la reivindicación 6, en donde las pDC proceden del individuo a tratar, en particular en 
donde las pDC se obtienen de leucocitaféresis. 
 40 
8. El método de acuerdo con la reivindicación 6 o 7, en donde dicho tumor maligno o cáncer es un tumor maligno 
agresivo o un cáncer agresivo, en particular es mesotelioma maligno, melanoma o adenocarcinoma de pulmón. 
 
9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde dicha cepa del virus del 
sarampión atenuada viva es la cepa Schwarz o la cepa Moraten. 45 
 
10. Una composición farmacéutica que comprende, como principio activo, un virus del sarampión infeccioso 
genéticamente modificado obtenido de una cepa del virus del sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica 
la proteína C accesoria vírica se ha suprimido (MV-deltaC), en asociación con un vehículo farmacéuticamente 
aceptable, para su uso en el tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo mediante la 50 
activación de las pDC, cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una afección 
relacionada con cáncer. 
 
11. Una composición farmacéutica o un conjunto de principios activos que comprende un virus del sarampión 
infeccioso genéticamente modificado obtenido de una cepa del virus del sarampión atenuada viva en el que el gen 55 
que codifica la proteína C accesoria vírica se ha suprimido (MV-deltaC), y que comprende además un agente 
quimioterapéutico y un vehículo farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de un tumor maligno 
agresivo o de un cáncer agresivo, cuando se administra a un individuo diagnosticado de tal tumor maligno o una 
afección relacionada con cáncer. 
 60 
12. La composición farmacéutica o el conjunto de principios activos para su uso de acuerdo con la reivindicación 11, 
que comprende además las pDC vacunales que pueden obtenerse mediante el método de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9. 
 
  65 
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13. Un conjunto de principios activos que comprende (i) un virus del sarampión infeccioso genéticamente modificado 
obtenido de una cepa del virus del sarampión atenuada viva, en el que el gen que codifica la proteína C accesoria 
vírica se ha suprimido (MV-deltaC) y (ii) las pDC vacunales que pueden obtenerse mediante el método de acuerdo 
con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, para su uso para la administración simultánea o separada en el 
tratamiento de un tumor maligno agresivo o de un cáncer agresivo, cuando se administra a un individuo 5 
diagnosticado de tal tumor maligno o una afección relacionada con cáncer. 
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