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DESCRIPCION
Vacuna de células hibridas contra la Leishmaniasis [KALA-AZAR]

La presente invencion se refiere a una vacuna de células hibridas contra la Leishmaniasis que comprende un
macréfago singeneico con un antigeno-KMP-11 de Leishmania electrofusionado con células dendriticas alogénicas,
particularmente para su uso contra leishmaniasis visceral. La vacuna de la presente invencion fue capaz de
conseguir la eliminacién completa de la carga de parasitos esplénica y hepatica en fase tardia de infeccién por L.
donovani en ratones BALB/c genéticamente susceptibles.

La Leishmaniasis Visceral (LV), conocida también como Kala-azar, esta provocada por miembros del complejo de L.
donovani dando como resultado sintomas clinicos de fiebre amarilla, caquexia, hepatoesplenomegalia y citopenia
sanguinea. La LV activa esta asociada con la ausencia de respuesta inmune mediada por células especificas de
parasitos (9, 10). La LV también se ha reconocido cada vez mas como una infeccién oportunista en individuos
infectados por el virus VIH (11). La OMS ha identificado la Leishmaniasis como un problema de salud publica
principal y en aumento (12). Si no se trata, la forma visceral de la Leishmaniasis es letal con epidemias recientes en
Sudan y en Indica que han producido mas de 100.000 muertes (13).

Las formas actuales del régimen quimioterapéutico contra Kala-azar en todo el mundo tienen graves limitaciones
debido al efecto tdxico, a la duracién del tratamiento prolongada, y en algunos casos, a un elevado coste prohibitivo
de tratamiento. El fracaso de los antiamoniacales pentavalentes - la actual forma principal de tratamiento
quimioterapéutico en todo el mundo, se atribuye a la aparicion de resistencia al antimonio de las cepas de
Leishmania dando como resultado frecuentes reincidencias después del tratamiento (14, 15). En la India, el
antimonio ya no es Util como un farmaco ya que el 65% de los pacientes con LV no responden o reinciden
inmediatamente (16). Los tratamientos quimioterapéuticos alternativos con anfotericina B y su formulacién lipidica
tienen graves limitaciones debido al efecto toxico y elevado coste prohibitivo de tratamiento (15).

Limitaciones en aumento en cuanto a las estrategias quimioterapéuticas disponibles debido a la aparicién de cepas
resistentes y a la ausencia de una estrategia de vacuna terapéutica eficaz contra la LV intensifican la crisis. Por lo
tanto, se han realizados intentos para usar un enfoque terapéutico de células hibridas contra la Leishmaniasis
visceral. Las vacunas basadas en células dendriticas [CD] modificadas por ingenieria genética representan una
herramienta poderosa para la inmunoterapia, aunque hasta ahora solo se ha implementado en el modelo contra el
cancer. La presente invencion sostiene, por primera vez, que la terapia de células hibridas basada en CD puede
implementarse en disefios de futuras vacunas contra el estado avanzado de la Leishmaniasis Visceral [LV] y tiene el
potencial de usarse en enfermedades parasitarias intracelulares en general.

Una evaluacion realista de la eficacia de una vacuna contra la Leishmaniasis depende de 3 importantes variables
que los autores de la presente invencion han considerado - (i) constitucién genética del hospedador; (ii) naturaleza
del antigeno sometido a ensayo; (iii) naturaleza de la vacuna. Considerando la primera variable, el objetivo de la
presente invencion fue formular una estrategia de vacuna que se bas6 en su implementaciéon en un modelo de
hamster dorado ya que las caracteristicas clinicopatologicas reflejan ampliamente la LV progresiva humana,
mostrando un incesante aumento en la carga visceral, caquexia progresiva, hepatoesplenomegalia, pancitopenia,
hipergammaglobulinemia y finalmente la muerte (1).

Basandose en la seleccion de la Proteina 11 de la Membrana de Kinetoplastidos [KMP-11] se traté la segunda
variable como un antigeno candidato de vacuna. La Proteina 11 de la Membrana de Kinetoplastidos [KMP-11], una
proteina de membrana de superficie muy conservada presente en todos los miembros de la familia Kinetoplastidae,
se expresa diferencialmente en formas amastigotas y promastigotas de Leishmania (2 - 4). En un informe previo, se
habia realizado la implicaciéon hacia una asociacion de la expresion de la KMP-11 con la posible vacuna de una cepa
de Leishmania UR6 avirulenta, atenuada (5). Adiemas, se habia descrito la capacidad de la KMP-11 para inducir
IFN-g a partir de PBMC derivada de pacientes curados de LV de Kenia (6). En las formas de Leishmaniasis cutanea
y visceral se indican diversos hallazgos hacia una respuesta del hospedador dispar contra diferentes antigenos
parasitarios. La glucoproteina 63 (gp63) de la Leishmania no induce IFN-g significativa a partir de linfocitos de
pacientes curados de LV (6). Por otro lado, el mismo antigeno, gp63, induce altos niveles de IFN-g a partir de
linfocitos de pacientes curados de LC (8). A diferencia de gp63, KMP-11 induce produccion significativa de IFN-g a
partir de linfocitos de pacientes curados de LV (6). Por tanto, la naturaleza del antigeno que ejerce influencia sobre
la respuesta inmune del hospedador contra diferentes especies de Leishmania se encuentra en observacion.

Teniendo en cuenta los hechos hasta ahora conocidos en cuanto a que el plasmido transfectado que codifica al
antigeno inmunodominante se expresa a través de la ruta de la clase | y que las CD son los miembros mas
importantes de la clase general de CPA (células presentadoras de antigenos), los inventores de la presente
invencion se percataron de que la transfeccion del plasmido que codifica el antigeno KMP-11 podria ayudar a
centrar la respuesta inmune para generar antigenos especificos de LCT (linfocitos citoliticos) contra este antigeno
inmunodominante definido. Adicionalmente, se espera reforzar la antigenicidad de las CPA transfectadas por la
contribucion de la clase Il del MHC alogénico para dar lugar a una respuesta Tn mas potente y un mecanismo efector
en términos de generacion de LCT mediado por un epitopo presentador de celulas comun para las moléculas de
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clase | del MHC singénicas y de clase Il alogénicas. Por lo tanto, en la presente invencion se proporciona una
terapia de células hibridas basadas en CD modificadas por ingenieria genética en un modelo de LV experimental,
obtenido por transfeccion de CD con el antigeno KMP-11 dominante.

El documento EP 1130088 se refiere a métodos para el tratamiento y prevenciéon del cancer y enfermedades
infecciosas usando células hibridas formadas por fusién de células dendriticas alogénicas y células no dendriticas
autdlogas. Se dice que tales células hibridas combinan la enérgica aloreactividad de las CD maduras con la
antigenicidad especifica de células tumorales autélogas, suscitando asi una alta especifidad y respuesta enérgica de
LCT. Se dice que los métodos desvelados en el presente documento pueden tratar o prevenir infecciones causadas
por protozoos patégenos tales como, pero sin limitacion, Entomoeba histolytica, Trichomonas tenas, Trichomonas
hominis, Trichomonas vaginalis, Trypanosoma gambiense, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi,
Leishmania donovani, Leishmania tropica, Leishmania braziiiensis, Pneumocystis pneumonia, Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum y Plasmodium malaria.

Por tanto, el principal objeto de la presente invencidon es proporcionar una vacuna de células hibridas contra la
Leishmaniasis que comprende un macréfago singeneico con un antigeno-KMP-11 de Leishmania dominante
electrofusionado con células dendriticas alogénicas.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una vacuna de células hibridas en la que el antigeno KMP-11
de Leishmania se obtiene de Leishmania donovani. Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar una
vacuna en la que la vacuna estimula respuestas de anticuerpos, respuestas de LCT, respuestas proliferativas de
células T, generacion de IL-2, reduccién de carga parasitaria en bazo e higado junto con una cura estéril contra la
Leishmania tras la vacunacion terapéutica a un mamifero.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una vacuna en la que dicha vacuna puede proteger al bazo y al
higado de parasitos hasta seis veces la dosis eficaz de dicha vacuna.

Otro aspecto mas de la presente invencion es proporcionar una formulaciéon de vacuna hibrida contra la
Leishmaniasis que comprende un macréfago singeneico con un antigeno-KMP-11 de Leishmania dominante
electrofusionado con células dendriticas alogénicas junto con un adyuvante y/o una citocina.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un proceso para la preparacion de una vacuna de
células hibridas contra la Leishmaniasis.

Un enfoque de vacunacién de células hibridas con células dendriticas se ha usado ampliamente con éxito solo en
modelos tumorales. Disefiando una nueva estrategia de transfeccion de lineas celulares de macréfagos singeneicos
procedentes de ratones BALB/c con un antigeno-KMP-11 de Leishmania dominante y electrofusionando con CD
alogénicas de C57BUBG, los autores de la presente invencién obtuvieron una eliminacion completa de la carga
parasitaria en bazo e higado en fase tardia de infeccion por L. donovani en ratones BALB/c genéticamente
susceptibles. La respuesta curativa resulté de una alta respuesta de LCT CD8" restringida a la clase | del MHC
especifica de la KMP-11. Este es el primer estudio que hizo realidad la posibilidad de una vacuna de células hibridas
en el campo de enfermedades infecciosas y claramente demuestra la contribucién de la respuesta de citocinas Th2
para conferir proteccién contra infeccidon por Leishmania donovani en un modelo de LV experimental.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una vacuna de células hibridas contra Leishmaniasis que
comprende macréfagos singeneicos con un antigeno-KMP-11 de Leishmania dominante electrofusionado con
células dendriticas alogénicas.

Adicionalmente la invencién proporciona una formulaciéon de vacuna hibrida contra Leishmaniasis que comprende un
macréfago singeneico con un antigeno-KMP-11 de Leishmania dominante electrofusionado con células dendriticas
alogénicas junto con un adyuvante y/o una citocina.

La invencion también proporciona un proceso para la preparacion de una vacuna de células hibridas contra
Leishmaniasis como se reivindica en la reivindicacion 9. En una realizacion la presente invencién proporciona una
vacuna de células hibridas que comprende la fusion de MDMO singeneicos, que expresan antigenos de superficie
parasitarios conocidos como Proteina-11 de Membrana de Kinetoplastidos (KMP-11), con células dendriticas
derivadas de médula 6sea (CDMO) alogénicas

En otra realizacion de la presente invencion, el macréfago se obtiene de ratones BALB/c por métodos conocidos.

En otra realizacion adicional de la presente invencioén, el gen del antigeno-KMP-11 de Leishmania se obtiene de
Leishmania donovani.

En otra realizacion adicional de la presente invencién, la célula dendritica alogénica se obtiene a partir de
progenitores de médula 6sea por métodos conocidos.
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En una realizacion adicional de la presente invencion, la vacuna provoca una respuesta inmunocelular que es una
respuesta de células Th1/Th2 mixta.

En otra realizacion de la presente invencion, la vacuna estimula una respuesta de linfocitos T citotoxicos CD8+
especificos de KMP-11.

En otra realizacién mas de la presente invencion, la vacuna estimula una respuesta de anticuerpos, una respuesta
de LCT, una respuesta poliferativa de células T, generacién de IL-2, reduccién de la carga parasitaria en bazo e
higado junto con cura estéril contra Leishmania tras vacunacion terapéutica a un mamifero.

En otra realizacion adicional de la presente invencién, la administracién de la vacuna es eficaz para eliminar el
parasito del mamifero.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una formulaciéon de vacuna hibrida contra Leishmaniasis que
comprende macréfagos singeneicos con un antigeno-KMP-11 de Leishmania dominante electrofusionado con
células dendriticas alogénicas opcionalmente junto con un adyuvante y/o una citocina.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona una formulacién farmacéutica que comprende la
vacuna de células hibridas, mencionada anteriormente, opcionalmente junto con un vehiculo o un excipiente.

En otra realizacion adicional de la presente invencion, las células presentadoras de antigenos (CPA) alogénicas son
células dendriticas derivadas de médula 6sea (CDMO) obtenidas de la cepa de ratén C57BU6.

En otra realizaciéon adicional de la presente invencion, el antigeno comprende una proteina de superficie celular
inmunodominante de Leishmania KMP-11.

En una realizacion de la presente invencion, la administracion terapéutica de la vacuna de células hibridas es eficaz
para eliminar parasitos de los 6érganos de los mamiferos infectados por Leishmania.

En otra realizacion de la presente invencion, la cepa de Leishmania es L. donovani.

También se describe un ADNc que es un polinucleétido que comprende una region codificante que codifica el
antigeno y el antigeno es una proteina de membrana superficial celular de Leishmania.

También se describe un método para el tratamiento de Leishmaniasis, que comprende administrar al sujeto que lo
necesite, una cantidad eficaz, no téxica de la formulacion de vacuna como se reivindica en la reivindicacion 7.

Una realizacién adicional de la presente invencion proporciona una vacuna de células hibridas de la invencion, cuya
administracion terapéutica es eficaz para eliminar parasitos de 6rganos de los mamiferos infectados por Leishmania.

En otra realizacion de la presente invencion, la dosis intravenosa terapéuticamente eficaz de dicha vacuna es de 5 x
10° células/100 g de peso corporal / PBS 100 m con 5 dias de diferencia.

En otra realizacion mas de la presente invencion, dicha dosis se inocula como una serie de dosis durante un periodo
de apenas cuatro semanas.

Otra realizacién de la presente invencion proporciona una vacuna de células hibridas de la invencién, cuya
administracion terapéutica es eficaz para obtener una eliminacién completa de la carga parasitaria en bazo e higado
en una infeccién de fase tardia del parasito.

KMP-11, Proteina 11 de la Membrana de Kinetoplastos;
LD, Leishmania donovani,

LV, Leishmaniasis Visceral,

LC, Leishmaniasis Cutanea;

ALS Antigeno de Leishmania Soluble;

MDMO, macréfago derivado de médula 6sea;

CDMO células dendriticas derivadas de médula ésea
CPA células presentadoras de antigeno alogénicas

Breve descripcion de los dibujos y figuras

Figuras 1 A, B, C y D: normalizacién y optimizacién de Parametros de Electrofusion para la generacion de células
hibridas

Figura 1 E y F: calculo de la generacion de hibridos: las células se analizaron por citometria de flujo y se calcul6 el
% de generacion de células hibridas viables a partir de células doble positivas en el tercer cuadrante de un grafico
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de puntos.
Figuras 1G, H e I: microfotografias de fluorescencia de células hibridas generadas por electrofusion
(G) campo observado a través de un filtro rojo
(H) campo observado a través de un filtro verde e
(I) finalmente se realizé superposicion de dos colores para permitir la visualizacion de células doble positivas.

Figura 2: ensayo de la carga parasitaria en Organos por el método de ensayo de dilucién limitante. La carga
parasitaria en érganos total se calculé a partir del peso del bazo o higado. Los datos representan la media + ET de
12 animales por grupo.

Figura 3: respuesta de LCT anti-KMP-11 en ratones post infectados con L. donovani a los 105 dias de vacunar con
CDMO singénicas transfectadas con ADN de KMP-11 o células hibridas en comparacion con grupos de control
respectivos.

Figura 4: proliferacion de células T, ensayo IL-2 e IL-4 en respuesta a estimulacion con SLA entre diferentes grupos
de ratones experimentales.

Figura 5 A, 5B y 5 C: titulaciones de Ab de IgG completa, IgG1 e IgG2 anti-KMP-11 en el suero de células hibridas
o de ratones BALB/c infectados con AG83 105 dias tratados con CDMO singénicas transfectadas con ADN de KMP-
11 (n=5/grupo).

Figura 5D: proporcion de titulaciones anti-KMP-11 de 1gG2a/lgG1 en suero de diferentes ratones BALB/c infectados
y terapéuticamente vacunados.

Descripcion detallada de la invencién
Preparacion de células hibridas

1. Clonacién de KMP-11

10® promastigotes lavados con PBS, pH 7,4, (NaCl 1,37 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO., K:HPO,4 1,47) y STE (Tris-HCl
10, pH 7,5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM) se suspendieron en tampon STE y se incubaron con Proteinasa K (1 mg/ml)
(Invitrogen, Grand Island, NY), SDS al 0,5% a 50°C durante 4 h. Los acidos nucleicos se extrajeron por extraccién
con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico y precipitacion con etanol. EI ADN gendmico se enrollé y se sometié a
tratamiento con RNasa (100 mg/ml). EI AND genédmico de musculos se extrajo como se ha descrito previamente (16).
Se extrajo ADN completo de todos los tejidos con Tampdn de Extraccién (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 M, 20 Og/ml
de RNasa pancreatica, SDS al 0,5% y 100 Og/ml de Proteinasa K) seguido por el método de extraccion con fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico y precipitacion con etanol. Todas las amplificaciones PCR del ADN de KMP-11 se
realizaron usando cebadores especificos del gen KMP-11: cebador directo 5-ATGGCCACCACGTACGAGGAG-3’ y
cebador inverso 5-TTACTTGGACGGGTACTGGGC-3' con una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, hibridaciéon del cebador a 60°C durante 30 s, y
extension a 72 °C durante 30 s. El vector pCMV-LIC usado para la clonacion se adquirié en Pharmingen (San Diego,
CA).

El gen KMP-11 del ADN genémico de L. donovani se amplifico usando TagO Polimerasa de Alta Fidelidad
(Invitrogen, Grand Island, NY) que tenia una actividad 3’-5’ exonucleasa. Las reacciones PCR se realizaron usando
los siguientes reactivos: Tris-Cl 50 mM, MgCl, 1,5 mM y 10 nM de cada uno de los dNTP (Invitrogen, Grand Island,
NY) y cebadores especificos de KMP-11 con una homologia de secuencia adicional de 13 pb con el plasmido
vectorial, cebador directo 5 CTGGTTC-CGGCGAATGGCCACCACGTACGAGGAG 3’; cebador inverso: 5
CTCGCTCCGGCGATTACTTGGACGGGTACT-GCGC 3’ durante 35 ciclos en un Termociclador (Gene Ampa PCR
System 9700, AB Applied Biosciences) con las siguientes condiciones: 94 °C durante 2 min, 94 °C durante 30 s, 62
°C durante 30 s y 72 °C durante 30 s. Los productos PCR amplificados se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa y se eluyeron del gel por columnas spin con EtBr Gen Elute® Minus (Sigma, St. Louis, MO). Para la
generacion de proyecciones monocatenarias de 13 pb compatibles con el vector, se trataron 100 ng de ADN
purificado con 5U de ADN polimerasa de T4 (Invitrogen, Grand Island, NY) en un volumen de reaccion de 10 m (Tris
acetato 165 mM, acetato de sodio 330 mM, acetato de magnesio 50 mM, DTT 2,5 y BSA 100 ng/ml) en presencia de
dTTP 0,5 mM a 37 °C durante 20 min. El pCMV-LIC lineal (7,5 ng) con la secuencia homologa monocatenaria de 13
pb y los productos de la PCR tratados con la ADN polimerasa de T4 (50 ng) se mezclaron en 10 ml y se dejé hibridar
a 22 °C durante 30 min. Después de inactivacion con calor de la ADN polimerasa de T4, se usaron 5 ni de mezcla de
hibridaciéon para transformar células DH5a competentes. Los transformantes se exploraron para determinar la
presencia de plasmidos recombinantes con KMP-11 inserto por PCR en condiciones similares a las mencionadas
anteriormente. Clones aislados positivos se secuenciaron mediante el secuenciador de ADN (ABI PRISM, modelo
377). El vector de control sin inserto se genero por digestiéon con enzimas de restriccion doble de pCMV-LIC KMP-11
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en los sitios EcoR1 y Apa1 que flanqueaban el inserto. Inicialmente se digirieron 2 ng de la construccion con EcoR1
10 U a 37 °C en un volumen total de 40 ni (Tris 500 mM, pH 8,0, MgCl, 100 mM, NaCl 500 mM) seguido por una
carga en el extremo 5’ con un fragmento Klenow en presencia de los dNTP en un volumen total de 20 ni (mezcla de
dNTP 0,5 mM, fragmento Klenow 2 U) y se incubé durante 10 min a 37 °C. Después de la purificacion, el ADN se
digirié con Apa1 a 30 °C durante 1 h seguido de la retirada de las proyecciones- 3’ generadas por Apal una mezcla
de reaccién que contenia ADN purificado, tampdn de reaccion de ADN polimerasa de T4 1 x y se afiadieron 20 niv
de cada uno de los dNTP junto con 10 U de ADN polimerasa de T4 y se incubd a 15 °C durante 30 min. Después de
inactivacion con calor de la ADN polimerasa de T4 a 75 °C durante 10 min, el ADN se purific6 como se ha
mencionado anteriormente. Finalmente 50 ng de ADN lineal se ligdé por ligamiento en el extremo romo en un
volumen final de 50 mi (Tris-HCI 250 mM, pH 7,6, MgCl, 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM, solucion PEG 8000 al 25%
(p/v), ADN Ligasa de T4 2 U) a 14 °C durante 24 h. La ADN ligasa de T4 se inactivé calentando a 70 °C durante 10
min. La mezcla de reaccion se us6 directamente para la transformacion y las colonias negativas para KMP-11 se
controlaron por PCR y se seleccionaron.

2. Cultivo de células dendriticas y macréfados derivados de médula ésea:

Las CDMO se generaron a partir de progenitores de médula ésea en presencia de CM-CSF e IL-4 como se ha
indicado anteriormente (17, 18 y 19). Brevemente, células de médula 6sea, recogidas después de pasar médula de
tibias y fémures de ratones C57BU6 o BALB/c a través de una malla de nylon se suspendieron en RPMI 1640
completo y se incubaron a 37 °C en presencia de CO2 al 5% suministrado durante 2 h. Después 10°%ml de células no
adherentes se re-sembraron en una placa de 24 pocillos en presencia de rmGM-CSF (150 U/ml) y rmIL-4 (75 U/ml) y
se cultivaron durante 3 dias en una incubadora con CO». El dia 3 las células no adherentes (2,5 x 10%/2 ml/pocillo) se
transfirieron de nuevo a una placa de seis pocillos complementada con medio completo y citocinas y posteriormente
a los cultivos se les suministr6 rmGM-CSF y rmiL-4 los dias 5y 7. Después de 10 dias, se recogieron las células no
adherentes y se demostré que poseian una morfologia tipica de CD. Las caracteristicas fenotipicas de estas células
se evaluaron por citometria de flujo. Las ultimas 14-18 h de cultivo de CDMO se dejaron en presencia de rmTNF-a
con estimulos para maduracion de CD (20 ng/ml). Ahora estas CDMO se usaron en experimentos posteriores.

Los MDMO se obtuvieron cultivando 10° células de médula ésea en medio RPM11640 completo que contenia
rmGM-CSF 0,2 ng/ml y rmM-CSF 50 ng/ml en una placa de 6 pocillos y se incubé a 37 °C durante 24 h. Después de
esto las células no adherentes se transfirieron a un nuevo pocillo con el mismo medio y citocinas y se cultivé durante
5-7 dias mas a 37 °C en una incubadora con CO; (20).

3. Transfecciéon de las CDMO y de los MDMO

El plasmido de ADN KMP-11 sin endotoxina aislado usando el Kit EndoFreea Plasmid Mega (Qiagen, GmbH,
Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante se us6 para la transfeccién de CD y macréfagos
derivados de médula 6sea con el Reactivo Effectene (Qiagen, GmbH, Hilden, Alemania) de acuerdo con los
protocolos del fabricante. La eficacia de la transfeccion de MDMO y CDMO se calculd contando células
fluorescentes rojas con un microscopio fluorescente invertido cuando se transfectaron con un plasmido portador de
proteina roja fluorescente pD-sRED (Clonetech). Las CDMO mostraron una eficacia de transfeccion < 6% mientras
que los MDMO mostraron una eficacia de transfeccion de ~18% (21).

4. Parametros de Electrofusion y Generaciéon de Células hibridas

Las CDMO alogénicas se fusionaron con pCMV-LIC/KMP-11 transfectado con MDMO singénico/CDMO por
electrofusion, como se ha descrito anteriormente (22, 23, 24, 25). Brevemente, CDMO y pCMV-LIC/KMP-11
transfectado con MDMO/CDMO se lavaron cuidadosamente con solucién de sacarosa isotonica estéril 0,3 M.
Inmediatamente antes de la fusion 2 X 107/ml de las CDMO viables y2X 10"/ml de pCMV-LIC/KMP-11 transfectado
en primer lugar con Mj /CD se mezclaron a una proporcion de 1:1 para producir una densidad de 2 X 10"/ml en una
cubeta galvanizada cubierta con cera inerte (Bio-Rad). La cera inerte se aplicd a un electrodo de la cubeta
pipeteando 100-200 m de cera liquida en una cubeta que se mantuvo horizontalmente para generar un campo
eléctrico no homogéneo. Ahora las células mezcladas suspendidas en soluciéon de sacarosa isoténica se alinearon
primero dielectroforéticamente para poner a las células en intimo contacto aplicando un campo eléctrico
espacialmente no uniforme de bajo voltaje (20 por 20 s) en una camara de electrofusion (disefiada a medida)
seguido de un solo pulso cuadratico aplicado simultaneamente de 625 V/icm en un escenario de pulsador génico
(Bio-Rad) (26). Después de la electrofusion, la cubeta se dejé reposar durante 5 min antes de que las células se
dejasen suspendidas en tampon de relajacion durante 15 min (KCI 100mM, NaCl 3mM, EDTA 1,25 mM, HEPES 10
mM, ATP 0,5 mM). La viabilidad celular determinada por exclusién con colorante fue normalmente >90%.

5. Normalizacién y optimizacion de Parametros de Electrofusidon para la generacion de células hibridas

Como resultado del movimiento Browniano y de las fuerzas electrostaticas repelentes que surgen de la carga
negativa neta de la superficie de la membrana externa, células en suspension no se pondran en contacto intimo. Por
lo tanto, el contacto intimo de membrana es uno de los requisitos previos para la fusién que se consigue por
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alineamiento dielectroforético e interaccion mutua de células aplicando un voltaje de alineamiento bajo. Después del
alineamiento de las células suspendidas en un campo eléctrico no uniforme la fusion de las membranas en el sitio de
contacto se consiguio aplicando un voltaje de pulso de una longitud de pulso especifica y la fusién de varias células
en suspension se consiguid aumentando la densidad celular. Las condiciones 6ptimas para la fusion inducida por el
campo eléctrico se consiguieron cuando las membranas de dos células adyacentes se aplanaron o se pusieron en
contacto entre si, formando asi una zona de contacto relativamente grande aplicando un voltaje de alineamiento de
20 V (50 V/cm) y aplicando simultaneamente un voltaje de pulso cuadratico de 250 V (625 V/cm) en una cubeta
cubierta con cera (logitud de trayecto de 0,4 cm) que contenia dos tipos de células diferentes (2 x 10’/ml cada una)
concretamente CDMO alogénica y CDMO singénica transfectada con KMP-11 (Figura 1A y 1B) o CDMO alogénica
(H-2°) y pCMV-LIC/KMP-11 transfectado con MDMO singénico (H-2°) (Figura 1C y 1D).

6. Generacioén de hibridos

Para la electrofusion, 2 X 10" de CDMO alogénica viable (H- 2° Yy2 X 10"/ml de KMP-11 viable transfectada con
MDMO singénico (H-2°) suspendidos en una solucion de sacarosa isoténica (0,3 M) mezclados a una proporcion de
1,1 para producir una densidad de 2 X 10”/ml en una cubeta galvanizada cubierta con cera inerte de 0,4 cm de
longitud de trayecto (Bio-Rad) se alinearon primero dielectroforéticamente poniendo las células en contacto intimo
aplicando un campo eléctrico espacialmente no uniforme de bajo voltaje (50 V/cm durante 20 s) en una camara de
electrofusion (realizada a medida) seguido de un solo pulso cuadratico simultaneamente aplicado de 625 V/cm en un
escenario de pulsador génico (Bio-Rad). Después de la electrofusion, la cubeta se dejoé en reposo durante 5 min
antes de que las células se dejasen suspendidas en un tampdn de relajacion durante 15 min. La viabilidad celular se
comprobé por el método de exclusion con colorante. Para cuantificar el porcentaje de generacion de células
hibridas viables, el pCMV-LIC/KMP-11 transfectado con MDMO singénico (H-2%) se tiid con_un colorante de
membrana PKH26 y las CDMO de C57BL/6(H-2°) se tifieron con tincion intracelular CSFE. 2 X 107/ml de las CDMO
viables se fusionaron con 2 X 107/ml de macréfagos transfectados con KMP-11 formando hibridos [MDMO KMP-11
+ CDMO alogénicos singénico] o una mezcla de células CDMO alogénicas (H-2°) y MDMO singénicos (H-2°%)- KMP-
11 se analizaron por citometria de flujo y se calculd el % de generacién de células hibridas viables a partir de células
doble positivas en el tercer cuadrante de un grafico de puntos [figura 1E y 1F].

La carga de parasitos en el bazo e higado de ratones BALB/c infectados 105 dias con L. donovan/ (AG83) que
recibieron 6 inyecciones i.v. de terapia con CDMO singénica transfectada con ADN de KMP-11 (H-2°) o terapia con
células hibridas [MDMO singénico-KMP-11 + CDMO alogénica (H-2°)] se comparé con los grupos de CDMO
singénicas no transfectados respectivos (H-2%) o hibridos de MDMO singénicos no transfectados (H-2%) /CDMO
alogénicas (H-2°) y de control infectados. Para la vacunamon al principio, ratones BALB/c idénticos de 4-6 semanas
de vida se expusieron a promastigotes vivos AG83 (1 x 10° ) a través de la V|a cardiaca y 60 dias después de la
infeccion los ratones se trataron con 6 inyecciones i.v. de células hibridas 5 x 10° 0 CDMO sinérgico 5 dias después.
Los ratones vacunados se sacrificaron 15 dias después de la ultima inyeccion. La carga de parasitos en los 6rganos
se evalué por el método de ensayo de dilucion limitante en todos los casos. Los resultados se representan en la
figura 2. La cantidad reciproca de la dilucion mas alta que fue positiva para el crecimiento de parasitos se consideré
que era la concentracion del parasito/mg de tejido. La carga total del parasito en el 6rgano se calculd a partir del
peso del bazo o higado. Los datos representan la media = ET de 12 animales por grupo.

La carga parasitaria en los bazos de ratones BALB/c infectados con AG83 105 dias tratados terapéuticamente con
diferentes tipos de células hibridas o CDMO singénicas se compard con la de los grupos de ratones de control
infectados. *, p<0,0005 (CDMO singénicas-KMP-11 frente al grupo expuesto a AG83); **, p<0,05 [(MDMO singénico
+ CDMO alogénica) frente al grupo expuesto a AG83] Los asteriscos representan el nivel de varianza significativo en
comparacioén con los grupos mencionados [véase la figura 2A].

Se compard la carga de parasitos en el higado de ratones BALB/c infectados con AG83 de 105 dias tratados
terapéuticamente con diferentes tipos de células hibridas o CDMO singénicas con grupos de ratones de control
infectados. En cuanto a la carga de parasitos en el higado se observd proteccion estéril para todos los ratones
vacunados con células hibridas (MDMO-KMP-11 singénicos + CDMO alogénicas). o, p<0,0005 (CDMO singénicas -
KMP-11 frente a Inf con AG83); oo, p<0,05 [(MDMO + CDMO singénicos) frente al grupo expuesto a AG83 [véase la
figura 2B].

La Figura 3 representa la respuesta de LCT Anti-KMP-11 en ratones post-infectados con L. donovani 105 dias
vacunados con CDMO singénicas transfectadas con ADN de KMP-11 o células hibridas en comparacion con gru 0s
de control respectivos. Las células diana fueron la linea celular de macréfagos RAW 264.7 y marcadas con °'Cr
después de transfectar con el ADN del plasmido pCMV-LIC/KMP-11 o pCMV-LIC y se usaron como diana.
Esplenocitos (Efectores) de diferentes grupos de ratones vacunados y de control se pulsaron con SLA durante 7
dias. La liberacion espontdnea fue menor del 15%. Los resultados son representativos de 5 experimentos
individuales. El experimento se realizd con 5 animales/ grupo y los datos representan la media + ET. A una
proporcion de 50:1 y 6:1 de E(efectoras)/D(diana) los ratones vacunados con células hibridas mostraron *, p<0,0005;
** p<0,0001 respectivamente en comparacién con grupos de control infectados respectivos, mientras que los ratones
vacunados con CDMO singénicas transfectadas con ADN de KMP-11 a una proporciéon de 50:1 y 6:1 de E/D
mostraron, p<0,00001; oo, p<0,5 respectivamente en comparacioén con el control infectado.
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La proliferacion de linfocitos T, ensayo de IL-2 e IL-4 en respuesta a estimulacion con SLA entre diferentes grupos
de ratones experimentales se representa en la figura 4. Se usé un sobrenadante de 24 h procedente de un ensayo
de proliferacion de linfocitos T estimulado con SLA para el ensayo funcional IL-2 y ensayo de citocina IL-4. Los
resultados son representativos de 3 experimentos individuales (n=5/grupo) y los datos representan la media de
pocillos por triplicado +DT.

La Figura 4 A representa la respuesta proliferativa contra SLA (5 mg/ml) por esplenocitos de diferentes tipos de
células hibridas o ratones BALB/c infectados con AG83 tratados con CDMO singénicos modificados por ingenieria
genética en comparacion con controles respectivos. La proliferacion se midié por incorporacion de *H-timidina. A 5
ng/ml la estimulaciéon SLA *, p<0,0005 para el grupo tratado hibrido (MDMO singénico / CDMO alogénico) y CDMO
singénico-KMP-11 con respecto al grupo expuesto a L. donovani (AG83).

La Figura 4 B representa la produccién de IL-2 por células esplénicas a partir de ratones tratados terapéuticamente
vacunados con diferentes tipos de células hibridas o comparados con CDMO sinérgicos con grupos de control en
términos de crecimiento de una linea celular murina dependiente de IL-2 HT2 proporcional a la incorporacién de *H-
timidina. A una estimulacién de SLA de 5 ng/ml **, p<0,005 para células hibridas (MDMO singénicas - KMP-
11/CDMO alogénicas) grupo tratado con respecto a el grupo expuesto con L. donovani (AG83) y ***, p<0,0005 para
CDMO singénico-KMP-11 con respecto a grupo expuesto a AG83 de L. donovani.

La Figura 4 C representa la cuantificacion de IL-4 en el sobrenadante de esplenocitos estimalos con SLA durante 24
h (SLA 5 ng/ml) de diferentes grupos de ratones BALB/c tratados y no tratados por ELISA.

Titulaciones de Ab anti-KMP-11 1gG completo, IgG1 e 1gG2 en el suero de células hibridas o ratones BALBI/c
infectados con AG83 durante 105 dias tratados con CDMO singénico transfectado con ADN de KMP-11 (n=5/grupo)
se representan en la figura 5A, 5B y 5C. Los resultados son representativos de otros experimentos y los datos
representan la media + DT. En el caso de IgG competa *, p<0,0005 de células hibridas tratadas (MDMO singénico -
KMP-11 / CDMO alogénico) frente al grupo expuesto con L. donovani a una dilucién de suero 1/100 y **, p<0,05
(CDMO singénico transfectado con ADN de KMP-11frente al grupo expuesto a L. donovani a una dilucién de suero

de 1/100); para IgG1| p<0,5 células hibridas tratadas (MDMO singénico - KMP-11 / CDMO alogénico) frente al grupo

expuesto a L. donovani a una dilucién en suero de 1/100] y ||, p<0,5 (CDMO singénico transfectado con ADN KMP-
11 frente al grupo expuesto con L. donovani a una dilucion en suero de 1/100) que no fue estadisticamente
significativa. En el caso de IgG2a °, p<0,005 [(MDMO singénico - KMP-11 + CDMO alogénico) frente al grupo
expuesto con L. donovani a una dilucion en suero de 1/100] °°, p<0,0005 (CDMO singénico transfectado con ADN de
KMP-11 frente al grupo expuesto a L. donovani a una dilucién en suero de 1/100).

La Figura 5D representa la proporcion de titulaciones anti-KMP-11 de IgG2a/lgG1 en el suero de diferentes ratones
BALBY/c infectados y vacunados terapéuticamente.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion de la presente invencion y no deben por lo
tanto considerarse como que limitan el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1
Analisis FACS y microscopia fluorescente para determinar la eficacia de la fusion:

Para evaluar la eficacia de la fusion las células compafieras se tifieron por separado con diferentes colorantes
fluorescentes. En el caso de la presente invencion antes de la electrofusion de CDMO alogénico se marcaron con
colorante intracelular CSFE (Molecular Probes) y células MDMO singénicas transfectadas con pCMV-LIC/KMP-11 se
tifieron con un colorante de membrana PKH26 (Sigma, St. Louis, MO) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y se sometieron al procedimiento de electrofusion anterior. Las eficacias de fusion fueron >30% como
resulta evidente a partir de células doble tefiidas por citometria de flujo y microscopia fluorescente cuando se
solapan (27).

Ejemplo 2
Protocolo de Vacunacion Terapéutico:

Para la vacunacion, se dividieron ratones BABL/c infectados con AG83 [L. donovaniAG83)] de dos meses en
diversos grupos recibiendo al menos 6 inyecciones i.v. de 5 X 10° células/animal/PBS 100 nm con 5 dias de
diferencia: un grupo se vacuno con los CDMO singénicos transfectados con KMP-11 que contenia el vector de
expresion de mamiferos pCMV-LIC [CDMO singénico - KMP-11] o CDMO singénico no transfectado [CDMO
singénico]. Los otros dos grupos de ratones infectados con mo A83 uno se vacuné con hibridos de MDMO singénico
transfectado con pCMV-LIC-KMP-11 y CDMO alogénico derivado de médula 6sea (C57BU6) [MDMO singénico -
KMP-11 + CDMO alogénico] y otros grupos se trataron con hibridos de MDMO singénico no transfectado y CDMO
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alogénico [MDMO singénico + CDMO alogénico]. También se tuvo en cuenta la vacunacién terapéutica con CDMO
singénico transfectado con una construccién de vector control que no alojaba el gen KMP-11g (pCMV-LIC) a
hibridos de CDMO singénicos transfectados con pCMV-LIC y CDMO alogénicos (datos no mostrados). Los ratones
en todos los grupos se sacrificaron 15 dias después de recibir la ultima vacuna (105 dias post infeccién) para la
determinacién de la carga parasitaria y posteriores experimentos.

Vacunacién terapéutica con células hibridas CDMO alogénicas/MDMO transfectadas con KMP-11 eliminan la
carga parasitaria esplénica y hepatica

La cepa AG83 de L. donovani virulenta (MHOM/IN/1983/AG83) (Originalmente aislada a partir de un paciente
Kala-azar, esta cepa de parasito de Leishmania donovani se mantiene rutinariamente en este instituto. MHOM es
una nomenclatura convencional de la Organizacion Mundial de la Salud: IN significa el pais de origen "India"; 1983
significa el Afio del Descubrimiento; AG83 significa el nombre especifico de la cepa. La cepa esta disponible con los
inventores a IICB, Kolkata, India o se solicita por cualquier persona interesada/organizacién para propositos
académicos y de investigacion) usada en este estudio (31) posee diferentes cinéticas de infeccion a las L. donovani
sudanesa (LV9, LV82) y de Etiopia usada en otros estudios (32, 33, 34). Después de la exposicién de AG83, un
exponencial aumentado en la carga parasitaria esplénica y hepatica se observa, al menos, en un modelo de ratones
BALB/c en 5 mo de post-infeccién. Por lo tanto se tomd un ratén infectado en un estadio temprano (modelo infectado
de 60 dias), para estudiar la eficacia de la terapia en el estado avanzado de la enfermedad. El disefio del
experimento se baso en esta base conceptual de combinar la asociacion de KMP-11 inmunodominante con la clase |
singénica en combinacién con la clase Il alogénica portadora de CD en una entidad de células hibridas sencillas
esperada realizar una colaboracion vigorosa T-T e induccion de una especifidad fuerte de antigenos de CTL dirigida
contra KMP-11 de Leishmania. Para estudiar la eficacia terapéutica de la vacuna de células hibridas sobre las
vacunas CDMO modificadas por ingenieria genética en un modelo de ratén BALB/c infectado con L. donovani
durante 60 dias, CDMO singénico transfectado con ADN de KMP-11 o MDMO transfectado con ADN de KMP-11 (H-
2°%) electrofusionado con CDMO alogénico (H-2°) se inyectd 6 veces por via intravenosa cada 5 dias. 15 dias
después de la ultima inyeccidn, los ratones se sacrificaron para experimentos posteriores. De manera destacable en
todos los ratones BALB/c infectados que recibieron la vacuna de células hibrida [MDMO (H-2%)-KMP-11 + CDMO (H-
2°)] (5 x 10° células/inyeccion) hubo una complete ausencia de amastigotes en las impresiones de frotis de
secciones transversales de bazos e higados cuando se observaba a microscopia éptica (datos no mostrados). De
manera coherente cultivos celulares de bazo de > 66% de ratones tratados con hibridos de MDMO singénico
transfectado con AND de KMP-11 (H-2°)/CDMO alogénico (H-2°) mostraron una ausencia complete de
promastigotes en el cultivo diluido en serie (solo 8 de 24 ratones mostraron > 98% de reduccién de carga parasitaria
esplénica por el ensayo de dilucion en serie) (Figura 2A). El ensayo de diluciéon en serie confirma una complete
eliminacion de la carga parasitaria hepatica de >90% de los ratones vacunados con células hibridas (3 de 24 ratones
mostraron una reduccién de ~99% en la carga parasitaria hepatica segiin se determina por el ensayo de dilucién en
serie convencional) (Figura 2B). Por otro lado ratones tratados con CDMO singénico transfectados con KMP-11
pCMV/LIC solamente podrian conferir aproximadamente una eliminacion del 64% de la carga parasitaria esplénica
(p<0,0005) y aproximadamente 67% de reduccién de la carga parasitaria hepatica (p<0,0005). Los dos grupos de
control de CDMO singénico no transfectado (p<0,5) e hibridos de MDMO singénico no transfectado/CDMO alogénico
(p>0,05) podria no inducir ninguna proteccion significativa en la carga parasitaria en érganos.

Ejemplo 3
Determinacioén de la carga parasitaria esplénica y hepatica por el método de dilucion en serie:

La carga parasitaria se cuantifico en el tejido de bazo e higado por el ensayo de dilucién en serie como se describe
anteriormente (28). Se pesé un trozo de bazo o higado de ratones BALB/c experimentales previamente
homogeneizados entre dos portaobjetos de vidrio esmerilados estériles en medio M199 completo y se diluy6 con el
mismo medio a una concentracion final de 1 mg/ml 10 veces de diluciones en serie de las suspensiones tisulares
homogeneizadas en las que después se sembraron en placa en una placa de 96 pocillos y se incubaron a 22 °C
durante 2-3 semanas. Los pocillos se examinaron para detectar los promastigotes viables y motiles a intervalos de 3
dias y reciproco de la dilucién mas alta que fue positivo para parasitos se consideré que era la concentracion
parasita por tejido mg. La carga parasitaria de érgano total se calculé usando los pesos de los érganos respectivos.

Ejemplo 4
Parametros de Electrofusion y Generacién de Células Hibridas

Células dendriticas de médula ésea se fusionaron con P388D1 transfectadas con pCMV-LIC/KMP-11 por fusién
eléctrica como se ha descrito anteriormente. Brevemente, células CDMO y P388D1 transfectadas con pCMV-
LIC/KMP-11 se lavaron cuidadosamente con soluciéon de sacarosa isoténica 0,3 M/NaCl estéril (la formulacion
molecular de la sacarosa isotdnica/solucion de NaCl se realizd a partir del manual de Bergey de soluciones
quimicas. Inmediatamente antes de la fusion 2 X 10’/ml de CDMO viables y 2 X 10"/ml de células P388D1
transfectadas con pCMV-LIC/KMP-11 viables se mezclaron a una proporcién de 1:1 para producir una densidad de 2
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X 107/ml en una cubeta galvanizada cubierta con cera inerte (Bio-Rad). La cera inerte se aplicd a un electrodo en la
cubeta pipeteando cera liquida 100-200 m en una cubeta mantenida horizontalmente para generar un campo
eléctrico no homogéneo. Ahora las células mezcladas suspendidas en la solucién de sacarosa/NaCl isoténica se
alinearon di-electroforéticamente poniendo primero las células en contacto directo aplicando un campo eléctrico
espacialmente no uniforme y de bajo voltaje (20V durante 20S) en una camara de electrofusion seguido por un solo
pulso cuadratico aplicado simultdneamente de 625V/cm en un escenario de pulsador génico (Bio-Rad). Después de
la electrofusion, la cubeta se dejé reposar durante 5 min antes de que las células se mantuviesen suspendidas en un
tampdn de relajacion durante 15 minutos. La viabilidad celular determinada por exclusion con colorante fue
normalmente >90%. Después,las células fusionadas se lavaron con PBS y se irradiaron con 100 Gy y se usaron
para la vacunacion directamente.

El pulso de onda cuadratico a 625 V/cm a un alineamiento de voltaje de 20 V (50 V/cm) da como resultado un
% mayor de 30 de células hibridas MDMO transfectados con KMP-11 (H-2°)/CDMO (H-2°) fusionadas

La electrofusion, una técnica mas adecuadamente usada para fusionar dos tipos de células, excluye productos
quimicos y virus fusogénicos no deseables, demostrando superioridad sobre otros medios de generacion de células
hibridas en cuanto a su eficacia. La normalizacion inicial de la electrofusion se obtuvo mediante una serie de
condiciones de optimizacion sometiendo células en asociacion (MDMO singénicos con CDMO alogénicas y CDMO
singénicas con CDMO alogénicas) a un intervalo de voltaje de alineamiento (10-40V) y voltaje de pulso (100-400V) y
se observo la correspondiente generacién de células hibridas (Figura 1 A, B, C y D). La transferencia de energia por
pulsos de onda cuadraticos de la misma anchura y altura es mucho mas eficaz que los pulsos de ondas
exponenciales.

Dado que la viabilidad celular y la fusién de membrana eficaz son los dos aspectos importantes de la formacion de
células hibrida, la disminucién de la altura de pulso de acuerdo con el aumento de la anchura de pulso sugiere a los
autores de la presente invencidon escoger un pulso de onda cuadratica para la fusion completa de membranas a su
sitio de contacto, en el que las células se alinearon en un campo di-electroforético de cubeta cubierta con cera
(longitud de trayectoria de 0,4 cm) (44). Para ambos conjuntos de células en asociacion participantes en los
procesos de fusion (MDMO singénico/KMP/CDMO alogénica y CDMO singénica/lKMP/CDMO alogénica), los
resultados demostraron que aunque a un mayor voltaje de alineamiento superior (>25 V), el porcentaje de formacién
de hibridos aumento, la viabilidad de las células resultantes disminuyé considerablemente manteniendo constante el
voltaje de pulso. De manera similar a un voltaje de alineamiento constante, la viabilidad rapidamente disminuy6 a un
voltaje de pulso superior a pesar de una mayor eficacia de fusién (Figura 1 A, B, C y D). En caso de fusion de CDMO
singénica con CDMO alogénica, la formaciéon de hibrido DC-DC nunca superé 15,5% (datos FACS no mostrados)
con una viabilidad correspondiente del 40% (Figura 1A y B). La viabilidad total de hibridos DC-DC nunca superé
43% en ninguna combinacién de voltaje de alineacion y voltaje de pulso. En caso de electrofusion de MDMO
singénico con CDMO alogénico a un voltaje de alineamiento de alimentacion constante de 20 V, se generd un
campo alto de células hibridas fusionadas mediante un pulso cuadratico superior de 225 V alcanzando el maximo de
rendimiento a 300 V junto con una disminucion continua en la viabilidad de células hibridas. Por tanto se obtuvieron
células fusionadas viables > 85% (hibrido MDMO transfectado con KMP-11/CDMO alogénico) a un voltaje de
alineamiento de 20 V (50 V/cm) y a un pulso de onda cuadratico de 250 V (1000 V/cm).

La fusién de DC alogénica con MDMO transfectado con KMP-11 cuando se comparé con MDMO no transfectado no
mostré variabilidad significativa en cuanto a la formacién de hibridos o viabilidad a estos parametros optimizados.
Por tanto para los propésitos de la vacunacioén terapéutica los hibridos de BMBM-CDMO se usaron para su mayor
porcentaje de fusiéon (>30%) y correspondiente elevada viabilidad (>85%). Los analisis de células hibridas usadas
para los propésitos de vacunacion se realizaron por analisis FACS y posteriormente se verificaron por microscopia
fluorescente. Las células de MDMO transfectadas, por un lado, se tifieron con colorante fluorescente rojo PKH26 y
por otro lado, las CDMO alogénicas se tifieron con el colorante fluorescente verde intracelular CFSE. Después de la
electrofusion, se realizé citometria de flujo para controlar los eventos de fluorescencia doble. La poblacion mixta de
células sin electrofusiéon se tomé como un control que recuperd escasos eventos de fluorescencia doble (Figura 1 E
y F). Dado que los datos FACS en algunos casos podria conducir erréneamente debido a la presencia de agregados
celulares también se observo las células electrofusionadas con microscopia fluorescente para determinar los
eventos de fusién de las membranas verdaderas. Por tanto las células hibridas se visualizaron por separado con el
filtro rojo y verde por separado y se realizd un solapamiento de dos colores para observar la tincion de las células
hibridas para el rojo (PKH26) y el verde (CFSE) (Figura 1 G, H e I):

Ejemplo 5

Ensayo de Proliferacion de células T:

El ensayo de proliferacion de células T se realizé como se ha descrito (29). Se preparo una sola suspension celular
de esplenocitos de diferentes grupos de ratones BABL/c experimentales 95 dias post infeccion con AG83 después

de centrifugacién en gradiente de densidad Ficoll y después se suspendieron en RPMI 1640 completo. Las células
se sembraron en placa por triplicado a concentraciones de 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos y se dejaron
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proliferar durante 3 dias a 37 °C en una incubadora con CO2 al 5% en presencia de diferentes concentraciones de
SLA (0,5, 5, 50 ng/ml) y también sin SLA. 18 horas antes de recogerse, las células se pulsaron con [°H] timidina 1
nCi (6,7 Ci/mmol) / pocillo. La captacion de *H-timidina, como un indice de proliferacion, se midié por Recuento de
Centelleo Liquido (TRI CARB 2100TR, Packard).

La SLA induce significativamente una mayor proliferaciéon de células T con mayor produccién de IL-2 e IL-4
en ratones tratados terapéuticamente con células hibridas.

La respuesta inmune mediada por células estd deteriorada en pacientes con LV asi como en modelos
experimentales caracteristicos por anergia de células T especificas contra Leishmania Ag (30). Dado que la
vacunacion con células hibridas podria invertir la respuesta inmune mediada por células deteriorada induciendo
generacion fuerte de LCL, los autores de la presente invencion se interesaron en observar el efecto de la terapia con
células hibridas en respuestas proliferativas de células T especificas de antigenos. Para evaluar la respuesta de
linfocitos T contra SLA en grupos de ratones no tratados y tratados, se estimularon esplenocitos con diversas
concentraciones de SLA. Los ratones tratados con CDMO singénicas transfectadas con ADN de KMP-11 mostraron
una respuesta de potenciacion de proliferacion de linfocitos de 4,3 veces (p<0,0005), los ratones tratados con
células hibridas mostraron una potenciacion proliferativa de 8,84 veces (p<0,0005) a una concentracion de SLA de 5
ng/ml con respecto al grupo infectado (Figura 4 A). Por tanto los ratones vacunados con células hibridas mostraron
un indice de profigeracion de aproximadamente 2 veces mas (p<0,05) con respecto a los ratones tratados con
CDMO singénicas transfectadas con ADN de KMP-11. Dado que se sabe que la IL-2 posee actividad leishmanicida
en el modelo de ratones BALB/c experimental para LV (36), la produccion de IL-2 se evalud en el sobrenadante de
esplenocitos estimulados con SLA durante 24 h de ratones vacunados como un indice de captacion de *H timidina
por células HT2 portadoras de receptores de alta afinidad para IL-2/IL-4 (37, 38). Los ratones tratados con células
hibridas mostraron una generacién de IL-2 de aproximadamente 5,11 veces mas (p<0,005) mientras que los ratones
tratados con MDMO transfectados con ADN de KMP-11 singénicos mostraron una generacion de IL-2 de
aproximadamente 6,19 veces mas (p<0,0005) en comparacién con el grupo de ratones de control infectados a una
concentracion de SLA de 5 ng/ml (Figura 4 B). Sorprendentemente, a pesar de la proteccion parcial conferida por el
grupo tratado con CDMO transfectado con ADN de KMP-11, la generacion de IL-2 fue 1,21 veces mas (p<0,5 a 5
ng/ml SLA), 1,61 veces mas (p<0,5 a SLA 0,5 ng/ml) y 1,81 veces mas (p<0,5 a SLA 50 ng/ml) en comparaciéon con
el grupo tratado con células hibridas. Se demostré6 que IL-2Rg como un componente funcional del receptor IL-4
basandose en los datos de entrecruzamiento quimico, la capacidad de IL-2R gamma para aumentar la afinidad de
union a IL-4 (39). Debido a la cantidad comparable de generaciéon de IL-2 a pesar de la proteccién que confiere
parcial y completa en la CD transfectada y los grupos tratados con células hibridas respectivamente a pesar de 2
veces mas la proliferacion celular en la Ultima, se examino la funcion de IL-4 en el ensayo de proliferacion de
linfocitos especifico de antigenos debido a su papel establecido como un factor de crecimiento de linfocitos T (40) y
esta funcién en la proliferacion de receptor IL-4 portador de células HT2. IL-4 se midié por ELISA al mismo punto en
el tiempo de la medicion de IL-2 (sobrenadante de los esplenocitos reestimulados con SLA durante 24 h) los autores
de la presente invencion observaron una potenciacién notable de IL-4 en el sobrenadante de los esplenocitos de
ratones tratados con células hibridas (115 pg/m) +20,5) en comparacién con el grupo tratado con CDMO singénicas
transfectadas con ADN de KMP-11 (24,8 pg/ml +6,43) (Figura 4 C). La IL-4 podria no detectarse en los esplenocitos
de grupos de ratones infectados u otros de control. Esto indica generacion hacia IL-2 e IL-4 como resultado de la
respuesta inmune curativa en ratones tratados terapéuticamente.

Ejemplo 6
Ensayo IL-2

Esplenocitos de ratones BALB/c (5x10° células/pocillo) de diferentes grupos de animales experimentales se post
infectados con AG83 durante 105 dias se estimularon durante 24 h con SLA (0,5, 5, 50 ng/ml) o sin SLA en medio
RPMI 1640 completo en una incubadora con CO2 al 5% a 37 °C. Los sobrenadantes de cultivo se analizaron para
detectar la presencia de IL-2 por proliferacién de la linea celular murina dependiente de IL-2 (HT-2) y el grado de
proliferacion se midio por captacion de °H-timidina. 10* células/pocillo de HT-2 se incubaron con 100 m de
sobrenadante de cultivo durante 48 horas. Las células después se impulsaron con 1 nCi de *H-timidina (6,7 Ci/mmol)
durante 18 h (29). La incorporacién de timidina radiactiva se evalu6 por Recuento de Centelleo Liquido (TRI CARB
2100TR, Packard).

Ejemplo 7

Ensayo de Linfocitos T Citotéxicos

Esplenocitos no adherentes de diferentes grupos de ratones BALB infectados con mo AG82 recibieron tratamiento
terapéutico cuando se estimularon con SLA durante 7 dias seguido por incubacion con dianas marcadas con 51Cr
(transfectadas con RAW 264,7 con pCMV-LIC, pC-MV-LIC KMP-11 o pEGFP-N1) en placas de 96 pocillos de fondo

redondo (200 ni) a diferentes proporciones de efectora: diana (E/D) (6:1, 12,5:1, 25:1, 50:1) durante 4 h. Las células
diana (106) se marcaron con Na;CrO4 100 nCi (2,5 mCi/38,4 ng/ml, BARC, Mumbai, India) durante 1 h a 37 °C en
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una incubadora con CO; al 5% y se lavaron varias veces hasta que no se detectara ningun recuento de radiacion g
en el sobrenadante. Después de 4 h de incubacion, 100 ni de sobrenadante de cultivo se recogio y se contd en
triplicados en Recuentos de Centelleo Liquido (TRI CARB 2100TR, Packard). La lisis especifica se calculd de
acuerdo con la formula: % de Lisis Especifica = (Muestra - Liberaciéon Espontanea) / (Liberacion Maxima - Liberacion
Espontanea) X 100.

Vacunacién Terapéutica con Células Hibridas induce una alta respuesta de linfocitos T citotéxicos anti-KMP-
11 en ratones BALB/c infectados con L. donovani durante 2 meses

La induccion de la respuesta CTL especifica de antigeno parasitario es uno de los objetivos importantes de la
estrategia de vacunacion con células hibridas y puede posiblemente inducir respuesta Th y CTL por moléculas MHC
alogénicas (H—2b) presentadas en uno de los compafieros de las células hibridas. Por tanto se procedié a medir la
generacion CTL especifica de KMP-11 en grupos curados terapéuticamente de ratones tratados con células
hibridas. La anulacion de la eficacia protectora de la vacunacion con LACK-ADN en modelos CL murinos como una
consecuencia de agotamiento de linfocitos T DC8" sugiere el papel dominante inducido por vacunacién de la
respuesta inmunoprotectora mediada por linfocitos T CD8" aunque el papel de CTL restringe CD8+ no se ha
implicado exclusivamente (35). En este caso los esplenocitos estimulados con SLA durante 7 dias de ratones
tratados terapéuticamente con células hibridas [MDMO (H2%)-KMP-11 + CDMO (H-2°)] (105 dias después de la
infeccion) mostraron una lisis del 58% de macréfagos singénicos transfectados con KMP-11 marcados con °'Cr a
una proporcion de 50:1 de E/D (p<0,0005) y una lisis del 18% de dianas marcadas con °'Cr a una proporcion de 6:1
de E/D (p<0,05). Mientras que los ratones tratados con CDMO transfectados con ADN de KMP-11 mostraron una
lisis maxima de 29% a una proporcion del 50:1 de E/D (p<0,005) (Figura 3). El grupo de ratones infectados y de
control mostré una lisis menor del 11% de las dianas marcadas a una proporcién de 50:1 E/D y no mostré
diferencias significativas y no difirié significativamente entre los grupos de control tratados con CDMO alogénicos y
MDMO singénicos no transfectados e hibridos (p<0,5 a una proporcién 50:1 E/D) lo que sugiere una respuesta CTL
defectuosa debido a la infeccién de L. donovani en modelo BALB/c. La especificidad de la lisis se corroboré
posteriormente por el fracaso de células de linfocitos T esplénicos no adherentes a la lisis de macréfagos
transfectados singénicos con la Proteina Fluorescente Verde Potenciada (EGFP) que expresa la construccion
pEFGP-N1 (datos no mostrados). La funcién de MCH alogénica en la respuesta CTL vigorosa también se apoya por
la observacion de que los ratones tratados con células hibridas muestran niveles estadisticamente significativos de
generacion CTL a una proporcion 50:1 (p<0,005) 25:1 (p < 0,0005), 12,5:1 (p<0,005) y 6:1 (p<0,05) que los ratones
tratados terapéuticamente con CDMO singénico transfectado con ADN de KMP-11.

Ejemplo 8
Medicion te titulaciones de Ig en suero especifica de KMP-11 en ratones terapéuticamente vacunados

La proteina KMP-11 en condiciones nativas se purificé del plasmido pQE-30 [al igual que otros vectores
plasmidiales (vectores de clonacién) pQE-30 se encuentra disponible en el mercado] que contiene una ORF de
KMP-11 de L. infantum alineada en fase con His-tag como se describe anteriormente (30). Las muestras de suero de
diferentes grupos de ratones BALB/c (n=5/grupo) se obtuvieron 105 dias de la exposicion al parasito y se analizaron
para detectar la titulacion Ab especifica de KMP-11. Placas ELISA de 96 pocillos (Nunc, Wiesbaden, Alemania) se
revistieron con KMP-11 (2 ng/ml) en PBS durante una noche a 4 °C. Las placas se bloquearon con FCS al 5% en
PBS a temperatura ambiente durante 1 h para impedir la unién no especifica. El suero de diferentes grupos de
hamsteres se afiadié a diferentes diluciones (1:10, 1:100 y 1:1000) y se incubé durante 2 h a temperatura ambiente.
El mAb de IgG anti-ratén de rata conjugado con AKP, el mAb de IgGa anti-ratén de rata se afiadié durante 1 h a
temperatura ambiente seguido por otros 30 min de incubacién con reactivo de sustrato pNPP (3 mM) como sustrato
fosfatasa alcalina en tampén (Tris 50 mM pH 8,5, MgCl, 1 mM) seguido por la detencién de la reaccion con NaOH 3
M y la absorbancia se leyd sobre un lector de placa ELISA (Multiskan MS, Labsystem) a 405 nm.

La terapia de vacunacién de células hibrida induce una respuesta inmune humoral de tipo Th2 asociada con la
produccion de IgG completa especifica de antigeno reducida pero aumenta la IgG1 e IgG2a especifica de antigeno.
Aunque la estrategia de vacunacion exitosa destaca la diana antigénica exitosa con respecto a la ruta de
procesamiento de clase | MHC y provoca la produccion de citocinas especificas que favorecen el cebado y
diferenciaciéon de linfocitos CD8", recientes estudios demuestran la importancia de anticuerpos naturales en
procesos ineficaces (42). Ademas, la clase de anticuerpo que se activa es un marcador accesorio fiable de la
diferenciacién Th1 y Th2 de linfocitos T CD4" sin tratar. Por lo tanto, se analizé el perfil de IgG completo junto con
sus isotipos (IgG1 e IgG2a) en respuesta a la proteina KMP-11. Se observé disminucion significativa en la titulacién
de IgG completa especifica anti-KMP-11 en células hibridas (MDMO singénicas / KMP-11 / CDMO alogénicas)
ratones tratados (p<0,0005) y ratones tratados con CDMO singénicos transfectados con ADN de KMP-11 (p<0,05)
en comparacion con ratones BABL/c infectados con L. donovani (Figura 5 A). Sin embargo con respecto a los
ratones vacunados con células hibridas del grupo tratado con CDMO singénico transfectado con ADN de KMP-11
(p<0,5) no mostrd disminucién significativa en IgG anti-KMP-11 completa en la titulacion del suero. Por tanto, el
hallazgo de los presentes inventores da crédito a informacién previa de que tanto en el modelo experimental CL
como LV humano en el que la titulacion IgG anti-leishmanial elevada esta significativamente disminuida con la
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resolucién de la enfermedad (43).

Sorprendentemente, tanto la titulacion anti-KMP-11 IgG1 como IgG2a a una dilucién de suero 1/100 se potencio
significativamente en ratones tratados con CDMO hibridos (p<0,05 y p<0,005) (Figura 5 B y C). Mientras que en
respuesta a la proteina KMP-11 solo 1gG2a (p<0,0005) pero no IgG1 (p<0,5) se potencié significativamente en la
respuesta pericialmente curativa de ratones tratados con CDMO transfectados con ADN de KMP-11 en comparacion
con controles infectados. Con respecto a ratones vacunados con células hibridas, CDMO singénicos transfectados
con KMP-11 mostraron un nivel estadisticamente significativo de respuesta IgG anti-KMP-11 (p<0,05) pero no una
respuesta IgG2a (p=0,6601). Coherentes con la idea de activar una clase Ab como un supuesto marcador para la
diferenciacién de linfocitos T CD4" auxiliares, el suero de ratones vacunados con células hibridas que contenia altos
niveles de IgG1 especifico de KMP-11 y bajos niveles de Ab de IgG2a y mostraron una proporcion 1gG2a/lgG1
menor (0,603) que es 1,25 veces mas baja que la del grupo control infectado (0,751) y 1,8 veces menor que la del
grupo tratado con CDMO transfectado con KMP-11 singénico terapéuticamente (Figura 5 D). Esto indica que una
respuesta Th2 dominante con una alta proporcién IgG2a/lgG1 podria no siempre asociarse con una curacion en
modelo experimental LV en ratones BALB/c.

Los mamiferos para todos los experimentos de la presente invencion son ratones y tienen el potencial de ensayos
de aplicacién terapéutica en primates y seres humanos en el futuro.
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna de células hibridas contra la Leishmaniasis que comprende un macréfago (o macrofagos) singénico
con un antigeno de Leishmania Proteina-11 de la Membrana de Kinetoplastidos inmunodominante electrofusionado
con una célula (o células) dendritica alogénica.

2. Una vacuna de células hibridas de acuerdo con la reivindicacién, en el que el macréfago se obtiene de ratones
BALB/c por métodos conocidos.

3. Una vacuna de células hibridas de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la cepa de
Leishmania es L. donovani a partir de la cual se obtiene el gen de la Proteina-11 de la Membrana de Kinetoplastidos
antigeno de Leishmania y el antigeno comprende una proteina de superficie celular inmunodominante de la
Proteina-11 de la Membrana de Kinetoplastidos de Leishmania.

4. Una vacuna de células hibridas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la célula
dendritica alogénica se obtiene de progenitores de médula 6sea o de células Dendriticas Derivadas de Médula Osea
(CDMO) obtenidas de la cepa de ratén C57BL/6.

5. Una vacuna de células hibridas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que esta provoca
una respuesta inmunocelular que es una respuesta de células Th1/Th2 mixta que estimula una respuesta de
linfocitos T citotoxicos CD8+ especifica de la Proteina-11 de la Membrana de Kinetoplastidos.

6. Una vacuna de células hibridas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que esta estimula
una respuesta de anticuerpos, una respuesta de LCT, una respuesta proliferativa de linfocitos T, generacion de IL-2,
reduccion de la carga de parasitos en bazo e higado junto con cura estéril contra Leishmania después de
vacunacion terapéutica a un mamifero.

7. Una formulacién de vacuna hibrida contra la Leishmaniasis que comprende la vacuna de células hibridas de
acuerdo con la reivindicacion 1 junto con un adyuvante y/o una citocina.

8. Una formulacién farmacéutica que comprende una vacuna de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores junto con un vehiculo o un excipiente.

9. Un proceso para la preparacion de la vacuna de células hibridas de acuerdo con la reivindicacion 1, contra la
Leishmaniasis que comprende las siguientes etapas:

[a] aislar macrofagos de ratones BALB/c singénicos:

[b] transfectar los macréfagos obtenidos en la etapa [a] con ADNc de la Proteina-11 de la Membrana de
Kinetoplastidos que contiene el vector de expresion de mamiferos pCM-LIC KMP-11;

[c] aislar células dendriticas de ratones C57BL/6 alogénicos;

[d] electrofusionar los macréfagos singénicos transfectados en la etapa [b] con células dendriticas alogénicas
obtenidas en la etapa [c] para obtener células hibridas fusionadas para usar para la vacunacion terapéutica
contra la Leishmaniasis.

10. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 9 en el que la administraciéon terapéutica de la vacuna de células
hibridas es eficaz para eliminar parasitos de 6rganos de los mamiferos infectados con Leishmania.

11. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la electrofusion es una técnica de fusion en la que se
mezclan dos tipos de células diferentes: [a] Macréfagos Derivados de Médula Osea singénicos que expresan el
antigeno de Leishmania y [b] células dendriticas alogénicas, a una proporcion de 1:1 y después se alinean di-
electroforéticamente en una cubeta cubierta con cera aplicando un voltaje de alineamiento de 50 V/cm que asciende
a 20 V para una cubeta de una longitud de trayecto de 0,4 cm optimizando entre 17 V y 25 V junto con aplicacion
simultanea de un voltaje de pulso cuadratico de 625 V/cm que asciende a 250 V para una cubeta de una longitud de
trayecto de 0,4 cm optimizando entre 150 V- 300 V para una fusién de membrana.

12. Una formulaciéon de vacuna hibrida de acuerdo con la reivindicaciéon 7 para su uso en el tratamiento de
Leishmaniasis, en la que la administracién de la vacuna es eficaz para eliminar el parasito de los 6rganos de un
mamifero infectado con Leishmania.

13. Una formulaciéon de vacuna hibrida de acuerdo con la reivindicacién 12 para su uso en el tratamiento de la
Leishmaniasis, en el que dicha formulacion se inocula, por via intravenosa, como una serie de dosis durante un
periodo de cuatro semanas y la dosis es de 5 x 10° células/100 g de peso corporal /PBS 100 ni con un intervalo de 5
dias.

14. Una formulacién de vacuna hibrida de acuerdo con la reivindicacién 12 o reivindicacién 13 para su uso en el
tratamiento de la Leishmaniasis en el que la administracion terapéutica de la vacuna es eficaz para obtener la
eliminacion completa de la carga de parasitos en el bazo e higado en la fase tardia de infeccién del parasito.
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