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RESUMEN

PD-1 es un receptor de la superficie celular perteneciente a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, y es expresado tras la activacion,
en células T, natural killers (NK) y células B. PD-1 Los ligandos principales
de PD1 son PD-L1y PD-L2. El primero es expresado en la superficie de
un amplio rango de tipos celulares, y su expresion aumenta en por la
accion de citoquinas, en particular de INF-y, por otro lado PD-L2 se
expresa principalmente en células dendriticas (CD) y macrofagos. PD-1
es un receptor inhibitorio, y una de sus funciones principales es regular
negativamente las respuestas exacerbadas mediadas por linfocitos T,
siendo una de las causas del estado disfuncional que adquieren las
células T en contextos cronicos. Justamente, se ha visto que en
enfermedades como cancer o infecciones virales cronicas, los linfocitos T
adquieren dicho estado disfuncional mediante una sefalizacion por
distintos receptores inhibitorios incluyendo PD-1. Se conoce que las
células tumorales sobre-expresan PD-L1 como mecanismo de evasion de
la respuesta inmune, y el bloqueo de la interaccion PD-1 con PD-L1 se ha
explotado en terapia antitumoral. Recientemente la FDA ha aprobado los
anticuerpos pembrolizumab y nivolumab anti-PD1 para terapia anti-
tumoral. Como alternativa al uso de anticuerpos convencionales, nuestro
grupo ha comenzado a generar nanobodies (fragmentos recombinantes
correspondiente al dominio variable de los anticuerpos de cadena pesada
de camélidos, Lama glama) contra estos receptores. En este trabajo se
describen las etapas iniciales llevadas a cabo para aislar nanobodies
contra el PD-L1 de origen humano (hPD-L1), incluyendo la construccién
de una biblioteca de nanobodies y la generacion de reactivos para su

seleccion.
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1 INTRODUCCION

1.1 Anticuerpos terapéuticos como farmacos anti-tumorales

El desarrollo de la tecnologia de hibridomas a mediados de los 70’ y
posteriormente los métodos para humanizar los anticuerpos
monoclonales, abrieron las puertas para el uso de los anticuerpos como
farmacos. En el caso de las terapias anti-tumorales, los primeros
anticuerpos terapéuticos estaban dirigidos contra receptores altamente
expresados en el tumor, por ejemplo CD20, CD22, CD19, CD52 en
tumores de origen linfoide, o receptores de factores de crecimiento como
EGFR, HER2, y HER3 en otros tumores’? . En los primeros tiene gran
importancia la region constante (Fc), la cual es capaz de mediar la
destruccion de células tumorales participando tanto en citotoxicidad
dependiente del complemento (mediante reclutamiento de C1q), como en
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos reclutando células
asesinas naturales (NK), o a través de la opsonizacion para permitir la
fagocitosis por neutréfilos y/o macréfagos. Por otra parte, para los
factores de crecimiento es critica la capacidad de los anticuerpos de
neutralizar o bloquear la unién del receptor a su ligando, para impedir la
sefializacion y asi disminuir el crecimiento de las células tumorales *. Mas
recientemente, los avances en la caracterizacion del ambiente tumoral
inmunosupresor y en particular el descubrimiento de las células T
citotoxicas “exhaustas” en el mismo, fueron clave para el planteamiento
de alternativas inmuno-terapéuticas que emplean anticuerpos
monoclonales para tratar de revertir el ambiente inmunosupresor *. Estas
alternativas buscan restituir el estado funcional de las células T citotdxicas
permitiendo que sean ellas mismas las que ejerzan la accion tumoricida,
como sucede durante la inmuno-vigilancia tumoral. Es por esta razén que
en los ultimos tiempos han cobrado gran importancia los anticuerpos

dirigidos a bloquear la accién de receptores involucrados en la regulacion
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de la respuesta inmune, y en particular de células T. Entre los receptores
moduladores de linfocitos T se encuentran CTLA-4, BTLA, LAG-3, TIM-3y
como objeto de estudio en esta tesina, PD-1 (y su ligando).>®

1.2 PD-1:

El programmed cell death-1 (PD-1) es un receptor celular de la familia de
las inmunoglobulinas codificado por el gen PDCD1 en su versién humana.
La proteina resultante de la expresién de PDCD1 consta de 288
aminoéacidos’ y posee tres dominios: un dominio de unién extracelular del
tipo IgV en el N-terminal, un dominio transmembrana y en su extremo C-
terminal, un dominio intracelular de sefializacion el cual contiene a su vez,
un motivo inhibitorio basado en tirosina (ITIM) y otro motivo de cambio del
inmunorreceptor basado en tirosina (ITSM)®. El receptor PD-1 se expresa
generalmente en linfocitos T (LT), células NK, células T asesinas
naturales (NKT), linfocitos B (LB) y algunas células de origen mieloide
como pueden ser monocitos activados y ciertas poblaciones de células
dendriticas (CDs)*° . El mismo puede interaccionar con dos ligandos
naturales, PD-L1 (B7-H1) y PD-L2 (B7-DC)**? atenuando las sefiales
mediadas por fosforilacion debidas a la unién de receptores estimuladores
o activadores de dichas células, y consecuentemente regulando
negativamente la activacion celular. PD-1 es sobre-expresado tras la
activacion de las células T o B virgenes mediada (en parte) por la uniéon
del TCR o BCR a sus ligandos o mediante estimulacidén y exposiciéon
constante a distintos antigenos. Ciertas citoquinas como interleuquina-2
(IL-2), interleuquina-7 (IL-7), interleuquina-15 (IL-15) e interleuquina-21
(IL-21), receptores tipo-toll (TLRS) e interferones (IFNs) pueden potenciar
la expresion de PD-1 en células T. La expresion del mismo se encuentra
en parte mediada por el reclutamiento del factor nuclear de células T

activadas (NFATc1) al nicleo. '
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1.3 PD-L1y PD-L2: moléculas co-inhibitorias de linfocitos T

PD-L1/L2 (programmed cell death-ligand 1/2) son glicoproteinas
transmembrana de tipo | de la superfamilia de las inmunoglobulinas que
actian como moléculas co-inhibitorias de linfocitos T, las cuales al igual
gue PD-1, poseen 3 dominios: un dominio extracelular, uno
transmembrana y otro citoplasmatico *°>. PD-L1 es el principal ligando de
PD-1y est4 codificado por el gen CD274 en humanos. Puede encontrarse
expresado sobre la superficie de células de origen tanto hematopoyético
como linfocitos T, linfocitos B y CDs, pero también en células del endotelio
vascular, células epiteliales, hepatocitos, células musculares, entre
otras'®!’. Sin embargo, la expresién constitutiva de la proteina en la
superficie en tejidos normales es rara, siendo inducida por estimulos
inflamatorios, como citoquinas pro-inflamatorias, dentro de las cuales
destaca el interferon gamma (IFN-y)*®. En contraste, la expresién de PD-
L2 esta restringida a células presentadoras de antigeno como CDs y
macroéfagos, y a linfocitos TH2. Aunque PD-L1 es el ligando principal para
PD-1, PD-L2 puede competir con éste debido a que la union de PD-L2
con PD-1 es de una afinidad de entre 2 y 6 veces mayor que la afinidad
de unién entre PD-1y PD-L1". Si ambos ligandos tuviesen el mismo nivel
de expresion, probablemente PD-L2 seria una fuerte competencia de PD-
L1 por PD-1. No obstante, la relevancia fisioldgica de esta competencia
no es del todo clara. El hecho de que PD-L2 sea expresado a niveles
inferiores que PD-L1 hace que el ultimo sea favorecido como el ligando
principal de PD-1, a no ser durante las respuestas del tipo TH2 en donde
la expresion de PD-L2 aumenta®’. Ademas de la unién con PD-1, ambos
ligandos pueden interaccionar con B7.1. En el caso de PDL-1, la
interaccion con B7.1 involucra una region diferente al sitio de unién con
PD-1, y aunque inferior a la afinidad de la interaccion CTLA4-B7.1, la
interacciéon, PDL-1-B7.1 es de mayor afinidad que la interaccion CD28-

B7.1, y por tanto el PDL-1 expresado sobre LT podria actuar compitiendo
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con la interaccion B7.1-CD28, la cual es una sefial de suma importancia

para la activacién de las células T .

1.4 Funcion e importancia del eje PD-1:PD-L1:

La activacion y las funciones efectoras de las células T son rigurosamente
controladas mediante una compleja red de sefales positivas y negativas
mediadas por moléculas co-estimulatorias y co-inhibitorias,
respectivamente. La sefializacion mediante moléculas co-inhibitorias
ayuda a prevenir respuestas inmunes desmesuradas tanto en duracion
como en intensidad®. Entre las moléculas co-inhibitorias claves de los
linfocitos T, se encuentran CTLA-4, el cual controla las etapas tempranas
de la activacion de estas células, y PD-1, el cual tiene un rol en la fase
tardia y particularmente en situaciones de activacion cronica de la
respuesta T ©. En contexto fisioldgico, la regulacién mediante PD1:PD-L1
es de suma importancia para mantener la homeostasis del sistema
inmune?®. Por un lado, impidiendo fenémenos de autoinmunidad mediante
el control de la activacion de células autorreactivas y la promocion del
desarrollo y funcionalidad de las células T reguladoras, pero también
limitando el posible dafio vinculado a la activacién exacerbada de los
linfocitos efectores®*?°. PD-1 cumple ademas un rol regulatorio tanto en la
tolerancia periférica como en la seleccion timica de linfocitos T,
participando en la modulacién de la seleccion positiva de los timocitos
durante la transicion de células doble negativas a la etapa

CD4'CD8" doble positiva®®. Se ha sugerido que la unién de PD-1 con PD-
L1 durante el proceso de seleccion positiva de los timocitos inhibe las
sefales mediadas por TCR de esta manera reduciendo el nimero de
timocitos que reciben sefiales estimulatorias del TCR para inducir su
maduracion?’. Por su parte, PD-1 es critico en el proceso de tolerancia

periférica, impidiendo el desarrollo de LT CD4+ y -CD8+ autorreactivos.
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Se ha postulado que PD-1 puede directamente inhibir la aparicién de
células T autorreactivas durante la proliferacion homoestéatica ya que se
ha visto en un modelo murino, que el destino final de estas células (con
alta expresion de PD-1) durante este proceso es la apoptosis®®. La
importancia de estos receptores también se vincula al desarrollo y
actividad de los linfocitos T reguladores (Tregs)?. Las Tregs
CD4'Foxp3* expresan altos niveles de PD-1 en sus membranas, y
numerosos estudios han confirmado que el eje PD-1:PD-L1 cumple un rol
importante en la generacion de estas células reguladoras®. La unién de
PD-L1 a sus receptores (PD-1y posiblemente B7-1) en LT virgenes
induce la generacion de Tregs, en parte inhibiendo la sefializacion
mediante TOR/AKkt. El rol de PD-1 en la generacion de Tregs esta
parcialmente mediado por la activacion de SHP1/2 intracelular y la
consecuente reduccion de la fosforilacion de STAT1 favoreciendo de esta

manera la expresién de Foxp3%.

La interaccion del receptor PD-1 expresado en células T efectoras con
PD-L1 o PD-L2 expresados sobre la superficie de células presentadoras
de antigenos (CPAs) (Ver Figura I) inhibe la funcionalidad de las mismas.
Se ha visto que CPAs transfectadas con PD-L1/L2 son capaces de inhibir
la respuesta de células T mientras que el bloqueo de PD-L1/L2 en células
dendriticas u otras CPAs aumenta la capacidad de las mismas para
estimular células T in vitro, en comparacion con CPAs sin transfectar **. A
su vez, LT deficientes en PD-1 son hiper-reactivos en comparacion con
LT normales. Estas interacciones de caracter inhibitorio participan tanto
durante la migracion de las células T hacia el sitio de inflamacion como en
la regulacion de la respuesta en el propio tejido inflamado?*. No obstante,

el rol principal de PD-1 es suprimir la actividad de células T efectoras.
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Figura I. Interaccion de células del organismo con linfocito T mediante via
PD-1:PD-L1. En condiciones fisiolégicas, en la periferia, y en respuesta a

estimulos como el del IFN gama,distintas células expresan el ligando para PD-1
(PD-L1) como via de control de la respuesta en linfocitos T. Extraida de Nguyen

et al*2.

La unién de PD-1 con sus ligandos (PD-L1 y PD-L2) atenta las sefiales
provenientes del TCR y otras sefales coestimulatorias de caracter
esencial para la activacion de los LT. Cuando la cola citoplasmatica del
receptor PD-1 es fosforilada tras la union del ligando, la fosfatasa SHP-2
(y posiblemente SHP-1) son reclutadas hacia el dominio ITSM de la cola
citoplasmatica, el cual se encuentra fosforilado permitiendo asi la
desfosforilacion de CD3zeta, SAP-70, PI3K y PKCB6, entre otras, que son
proteinas esenciales en la activacion de las células T*. Aunque el
dominio ITIM de PD-1 es un dominio comunmente encontrado en la
mayoria de los receptores inhibitorios, la funcién exacta del mismo sobre
la supresion de la respuesta inmune mediada por PD-1 no esté del todo

clara(Ver figura Il). ?*.La sefializacién mediante PD-1 ejerce un gran



Tesina de grado — Licenciatura en Bioquimica Noviembre 2016

efecto en la produccion de citoquinas por parte de las células T lo cual
ayuda a limitar su actividad. La activacién de PD-1 inhibe la produccion de
IFN- v, factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a), e IL-2 principalmente®. La
inhibicion de esta Ultima afecta directamente la capacidad de proliferacion
de los LT, mientras que la disminucion de la produccién de IFN-y y TNF-a
limita las funciones efectora de las células T. Pero ademas, PD-1
disminuye la expresion de los factores de transcripcion BATF, GATA-3,
Tbet y Eomes, los cuales también estan asociados a la funcién efectora
de estas células®™

Antigen-bearing cell
(APC? Tumor cell?)

] [

(E) astered motility
uu)i T :ZIIAP"::O pM HCI
interactions ‘, . ( PD 11 CDS .
TCR
PD-1
I
Tcell ]

1
5 —l&

(A) Antagonized

6 TCR signaling
(D) mer_ed l (C) PN l @
iador i

(B) Decreased
survival, proliferation,
and altered metabolism

TRENDS in Immunology

Figura Il. Sefalizacién intracelular de la via PD1:PD-L1. Muestra interaccién
entre un linfocito T y una célula presentadora de antigenos o célula tumoral.
Cuando PD-1 interacciona con PD-L1, las fosfatasas SHP2 y posiblemente
SHP1 son reclutadas hacia el dominio ITSM de la cola citoplasméatica de PD-1
desfosforilando proteinas vitales para la activaciéon de la célula T. Extraido de

Pauken et al**.
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Se ha visto que PD-1 participa ademas en la regulacién de la activacion
de los linfocitos B*®, y como lo dice su nombre tiene un rol en la muerte
celular programada de estas células. El efecto sobre linfocitos B puede
estar directamente relacionado a la expresion de PD-1 en éstas células, o
indirectamente relacionado a los efectos que cause PD-1 en células T. La
interaccion entre células T y B implica el reconocimiento de los complejos
MHC-péptido por parte de LT colaboradores, los cuales estimulan la
expansion de células B y su diferenciacion a plasmocitos, participando por
ende en los procesos de cambio de clase y maduracion de la afinidad de
los anticuerpos producidos por estas células. Si la actividad de la célula T
colaboradora se encuentra afectada por la interacciéon de PD-1 con sus
ligandos, éste no va a poder interaccionar con el complejo MHC-péptido
expresado en el LB y por ende no va a ser capaz de activar a estas
células, impidiendo su diferenciacion a plasmocitos. Por otra parte, se ha
visto que durante la activacion mediada por TLR-9 (Toll-like receptor-9) en
células B, el bloqueo de la via PD-1:PD-L1 promueve un incremento en la
activacion del linfocito, en su capacidad de proliferacion y en la secrecion

de citoquinas pro-inflamatorias.*®

1.5 Rol del eje PD-1:PD-L1 en contextos crénicos

Como se ha mencionado anteriormente, PD-1 es un receptor inhibitorio
gue se encuentra expresado en células T, principalmente, en etapas
avanzadas de la activacién de las mismas *°. Justamente, una de sus
funciones principales es regular negativamente las respuestas
exacerbadas mediadas por linfocitos T, controlando asi la auto-
reactividad. Asi, ante la exposiciéon al antigeno, los linfocitos T deficientes
en PD-1 demuestran una tasa de proliferacion aumentada en
comparacion con las células T con expresién normal de PD-1%". En
contextos cronicos, como lo son infecciones virales cronicas o cancer,
esto se manifiesta induciendo un estado especial, de “agotamiento”, que

adquieren las células T. El estado de “agotamiento” de células T se
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desarrolla de forma progresiva y esta principalmente caracterizado por la
pérdida de las funciones efectoras del linfocito T*®. Las células T agotadas
exhiben, a su vez, propiedades proliferativas alteradas y distintos
requisitos de mantenimiento celular, debido a que sufren un desarreglo
metabdlico y poseen un estado transcripcional distinto al de las células T
efectoras funcionales, lo que los lleva a su vez, a expresar receptores
inhibitorios que regulan negativamente la respuesta®. En los casos mas
extremos de infecciones virales crénicas, las células T anti-virales
decrecen en nimero progresivamente hasta ser indetectables. Uno de los
primeros signos de agotamiento en linfocitos T es la pérdida de la
produccién de interloquina-2 (IL-2)®. A su vez, la produccion de otras
citoquinas, tales como el TNF-alfa, también es disminuida. Si bien la
produccion de IFN-gamma y posiblemente las funciones citotéxicas del
linfocito T son resistentes a la inactivacion, en los casos mas severos de
agotamiento, estas funciones también se pierden.*® La expresién de
receptores inhibitorios en los LT esta relacionado fisiologicamente con
procesos regulatorios. En el contexto de homeostasis inmune, los
receptores inhibitorios co-evolucionaron con las moléculas estimuladoras
para formar un complejo sistema compuesto de sefiales negativas y
positivas mediando la estimulacion a través del TCR. Esto permite realizar
un fino control sobre la intensidad y potencia de activacion de células T
gue juega un rol importante en la homeostasis, y en la preservacion de los
tejidos ante la autoinmunidad®. Como consecuencia, se ha visto que
ratones deficientes en PD-1 desarrollan enfermedades autoinmunes como

lupus o cardiomiopatias*®*

, Y cuando los mismos son infectados con
patdgenos que establecen una infeccion cronica como LCMV (virus de la
coriomeningitis linfocitica) o Mycobacterium tuberculosis, se desarrollan
fuertes reacciones inmuno-patolégicas que terminan con la muerte del

raton en cuestion de dias o semanas*®*?. El

agotamiento” de células T
mediado por la activacion de PD-1 cumple un rol importante en

infecciones persistentes. Si bien las células T “agotadas” son incapaces
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de desplegar las actividades anti-virales asociadas con la capacidad
efectora de estas células, de esta forma se limitan los efectos adversos
de la hiper-activacion de células T, como lo es el dafio tisular mediado por
una secrecién sostenida de citoquinas pro-inflamatorias*°. Por otro lado la
transicion a un estado de “agotamiento”, permite mantener esta valiosa
poblacion de células T con capacidad de reconocimiento anti-viral que,
aunque en forma disminuida, contintia ejerciendo una presion
inmunoldgica sobre la infeccidn, y que en ciertos contextos de evolucion

de la infeccién puede reactivarse.****

En forma similar a lo que ocurre con los procesos virales cronicos, el
fendmeno de “agotamiento” de células T también ocurre en cancer. Las
células cancerosas expresan neo-antigenos tumorales, o sobre-expresan
antigenos normales, como consecuencia de su propia inestabilidad
genética (alta tasa de mutacién, crecimiento descontrolado, y
desregulacién a nivel epigenético)*™’. En etapas tempranas de la
transformacion celular, el sistema inmune adaptativo es capaz de
reconocer estos neo-antigenos y de montar una eficiente respuesta
inmune antitumoral. Esta respuesta esta principalmente mediada por las
células T citotoxicas, pero potenciada por la actividad de las células T
CD4+. De hecho, se postula que muchos tumores son eliminados por
estos mecanismos de inmunovigilancia®, y no llegan a detectarse
clinicamente®. Sin embargo, dada la alta presién inmunolégica selectiva
sobre las células transformadas, eventualmente alguna variante celular
transformada en estadios tempranos escapa de la vigilancia tumoral al
comenzar a expresar moléculas que “enmascaran” al tumor frente al
sistema inmune, dejandolo incapaz de destruirla. Dentro de los multiples
mecanismos que se implementan en las células tumorales bajo dicha
presion selectiva, se encuentra la desregulaciéon de la expresién normal
de PD-L1, que tiene como consecuencia su expresion en altos niveles y

de forma constitutiva en la membrana celular. De esta manera, las células
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citotoxicas activadas especificas de tumor, que reconocen neo-antigenos,
son incapaces de ejercer su accién destructiva sobre la célula a la cual
reconocen, ya que los altos niveles de sefializacion por la via PD-1:PD-L1
inhiben la sefalizacion por sus TCR, dejandolas en un estado de

inactivacion funcional®

. Cuando las células T activadas llegan al
microambiente tumoral, secretan citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y,
lo que provoca la regulacion a la alta de PD-L1 sobre la superficie de
células cancerigenas °*, por lo cual se genera un circulo vicioso, en el
cual la sobre-expresion de PD-L1 en células tumorales, y PD-1 en
linfocitos T se ven retroalimentada positivamente por la interaccion entre
ellas. Este es un claro mecanismo de escape tumoral en donde el tumor

i)

“evoluciond” en el contexto de la presion selectiva del sistema inmune,
logrando evadir la respuesta anti-tumoral y creando asi un microambiente
tumoral apto para su crecimiento *°. No obstante, este estado disfuncional
de las células T puede ser revertido, por ejemplo si las células dejan de
recibir estimulos a través de PD-1. Es justamente esto lo que convirtio al
bloqueo de la interaccion de PD-1:PD-L1 en un blanco sumamente
atractivo para la terapia anti-tumoral, o que ha sido confirmado por el
éxito de los anticuerpos anti PD-1 o PD-L1 recientemente aprobados por

la FDA® (ver figura Il).

T-cell T-cell
receptor receptor

Antigen Antigen

T-cell Tumor T-cell Tumor
OFF Cell ON Cell

Anti PD-1

| 9

PD-1 PD-1
PD-L1
PD-L1

Anti PD-L1

Figura lll. Efecto de los anticuerpos bloqueantes tanto de PD-1 como de
PD-L1 en linfocitos T. Cuando PD-1 expresado sobre la superficie del linfocito T

interacciona con su ligando PD-L1 sobre una célula tumoral, el linfocito adquiere
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un estado de “agotamiento”. Sin embargo, si un anticuerpo bloquea alguno de

estos dos receptores (PD-1 o PD-L1), la célula T podra adquirir su estado activo

nuevamente. Extraida de Shin et al®?.

1.6 Receptores celulares reguladores de lainmunidad como blanco
de terapias anti-tumorales

Como se ha mencionado, los tumores evaden la respuesta inmune
reclutando mecanismos de regulacion, que en condiciones fisiologicas
sirven para evitar el desarrollo de autoinmunidad y de dafio tisular®. Para
esto, las células tumorales expresan ligandos para una variedad de
receptores inhibidores que son expresados en las células T activadas,
entre los que figuran CTLA-4, BTLA, LAG-3, TIM-3y PD-1. CTLA-4 fue el
primer target para ser usado en terapias anti-tumorales que regulan
negativamente la respuesta inmune. Este receptor es regulado al alta
durante la activacion de células T, expresado tempranamente durante la
respuesta, y su expresion amortigua esta activacion mediante la
competencia con CD28 por la unién de CD80 y CD86. Anticuerpos
bloqueantes de CTLA-4 promueven la respuesta inmune no solo
potenciando la activacion de células T efectoras sino también
interaccionando con otras células inmunes, por ejemplo provocando la
inhibicion de linfocitos T reguladores, los cuales poseen propiedades
inmuno-supresivas™*. Sin embargo, la administracion sistémica de
anticuerpos bloqueantes de CTLA-4 no esta exenta de potenciales
efectos adversos relacionados con la exacerbacion de diferentes
respuestas inmunes. En pacientes en los que se ha administrado
anticuerpos bloqueantes de este receptor, se ha visto que los efectos
adversos constaron, principalmente de colitis e hipofisitis®, ocasionados
por la induccién de una inflamacién de naturaleza autoinmune.
Desgraciadamente, esta toxicidad no se co-relacion6 con la obtencion de
un beneficio terapéutico, ya que muchos pacientes experimentaron

efectos adversos sin actividad anti-tumoral®®.
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Mas recientemente, el desarrollo de agentes blogueantes de la via PD-
1:PD-L1 ha surgido como una interesante alternativa al bloqueo de CTLA-
4. Aunque podria ser utilizado para el tratamiento de infecciones virales
crénicas *', el tratamiento del cancer ha sido el foco principal de atencién
de estos agentes.* Entre estos es de destacar el anticuerpo terapéutico
nivolumab contra PD-1 (Opdivo; BristolMyers Squibb/Ono
Pharmaceuticals), el cual ha sido recientemente aprobado en Japény
EEUU, y el anticuerpo anti-PD1 pembrolizumab (Keytruda; Merck & Co.)
también aprobado por la FDA en Estados Unidos para el tratamiento de
melanoma metastasico. A esto se suma la reciente aprobacion de
atezolizumab (Tecentriq, Genentech), un anti-PD-L1 para el tratamiento

del carcinoma urotelial.

En contraste a CTLA-4, PD-1 tiene una expresion reducida a células T
activadas por lo que su bloqueo tendria una accion mas restringida frente
a CTLA-4 para las terapias antitumorales. Es por esta razén que se
encuentran reportados mas efectos adversos asociados al bloqueo de la
via de CTLA-4 que los asociados al bloqueo de la via PD-1:PD-L1.
Ademas, se ha visto que en pacientes con melanoma avanzado, la
administracion de anticuerpos que bloqueen la via PD-1:PD-L1 han tenido
mayor efectividad terapéutica que aquellos anti-CTLA-4. A su vez,
también se encuentra reportado un mayor aumento en la supervivencia de
los pacientes administrados con pembrolizumab (anti-PD-1) que con
ipilimumab (anti-CTLA-4): 74% versus 58%"°.

Como se explicé anteriormente, PD-1 se puede unir tanto a PD-L1 como
PD-L2 y se ha visto que la unién a estos ligandos posee funciones
distintas. Estos efectos bioldgicos distintos pueden contribuir a las
diferencias en actividad y toxicidad de anticuerpos dirigidos a bloquear
PD-1 o los dirigidos a bloquear PD-L1°. La inhibicién de PD-L1
especificamente, en contrario a la inhibicion de PD-1, bloguearia la via

PD-1:PD-L1 mientras que preservaria la interaccion PD-1:PD-L2. Esto
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tiene el potencial de proveer un bloqueo mas dirigido y por ende conlleva
un menor grado de toxicidad®® , dado que se preserva la auto-tolerancia
promovida por la interaccion entre PD-1 y PD-L2. Por otro lado, como se
ha comentado, PD-L1 interacciona tanto con CD80 asi como con PD-1 de
manera de inhibir la activacion en células T, por lo que un bloqueo
eficiente de PD-L1 podria teéricamente impedir ademas la regulaciéon a la
baja de linfocitos T dada por la interaccion entre PD-L1 y CD80, y no solo
en este tipo celular, sino también en otras células como es el caso de las
dendriticas. Otra ventaja de la via PD-1:PD-L1 respecto a la via CTLA-4
es su potencial uso como biomarcadores. Una frustracion importante que
se ha manejado con los anticuerpos anti-CTLA-4 es la inhabilidad para
predecir cuales pacientes son los mas propensos a responder® y
beneficiarse del tratamiento debido a los bajos niveles de expresion de
CTLA-4 en forma inducible y el amplio espectro de expresion de sus
ligandos. En contraste, la regulacion a la alta de PD-1 en células T
“agotadas” y del ligando PD-L1 en células cancerosas o células inmunes
gue infiltren el tumor, conlleva el potencial de identificar el grado con el

que los pacientes podrian responder al bloqueo de PD-1:PD-L1%.

Los anticuerpos anti-PD-1 administrado de forma sistémica, han
demostrado revertir el estado disfuncional de células T (parcial o
totalmente) en modelos animales y en ensayos clinicos, principalmente al
utilizar estrategias combinadas de tratamiento®, como la co-
administracién con quimioterapia, con agentes de maduracion de las
células dendriticas, o con otros anticuerpos blogueantes de receptores co-
inhibidores 3%%2, Al presente una estrategia muy promisoria es la
combinacion del bloqueo de PD-1 con el de CTLA-4. La inhibicién de
ambas vias tedricamente es capaz de inducir la proliferacion de un mayor
namero de linfocitos T tempranamente durante la respuesta inmune,
podria recuperar la actividad de aquellas células T que sufren un estado

de inactivacion y a su vez reducir la inmunosupresion mediada por
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Tregs®. Asi por ejemplo, un estudio realizado en pacientes que padecian
melanoma en etapas avanzadas combind el anticuerpo nivolumab (anti-
PD-1) con el ipilimumab (anti-CTLA-4). En este estudio, el 31% de los
pacientes administrados con estos anticuerpos tuvieron >80% de mejora
en el prondstico de vida.®® A pesar de que el bloqueo de ambas vias de
control de la activacion de células T es altamente deseable, la
combinacién de ambos tratamientos podria resultar altamente toxica por

lo que queda mucho por avanzar®®.

1.7 Anticuerpos mono-dominio como alternativa para el desarrollo de

anticuerpos terapéuticos

Si bien, la mayoria de los agentes utilizados para terapia anti-tumoral son
anticuerpos convencionales, una interesante alternativa para el
descubrimiento y generacion de anticuerpos terapéuticos esta vinculada a
la existencia de un tipo especial de anticuerpos que carecen de cadena
liviana y que tienen propiedades biofisicas excepcionales®. Ademas de
los anticuerpos convencionales, los camélidos (y también algunas
especies de peces cartilaginosos) presentan anticuerpos mono-dominio
carentes de cadena liviana®® (ver figura IV). El sitio de unién al antigeno
presente en estos anticuerpos esta formado Unicamente por el dominio
variable de la cadena pesada (VHH o nanobody), y aun asi, la afinidad de

unién es similar a la de los anticuerpos convencionales °’.
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Conventional Camelidae V, H fragment
Antibody - 150 kDa Antibody

QW / 15 kDa
VL \ CH1 f

/
C N H/

Figura IV. Diagrama esquematico de las estructuras de un anticuerpo
convencional compararado con un anticuerpo de cadena pesada de llama.
El anticuerpo convencional esta formado por dos cadenas pesadas y dos
livianas, en el cual el sitio de unidn al antigeno esta formado por los dominios VH
y VL mostrados en la figura. El anticuerpo de cadena pesada estd compuesto
solamente por dos cadenas pesadas carentes del dominio CH1, las cuales

poseen un dominio variable (VHH) encargado del reconocimiento del antigeno.

Los VHHSs, se expresan facilmente en forma soluble en el periplasma de
E. coli como fragmentos recombinantes denominados nanobodies. Sus
niveles de expresion son mucho mas altos que los fragmentos de
anticuerpos convencionales, son en general mucho més robustos ®®y
debido a su naturaleza de cadena simple resultan muy adecuados para la
preparacion de quimeras fusionandolos a distintos polipéptidos. Una
ventaja esencial desde el punto de vista de su obtencion es que la
preparacion de bibliotecas de expresion en fagos (phage display) de
nanobodies se realiza con gran eficiencia. Esto es debido a que al
momento de la construccion de bibliotecas, para los anticuerpos
convencionales, el apareamiento original de la cadena pesada y la

cadena liviana se pierde facilmente en las etapas de amplificacion y
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clonado, debido a que son codificadas por genes distintos y la
probabilidad de reencontrar el mismo apareamiento es muy baja. En
cambio, para los VHHs, debido a su naturaleza de cadena simple, el
fendmeno de “barajado” de los dominios variables livianos y pesados no
ocurre, por lo que el mantenimiento de la especificidad original del
anticuerpo mono-dominio se conserva y por ende este altamente

representado en la biblioteca de VHHSs, facilitando asi su seleccion®.

Por otro lado, el dominio VHH tiene alta similitud con el dominio variable
de la familia VH3 de la cadena pesada de las inmunoglobulinas humanas,
por lo que su inmunogenicidad es muy baja’®, haciéndolo de esta manera
una herramienta apropiada para su uso en humanos. Sumado a esto, se
han desarrollado estrategias para humanizar 12 de los 14 aminoacidos
que difieren entre los VHHs de llama y el VH humano .

Otra propiedad interesante de los nanobodies, es la existencia de un
CDRa3 largo y altamente flexible, lo que facilita la interaccion con epitopes
concavos. Esta topografia se encuentra tipicamente en los sitios activos

de enzimas o receptores >

, 'y es debido a esto que los nanobodies
surgen como una poderosa herramienta para la seleccién de anticuerpos
con capacidad antagonista/agonista de variados receptores, que permitan
descubrir el potencial terapéutico de nuevos blancos. Esto, junto a sus
ventajosas propiedades biofisicas y a la facilidad de seleccion y escalado
de su produccion, los convierte en una alternativa para la producciéon de
anticuerpos terapéuticos’. Por otro lado, su pequefio tamafio
(aproximadamente 15 KDa) es una ventaja a ser explotada en terapias
anti-tumorales, debido a que muchos tumores sélidos resultan
inaccesibles para moléculas de gran tamafio como los anticuerpos
convencionales. Particularmente en los casos en que el mecanismo

predominante de su accionar sea como agentes neutralizantes.
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Finalmente, los VHHSs pueden ser utilizados como potentes herramientas
de diagnéstico in vivo. Su pequefio tamafio que facilita su rapida
biodistribucién sumado a su posterior eliminacion renal, asi como el hecho
de que pueden ser facilmente conjugados a isétopos radioactivos, los
convierte en excelentes herramientas para imagenologia’. Como fue
mencionado anteriormente, al poder penetrar a lugares menos accesibles,
los nanobodies serian mas sensibles en la deteccién de pequefios
tumores no detectables por otras técnicas. También podrian dar lugar a
aplicaciones de diagnéstico in vitro, por ejemplo para determinar la
expresion del receptor PD-L1 en biopsias de tumores por histoquimica, o
por citometria en tumores hematologicos, pudiendo asi discernir sobre
gue tipos de tumores se expresan estos receptores y por lo tanto cuales
de ellos serian susceptibles a terapias que involucren el bloqueo de la
interaccion PD-1:PD-L1.

1.8 Fundamentos del Phage Display

Para realizar la seleccién de nanobodies, previamente se realiza una
biblioteca de fagos mediante el clonado de los genes de los VHHs
amplificados en el vector fagémido pComb3X (Ver figura V) el cual fue
gentilmente cedido por el Dr.Barbas (The Scripps Research Institute, La
Jolla, USA). Como se observa en la figura V, este plasmido contiene dos
sitios de corte distintos para la enzima de restriccion Sfi I, de tal forma que
el gen de los VHHSs clonados queda fusionado a una de las proteinas de
la capside del bacteriéfago. En este caso, el VHH se expresara sobre la
proteina plll de la capside del bacteri6fago de manera que queda
expuesta hacia el exterior de la particula viral. Este vector contiene dos
tags para deteccidn de la proteina en cuestion, los cuales se encuentran
ubicados entre la secuencia de plll y la del VHH. Dichos tags son un
epitope de hemaglutinina (HA) y un tag de seis histidinas (His6x). Cabe
resaltar que el plasmido contiene hacia el N-terminal del VHH una

secuencia de exportacion al periplasma llamada OmpA. La transcripcién

18



Tesina de grado — Licenciatura en Bioquimica Noviembre 2016

de los genes codificantes de los VHHs se encuentra bajo regulacion del
promotor del operdn lac, el cual se induce en presencia de lactosa o un
isbmero de lactosa, como el isopropil-b-D-tiogalactésido (IPTG).

(CAP binding site| lac promoter
[OmpA)

pComb3X

AmpR promoter

Figura V. Diagrama esquemaético del vector pComb3X. La expresion del VHH
se encuentra regulada por el promotor del operdn lac, el cual es inducido en
presencia de IPTG. El VHH se expresa asociado a una secuencia sefial de
localizacién periplasmatica (OmpA), a dos tags (una cola de seis histidinas y un

epitope HA) y al dominio N-terminal de la proteina plll de la cubierta del fago.

Al utilizar un vector del tipo fagémido, esta implicito que por mas que se
transformen bacterias con dicho vector, la particula viral no se producira a
menos que se co-infecte con un vector llamado fago helper, el cual
permite el correcto empacamiento del DNA y formacién de la capside
completa del bacteriéfago. Es por esta razén que se electroporaron
bacterias E.coli ER2738 (Lucigen Corporation) con el vector pComb3X y
luego las mismas fueron expuestas a un proceso de infeccion por el fago
helper, el cual proporciona el resto de las proteinas de la capside,
incluyendo plll sin fusionar. Esto permite que cada fago producido
exponga entre 2-3 fusiones de plll-VHH. Una vez obtenida la particula

viral expresando los nanobodies fusionados a su capside, se comienzan
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las etapas de exposicion al antigeno de interés permitiendo de esta
manera seleccionar aquellos fagos (y por lo tanto aquellos VHHS) que

reconozcan especificamente al blanco de interés.
1.9 Objetivo general

Es por estas razones mencionadas anteriormente, que en el marco de la
tesina de grado se propone la obtencién de nanobodies que bloqueen
efectivamente la interaccion de PD-1 con PD-L1 para su potencial

aplicacion en terapia anti-tumoral.
1.10 Objetivos especificos

e Inmunizacién de una llama y seguimiento del titulo de anticuerpos
totales contra hPD-L1.

e Creacion de una biblioteca de nanobodies expresados en fagos
filamentosos obtenida a partir de la llama inmunizada.

e Seleccidn de fagos que expresan nanobodies anti-hPD-L1.

e Clonacion de los genes de los nanobodies seleccionados en
vectores de expresion fuerte en procariotas.

e Expresion y purificacion de diferentes nanobodies.

e Screening de clones mediante técnicas de ELISA y citometria de

flujo.
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2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Buffers y soluciones

e Buffer fosfato salino (PBS) 10X: 2 g KCI, 11 g Na;HPO,y 80 g
de NaCl en agua destilada c.s.p. 1 litro, pH=7,5.

o Buffer Tris-acetato (TAE) 50x: 242 g Tris base, 57,1 mL acido
acetico glaciar y 100 mL EDTA 0,5 M en agua MiliQ c.s.p. 1
litro, pH=8,0.

e Buffer de carga 6X para geles de agarosa: 0,7 mL TAE 50X, 1,5
mL glicerol y 12,5 mg azul de bromofenol en agua miliQ c.s.p. 5
mL

e Polietilenimina (PEI): Para solucion stock 1mg/mL: Disolver
polvo (#23966, Polysciences Inc) en agua MiliQ. Ajustar pH=7,0
con HCl y esterilizar mediante filtracion (0,22 pm).

e Flow Cytometry Buffer (FCB): 1 % seroalbumina bovina (BSA),
0,03 % azida de sodio, 25 mM HEPES, en PBS c.s.p 250 mL,
pH= 7,4

e Sustrato para la enzima peroxidasa (PO) — revelado de ELISA:
TMB (3,3, 5,5'-tetrametilbencidina): 200 pL solucion 6 mg/mL
de TMB (#T2885, Sigma Aldrich) en dimetilsulféxido (DMSO),
50 uL de H20, 1% y 12,5 mL de buffer acetato 0,1 M pH=5,5.

2.2 Medios de cultivo

e Luria Bertani broth (LB): #L3152, Sigma Aldrich.

e Luria Bertani agar (LB agar): #L3027, Sigma Aldrich.

e Super Broth (SB): 30 g triptona (#T7293, Sigma Aldrich), 20 g
extracto de levadura (#09182, Sigma Aldrich), 10 g MOPS
(#M3183, Sigma Aldrich), en agua MiliQ c.s.p. 1 L, pH=7,0.

e Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): 20 g
triptona, 5 g extracto de levadura, 0,5 g NaCl, en agua MiliQ
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c.s.p. 1L, pH=7,0. Luego de autoclavar, agregar 10 mL MgCl, 1
My 20 mL de glucosa 1 M previamente filtrados.

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM): 3,7 g NaHCOs3, 3,5
g glucosa, 100 mL suero fetal bovino (SFB), 10 mL antibidtico
Pen-Strep en agua MiliQ c.s.p 1 litro, pH=7,4. Filtrar.

2.3 Inmunizacion de Llamay generacién de una biblioteca de
fagos

2.3.1 Inmunizacién

Cabe resaltar que la etapa de inmunizacion de la llama fue realizada
previo al comienzo de la tesina de grado. Para esto, se inmunizo una
llama hembra adulta con una linea celular derivada de células HEK293
(ATCCQ), la cual fue establamente transducida con un lentivirus de
forma de que la misma expresara constitutivamente el ligando hPD-L1
(origen humano) sobre su membrana (cortesia de la Dra. Gloria
Aseguinolaza, Universidad de Navarra, Espafa). La dosis utilizada
para la inmunizacion fue de aproximadamente 60 x 10° células en
PBS. A su vez, es importante destacar que la llama fue inmunizada
con otra linea celular de raton derivada de cancer de colon llamada
CT26 (ATCC) que expresa en forma importante el receptor mPD-1
(origen murino). El cronograma de inmunizacion consté de una
primera dosis al dia 0 seguido de dos dosis (boosters) separados por
30 dias aproximadamente. Tres semanas luego de la ultima dosis se
recolectaron 150 mL de sangre de la llama para generar la biblioteca

correspondiente.
2.3.2Titulacién de anticuerpos totales contra antigeno de inmunizacion

La titulacion de anticuerpos es de vital importancia para determinar si

la llama inmunizada presenté respuesta contra el antigeno de interés.
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En este caso, como se deseaba comprobar si la llama respondio a
hPD-L1, se realiz6 la titulacion contra un extracto de células
provenientes de la linea de expresion estable mediante ELISA
(acrénimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay -Ver
figura VI). Para ello, se sensibiliz6 una placa de ELISA a 4°C
overnight (ON) con 100 pl del extracto de células HEK293-hPD-L1,
obtenido luego de lisar dichas células con un buffer de lisis. Se
bloquearon los pocillos de la placa de ELISA con BSA durante 30
minutos a temperatura ambiente, y posteriormente, se incubé a 4°C
con el suero obtenido de la llama inmunizada durante 60 minutos. El
siguiente paso fue agregar un anticuerpo anti-llama producido en el
laboratorio. Este anticuerpo reacciona no solo con los anticuerpos del
tipo monodominio, sino también con anticuerpos convencionales de
llama, y por tanto el ELISA determina los anticuerpos anti-hPD-L1
totales de llama. Finalmente, para revelar se utiliza un anticuerpo
comercial anti-raton producido en conejo que se encuentra conjugado
a la enzima peroxidasa. Cabe destacar que todas las incubaciones
con anticuerpos o sueros (conteniendo anticuerpos) fueron realizadas
a 4°C durante una hora en agitacion y entre cada incubacion se
realizaron 3 rondas de lavados con un buffer consistiendo en PBS-
Tween 0,05%. Luego se procedio a revelar el ensayo al agregar el
TMB.
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Figura VI .ELISA realizado para medir el titulo de anticuerpos totales. Se
utilizé un extracto de células HEK-hPD-L1 de expresién estable y fue
incubada con el suero de la llama inmunizada. Para la deteccion se agrego
suero de ratdn anti-llama y anticuerpo de conejo anti-ratén conjugado a

peroxidasa. Para el revelado se utiliz6 TMB y se midié absorbancia a 450nm.

2.3.3 Preparacion de la biblioteca

Los leucocitos mononucleares (~10°) se purificaron utilizando el
principio de separacion por gradiente de densidad mediante Ficoll-
Hypaque (Sigma Aldrich). Luego, se realiz6 una extraccion de RNA de
estos leucocitos haciendo uso del reactivo TRIZOL (ThermoFisher), y
se procedié a realizar una biblioteca de fragmentos de cDNA mediante
la técnica de RT-PCR. Los fragmentos de DNA que codifican la
variedad de VHHs fueron amplificados utilizando 4 cebadores directos
distintos: VH1, VH3, VH4 y VHArgento y otro cebador reverso genérico
(JH) (ver tabla 1). Los cinco cebadores usados contienen en el
extremo 5’ de su secuencia un sitio de corte para la enzima Sfi |
(subrayado en la tabla I) el cual es distinto entre cebadores directos y
el reverso, lo que permite clonar los VHHs en forma dirigida en los

vectores correspondientes.
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Tabla l. Cebadores utilizados para la amplificacién de los genes de los
VHHSs.

Cebador Secuencia

VH1 5CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGC
AGCTGGTGCAGTCTGG-3’

VH3 5CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCGAGGTGC
AGCTGGTGGAGTCTGG-3

VH4 5CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGC
AGCTGCAGGAGTCGGG-3'

5CGTGGATTGTTATTATCTGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCGAT
GTGCAGCTGCAGGCGTCTGGRGGAGG-3'

VHArgento

5CCACGATTCTGGCCGGCCTGGCCTGAGGAGACRGTGACCTG
GGTCC-3’

JH

Subrayado se encuentra el sitio de corte para la enzima Sfi |, el cual es
distinto para los cuatro cebadores directos comparado al sitio del cebador

reverso.

Los genes de los VHHs amplificados se clonaron en el vector
fagémido pComb3X cedido por el Dr. Barbas (The Scripps Research
Institute, La Jolla, USA). Para esto, los productos de PCR y el vector
pComb3X se digirieron con la enzima Sfi I, y los productos de las
diferentes digestiones se analizaron en un gel de agarosa 1%. El DNA
proveniente de las bandas correspondientes a los VHHs y al vector se
eluyd de la agarosa y fue purificado utilizando un kit comercial
(Thermo Scientific). Posteriormente se realizo la ligacion de los VHHs
con el vector en una relacién 3:1 (inserto:vector) durante 4 horas a
22°C utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific). El

producto de ligacién fue purificado y concentrado por precipitacion con
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acetato de sodio/isopropanol, y fue electroporado en células E.coli
ER2738. Las células transformadas se crecieron en 500 mL de SB-
ampicilina hasta alcanzar una OD 0.4 UA, y se infectaron con el fago
helper M13KO7, luego de 2 horas, se adicion6 kanamicina (resistencia
aportada por el fago M13KO7) y se crecieron toda la noche. En las
condiciones utilizadas, en el proceso de electroporacion se asume que
cada bacteria es transformada con un solo plasmido, por lo que la
misma producird bacteri6fagos que expresen fusionado a la proteina
plll, solamente un clon de VHHSs de la bilbioteca de fragmentos.

2.3.4. Purificacion de fagos

El cultivo en el que se generaron los fagos fue centrifugado a 20000 g
durante 15 minutos a una temperatura de 4°C. El sobrenadante
conteniendo los fagos se adicion6 con 0,2 volimenes de PEG-NacCl
(polietilenglicol) y se incubd durante 2 h en hielo. Los fagos
precipitados se separaron por centrifugacion a 20000 g durante 15
minutos a 4°C. El pellet resultante fue resuspendido en 30 mL de PBS-
BSA 3% y finalmente se realizé otra centrifugacion a 20000 g durante
15 minutos y a 4°C a modo de descartar posibles restos de bacterias.
La suspension de fagos se suplementé con inhibidores de proteasas

(Roche Life Sciences).
2. 4 Cuantificacion de biblioteca de fagos filamentosos

Para poder cuantificar los fagos se partié de una alicuota de E.coli
ER2738 competentes en 3mL de medio SB que se cultivaron en
agitacion a 37°C. Cuando el cultivo se encontré a una OD 0.4 UA, se
tomaron 100 pL del mismo y se procedio a incubarlo durante 30
minutos a 37°C con 10 yL del sobrenadante resultante de la
precipitacion de fagos o distintas diluciones del mismo, permitiendo de
esta manera el proceso de infeccion de las bacterias por parte de los

bacteriéfagos. En estas condiciones se asumid que cada bacteria es
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infectada por un Unico bacteriéfago. Posteriormente, se plaquearon
distintas diluciones de la incubacién anterior en placas de agar-
ampicilina (resistencia proporcionada por el fagémido) y las mismas
fueron incubadas ON a 37°C en estufa de cultivo. Al dia siguiente se
contaron las colonias crecidas y teniendo en cuenta los factores de

dilucion apropiados, se calcul6 la diversidad de la biblioteca generada.
2.5 Panning y screening

La técnica de panning implica la seleccién de los fagos que expresan
VHHSs con especificidad por el antigeno de interés. Para ello se
realizan sucesivas rondas de incubacion de la biblioteca de
bacteriofagos expresando la fusion VHH-plll con el ligando contra el
cual se desean obtener clones; luego se procede a lavar de modo de
descartar fagos con uniones inespecificas al ligando y finalmente se
realiza una etapa de elucion para obtener aquellos VHHs que
reconocen de forma mas afin al ligando deseado. Posteriormente se
procede a realizar una amplificacién de este sobrenadante infectando
nuevamente bacterias con el output (resultado final del panning), de
esta manera produciendo un mix de fagos que se encuentre
enriquecido en aquellos fagos especificos que se desean seleccionar.
Con esta muestra enriquecida se vuelve a realizar el proceso de
panning, generalmente hasta 2 veces mas, y finalmente es necesario
realizar un screening de los fagos seleccionados para corroborar que

los mismos efectivamente reconozcan al ligando deseado.
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Figura VII. Panning o seleccion de fragmentos de anticuerpos. Luego de
la creacidn de la biblioteca de fagos filamentosos (mediante clonaje de los
genes codificantes para VHHSs en el vector de tipo fagémido), se procede a
incubar dichos fagos generados con el antigeno de interés. Posteriormente
se realizan lavados y una etapa de elucion en la que se obtienen VHHs
especificos para el ligando de interés. Este output contendiendo los fagos
seleccionados es amplificado y utilizado para realizar otra ronda de panning.
Este ciclo generalmente se repite entre dos y tres veces. Para poder obtener
los VHHSs especificos de hPD-L1 se realizaron distintos pannings

simultdneamente.
2.5.1 Primer ronda del primer panning

En el primer panning, para aislar VHHs especificos contra hPD-L1 se
utilizo la linea celular estable HEK-hPD-L1, que expresa
constitutivamente el receptor PD-L1 humano. Para esto se utilizaron
2x10° células por ronda de seleccién. Lo primero que se realizé fue
una pre-incubacién de la biblioteca de fagos con células HEK293
durante 60 minutos a temperatura ambiente y en rotacion constante
para eliminar aguellos fagos que reconocian especificamente a

componentes presentes en la membrana de dichas células pero no a
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hPD-L1. Esta etapa fue necesaria debido a que la llama fue
inmunizada con la linea estable derivada de células HEK293, la cual a
pesar de estar transducida para que exprese hPD-L1 en mayor
representacion que otros receptores celulares, también expresa
proteinas propias para las cuales seguramente habran VHHs que las
reconozcan. Posteriormente, se centrifugaron las células a 5009
durante 5 minutos para separar el pellet (en donde se encontraraban
las células unidas a los fagos anti-HEK293), del sobrenadante
(conteniendo fagos que no reconocen proteinas expresadas en la
membrana de dichas células). Luego se procedié a incubar 2x10°
células HEK-hPD-L1, en las mismas condiciones de la pre-incubacion,
con el sobrenadante (teGricamente desprovisto de fagos que
reconocen componentes de células HEK293) resultante de la
centrifugacion anterior. Durante este paso, los bacteridfagos
expresando VHHs que reconozcan a hPD-L1 se unirian a dicha
proteina. Posteriormente, se realizaron tres tandas de tres lavados
cada una con 1mL de flow cytometry buffer (FCB) a temperatura
ambiente para eliminar aquellos fagos que se unen inespecificamente
al ligando deseado. Finalmente, se procede a la etapa de elucion de
los VHHSs seleccionados, la cual se realizé con tripsina (Sigma
Aldrich). Para ello se incub6 durante 30 minutos a 37°C con 100 uL de
la enzima a 10mg/mL.. Esta reaccion enzimatica debe ser detenida
para impedir que la tripsina degrade los VHHs y de mayor importancia,
las proteinas del fago utilizadas para la infeccion (como lo es plll), y
para esto, se incub6 con 10 uL a una concentracion de 100 mg/mL de
inhibidor de tripsina (Sigma Aldrich) durante 10 minutos a 37°C.La
fraccidon de fagos eluida, llamada primer output, se utilizé para

amplificar y cuantificar los bacteriofagos.
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2.5.2 Amplificacion del output

La etapa de amplificacion tiene el fin de enriquecer la fraccion eluida
en aquellos fagos obtenidos luego de una ronda de seleccién, que
tedricamente reconoceran con alta afinidad al ligando de interés. Para
ello se volvié a realizar una etapa de infeccion de bacterias
electrocompetentes E.coli ER2738, obteniendo de esta manera, un
sobrenadante en el cual los fagos utilizados para infectar se
encuentren mayormente representados. Este primer output
amplificado es utilizado para realizar otra ronda de panning hasta
obtener un segundo output el cual se encontrara mayormente
enriquecido en aquellos fagos especificos, en este caso, contra hPD-
L1. Pararealizar esto, se incubaron 4L de bacterias E.coli ER2738
en 2mL de medio SB a 37°C hasta que la DO de las mismas se
encuentre en el rango 0,8-1,0 UA. Luego se procedio a realizar la
infeccion de las células con los fagos, por lo que se incubaron con 200
uL del primer output durante 30 minutos a 37°C y sin agitacion.
Posteriormente, se tomaron los 2 mL de cultivo infectado con el output
y éste fue incubado con 10 mL de medio SB, agregando a su vez 8 uL
de ampicilina -1/3 de lo necesario- (resistencia proporcionada por el
vector pComb3X); luego, se incubo en agitacion durante una horay
se agregaron 16 pL de ampicilina, siendo posteriormente incubado
durante 60 minutos a 37°C.La siguiente etapa fue infectar el cultivo
con 50 pL de fago helper e incubar el mismo a 37°C durante 90
minutos. Posteriormente se agregd el antibidtico kanamicina
(resistencia aportada por el fago helper) — como segundo método de
seleccidn- a una concentracion final de 50 ng/mL y se incubd en
agitacion ON. Al dia siguiente, el cultivo fue sometido a una
centrifugacion de 20000g durante 20 minutos, permitiendo asi obtener

un pellet conteniendo bacterias y un sobrenadante conteniendo fagos
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amplificados. Este ultimo fue utilizado para realizar una precipitacion
con PEG-NaCl como se describio anteriormente.

2.5.3 Titulacién del output

Previamente a realizar el segundo panning es necesario cuantificar el
primer output, lo que proporciona una medida de la cantidad de fagos
gue se obtuvieron, aunque no de la diversidad del mismo. Para ello, se
incubaron varias alicuotas de 100uL de E.coli ER2738 con distintas
diluciones seriadas del output a titular durante 30 minutos a 37°C y
posteriormente fueron plagueadas en placas de agar-ampicilina y
cultivadas a 37°C ON. Al dia siguiente se realizé el conteo de colonias
crecidas y se calculo la cantidad de unidades formadoras de placa/mL
(pfu/mL).

2.5.4 Segunda ronda del primer panning

En el primer panning, para las dos rondas de seleccion, se utilizo la
linea estable HEK-hPD-L1.Al igual que en la primer ronda de
seleccién, se realizé una pre-incubacién del primer output con 2x10°
células HEK293 en las mismas condiciones. Luego de la
centrifugacion, se procedi6 a incubar el sobrenadante de la misma con
la linea celular HEK-hPD-L1, se realizaron los lavados
correspondientes y se eluyo utilizando tripsina. El segundo output fue
utilizado para titulacion, amplificacion y screening de clones positivos.
Cabe resaltar que para este panning se realizaron solamente dos

rondas de seleccion en células.
2.5.5 Primer ronda del segundo panning

El segundo panning incluy6 una ronda en solucién y dos rondas
realizadas sobre células. Para realizar el panning en solucién se utilizd
la proteina hPD-L1 biotinilada (la biotinilacién de la proteina fue

previamente realizada por la Dra. Lucia Vanrell, integrante de la
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Cétedra de Inmunologia). Para esto, se incubaron 300 pL de la
biblioteca de fagos filamentosos con 5 pug de hPD-L1 biotinilada en
rotacion durante 60 minutos a temperatura ambiente. En paralelo, una
placa de ELISA fue sensibilizada con avidina. Posteriormente, se
incubd la biblioteca en los pocillos de la placa a modo de capturar
hPD-L1 biotinilada con la avidina utilizada para sensibilizar. Luego se
realizaron 8 lavados con PBS-Tween 0,05% para remover aquellas
uniones inespecificas. Posteriormente se agregaron 100 pL de tripsina
a 10 mg/mL como método de elucién y fue incubado a 37°C en
agitacion. Posteriormente se neutralizé la enzima con un inhibidor de
tripsina utilizando 10 pL del mismo a 100 mg/mL. Una vez terminado
este proceso, fue llevada a cabo la amplificacion de este primer output

previo a realizar una segunda ronda de seleccion.
2.5.6 Segunda y tercer ronda del segundo panning

De igual manera que en el primer panning, la segunda y tercer ronda
de seleccion fue realizada sobre células utilizando HEK-hPD-L1
transducidas establemente. Los pasos llevados a cabos durante la
segunda y tercer ronda de seleccion son exactamente los descritos

anteriormente.
2.5.7 Produccion de VHHs biotinilados

De modo de facilitar el screening de nanobodies se decidié biotinilarlos
ya que éste método se encuentra establecido como protocolo con gran
efectividad en la Catedra de Inmunologia. Para esto, se tomaron los
outputs correspondientes y se sometieron a una etapa de subclonado
en el vector de expresion procariota pINQ-BtH6 (figura VIII). Para
realizar esto se digirié tanto el output pComb3X-VHHs como el vector
pINQ-BtH6 con la enzima Sfi | a 50°C durante 4 horas en un
termociclador. Posteriormente se corrié un gel de agarosa 1%, se

eluyeron los fragmentos correspondientes a los VHHs y al vector
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pINQ-BtH6 digerido y se purificaron mediante un kit comercial (Thermo
Fisher) para extraccion de DNA en geles de agarosa. Luego se
procedio a ligar los VHHs con este vector en una relacién 3:1 de
inserto:vector durante 60 minutos a 22°C utilizando la enzima T4 DNA

ligasa.
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Figura VIII. Diagrama esquematico del cassette de expresion del vector
pINQ-BtH6. ElI VHH clonado entre los sitios de corte no homélogos de Sfi |
se expresa en forma soluble en el periplasma debido a la secuencia sefal
OmpA, y asociado a una sefial de biotinilacién y a una cola de seis histidinas.

La expresién del VHH esta regulada por un promotor T7 inducible por IPTG.

Este vector fue creado en el laboratorio y es derivado del vector
pET28a(+) (Novagen). Este ultimo fue modificado con la adicion de la
sefal de exportacion al periplasma OmpA mencionada anteriormente,
ademas de un tag de deteccion de 6 Histidinas hacia el extremo C-

terminal de la proteina a expresar. El vector utilizado posee un gen

33



Tesina de grado — Licenciatura en Bioquimica Noviembre 2016

que codifica para la resistencia al antibiético kanamicina y un promotor
T7 inducible mediante IPTG. En ausencia de IPTG, el respresor lac
gue se expresa a partir del gen lac | inhibe la expresiéon de la RNA
polimerasa T7 y del gen target en dicho vector. La presencia de IPTG
activa la transcripcion de la RNA polimerasa T7 y esta transcribe el
gen clonado en el vector. Este vector codifica ademas un péptido de
15 aminoécidos, entre el VHH y la cola de seis histidinas, que es un
sustrato de la biotin ligasa de E. coli, BirA, que es la encargada de
biotinilar el VHH cuando se expresa en presencia de biotina.

El vector ligado se electropor6 en células competentes E.coli BL-21
DE3 que contenian el plasmido pCY-216, el cual permite la
sobreexpresion de la biotin ligasa de E. coli. Esta cepa fue utilizada
para la produccion de VHHSs biotinilados en forma soluble. Para ello,
se electroporaron 25uL de bacterias BL-21-pBIR con 1 pL del output
clonado en el vector pINQ-BtH6. Luego de la electroporacion se le
agrego 1 mL de medio de recuperacion SOC y las mismas fueron
incubadas a 37°C durante 60 minutos en agitacion. Luego se
realizaron distintas diluciones y se plaquearon las células
transformadas en placas de LB agar-cloranfenicol-kanamcina. Se
realizo la produccion en bloque de 96 pocillos, eligiéendose 94 colonias
al azar y siendo los dos pocillos restantes los controles negativos.
Para esto, se tomaron las colonias seleccionadas, se las inocul6é en
500uL de LB-cloranfenicol-kanamicina-arabinosa-biotina y fueron
incubadas a 37°C en agitacidén. Se agreg6 arabinosa para inducir la
expresion de la enzima BirA, y biotina, el sustrato de la misma. Una
vez alcanzada una OD: 0,6 U.A. se agregé IPTG 3uM para iniciar la
produccion de los VHHs. Luego de las 4 horas de induccion con IPTG,
las células son centrifugadas a 600g, respuspendidas en 500 uL de
PBS-biotina e incubadas en sonicacion durante 15 minutos a 37°C.

Posteriormente, el sonicado se centrifugé a 6000g pudiendo obtener
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un sobrenadante con los VHHSs biotinilados. Para la purificiacion, los
VHHSs fueron transferidos del blogue original de produccion a otro
bloque de 96 pocillos el cual contenia columnas de Niquel-NTA
(HisPur Ni-NTA 96-Well Spin Plates, Thermo Scientific). La misma fue
lavada 10 veces con 200 uL de PBS 1X para eliminar los componentes
unidos de manera inespecifica al niquel. Para poder eluir el VHH fue
necesario agregar un compuesto que compita por la interaccion con el
niquel y para esto se realizaron 3 lavados con un buffer de elucion que
consistia en PBS con 500 mM de imidazol. Los VHHSs fueron eluidos y
posteriormente guardados a -80°C.

2.5.8 Screening de outputs en placa

Luego de realizadas las rondas de panning correspondientes, es
necesario hacer un screening de los clones obtenidos. Este screening
es vital para confirmar que los VHHs seleccionados definitivamente
sean especificos para el ligando deseado. Para realizar el screening
en placa se tomaron 12 colonias de cada panning al azar, de esta
manera realizando el screening para 24 clones presuntamente
distintos, 12 del panning utilizando solamente células (panning c/c) y
los 12 restantes del panning realizado en soluciéon y sobre células
(panning s/c/c). El primer analisis preliminar de los clones obtenidos
fue realizado mediante un ELISA. Para ello, se tomé una placa de
ELISA y se sensibiliz6 ON a 4°C con avidina. Al dia siguiente se
bloqued la placa utilizando 350 pL de PBS-BSA 1% durante 30
minutos a temperatura ambiente y luego de realizar 3 lavados con
PBS-Tween 0,05% se procedi6 a incubar con 5-10ug/mL por pocillo de
hPD-L1 biotinilada durante 60 minutos en agitacion y a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incubo cada pocillo con 100 pL de los
VHHSs diluidos al medio (en PBS-BSA 1%) durante 60 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion. Para eliminar las interacciones

inespecificas entre las moléculas, se continud realizando 8 lavados
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con PBS-Tween 0,05%. Para el revelado se agreg6 un anticuerpo anti-
HA conjugado a peroxidasa (PO) en una dilucion de 1/3000 y se
incubd 60 minutos en agitacién a temperatura ambiente. Luego de
esto se realizaron 6 lavados con el mismo buffer de lavado para
eliminar el exceso de anticuerpo que no se unio. Luego se agregaron
200 uL de TMB. Para evitar la saturacion y poder visualizar la reaccion
coloreada, es necesario detener la reaccion. Esto se realizé mediante
el agregado de 50 uL de H,SO, (acido sulfarico) 1M por pocillo.

Anticuerpo
anti-HA - PO
VHHs

BSA

hPD-L1
biotinilada

Avidina

Figura IX. ELISA de captura para screening de VHHs en placa. Para esto
se captura hPD-L1 biotinilada mediante la avidina (usada para sensibilizacion
de la placa). Los VHHs que reconozcan a hPD-L1 seran detectados
mediante el agregado de un anticuerpo anti-HA conjugado a peroxidasa.

Para revelar la reaccién se utiliza TMB y se mide absorbancia a 450nm.
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2.5.9 Citometria de flujo

Para la citometria, se utilizo tanto la linea celular HEK transducida
establemente con hPD-L1 como la generada mediante transfeccién
(ver seccién 2.6). Para ello, se colocaron aproximadamente 5,0x10°
células en tubos eppendorf de 1.5 mL y se incubaron durante una hora
en hielo con los sobrenadantes conteniendo los respectivos
nanobodies. Luego de esto, las células fueron centrifugadas a 500g
por 10 minutos a 4°C y se procedi6 a lavar 3 veces con 500uL de flow-
cytometry buffer (FCB). Para el revelado, se incub6 durante 1 hora en
hielo y en oscuridad con streptavidina conjugada a ficoeritrina (S-PE).
Luego de esta incubacion se realizaron dos lavados con FCB en
similares condiciones y las células fueron centrifugadas a 500g
durante 10 minutos y a 4°C. El sobrenadante fue descartado y se
resuspendio el pellet celular en 300uL de FCB para poder ser
visualizado en el citometro de flujo. Como control negativo en la
citometria se utilizaron células HEK293 debido a que este fue el
“background” tanto de la inmunizacion, como del panning. Como
control negativo se us6 un VHH con especificidad hacia TL1-A,
receptor no presente en las células utilizadas. Para determinar en nivel
de expresion de hPD-L1 se utilizé un anticuerpo comercial IgG de
ratén anti-hPD-L1 conjugado a ficoeritrina (eBioscience). Como control

isotipico para este anticuerpo, se utilizo un IgG de raton (eBioscience).
2.6 Transfeccion
2.6.1 Extraccion de RNA y clonaje en vector de expresion eucariota

Para poder generar una linea derivada de células HEK293 mediante
transfeccion previamente fue necesario obtener el gen codificante para
hPD-L1. Para ello se tomaron 5x10° células HEK-hPD-L1 provenientes
de la linea estable y se las sometid a una extraccion de RNA. La

misma fue realizada con el agente TRIZOL (ThermoFisher) siguiendo
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el protocolo correspondiente. Posteriormente, se realizé una
retrotranscripcion (RT) y posterior PCR con cebadores especificos
(Ver Tabla Il) para amplificar el gen de hPD-L1, los cuales contaban
hacia sus extremos 5’ sitios de corte para las enzimas Not | (#R3189
NEB) y EcoRI (#R0101T NEB)- sitios en subrayado- lo que permitio6 el
clonado dirigido de la proteina en cuestién en el vector de expresiéon
deseado.

Cebadores Secuencia
Rev-hPD- 5’AAAAAAGCGGCCGCGGATTACGTCTCCTCCAAA

L1 TGTGTATCAC-3’
Fwd-hPD- 5AAAAAAGAATTCATGAGGATATTTGCTGTCTTTAT
L1 ATTCATGACC-3’

Tabla Il. Cebadores disefiados para la amplificacion del gen de hPD-L1.
El cebador reverso contiene en subrayado una secuencia de corte para la
enzima Not | mientras que el directo contiene en subrayado una secuencia
de corte para la enzima de restriccion Eco RI. Esto permite el clonaje dirigido

de la proteina en cuestion.

Luego de amplificar este cDNA, se realizo la digestion con EcoRl
durante 3 horas a 37°C en un termociclador. Posteriormente, el
producto de digestion fue purificado utilizando un kit comercial
(Thermo Fisher) y el eluido del kit fue utilizado para realizar una
digestion con Notl. Luego, se realizd el mismo proceso de purificacion
haciendo uso del kit comercial. En paralelo, se digiri6 el vector PEF-
1/myc-His C con las mismas enzimas de restriccion (Not | y Eco RI).
Posteriormente, se ligaron inserto con vector en una relacion molar de
3:1 de la misma forma descrita anteriormente. Este, es un vector de

expresion en células de mamifero el cual permite la sobre-expresion
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de la proteina codificada en él (ver figura X). Este sistema contiene un
promotor EF-1a que permite la expresion constitutiva de la proteina. A
Su vez posee una secuencia codificante para la enzima betalactamasa
gue proporciona resistencia al antibiético ampicilina (utilizado como

método de seleccidn a la hora de transformar bacterias para producir
vector).

AmpR promoter
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PEF-1/myc-His C-hPD-L1 J_
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|CAP binding site|
lac promoter|—
[lac operator]
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Figura X. Diagrama esquemaético del cassette de expresién del vector
PEF-1/myc-His C. La expresion de hPD-L1 se encuentra regulado por el
promotor EF-1a que permite la sobre-expresién de la proteina codificada en
el vector. hPD-L1 se expresara sobre la membrana de las células

transfectadas con dicho vector unido a un tag de seis histidinas y un epitope
myc.

Para obtener una cantidad suficiente del vector PEF-1/myc-His C
contendiendo el inserto de hPD-L1, se utilizo el GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (ThermoFisher) siguiendo el protocolo correspondiente.
Para esto, se electropord 1uL del vector ya ligado en 25 uL de células

E.Coli ER2738 y posteriormente, estas fueron incubadas en 1mL de
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medio de recuperacion SOC a 37°C durante 1 hora en agitacion.
Finalmente, se plaguearon distintas diluciones en placas de agar-
ampicilina y se dejaron ON a 37°C para permitir el crecimiento de
colonias. Al dia siguiente se tomé una colonia aislada y se realizo un
cultivo “starter” en 3mL de LB-ampicilina ON a 37°C en agitacion.
Finalmente se siguio el protocolo correspondiente del kit de miniprep
para obtener cantidades suficientes del plasmido en cuestion.

2.6.2 Optimizacion de la transfeccion de la linea celular HEK293 con
GFP

Para transfectar se utilizé el agente de transfeccion polietilenimina
(PEI), el cual actua condensando el DNA en particulas cargadas
positivamente que se unen a distintos residuos anionicos sobre la
superficie celular y son introducidos a la célula mediante endocitosis.
Previamente a la transfeccion con hPD-L1 fue necesario optimizar el
ratio PEI/DNA para obtener un buen porcentaje de células
transfectadas minimizando la cantidad de reactivos utilizado. Para
esto, se utilizé el vector comercial CMV-GFP (ver figura XI) el cual al
igual que el PEF-1/myc-His C, es un vector de expresion en células de

mamiferos.
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Figura XI. Diagrama esquematico del cassette de expresiéon del vector
CMV-GFP. Este vector de expresion eucariota codifica para la proteina GFP.
La produccién de esta proteina esta mediada por un promotor fuerte de

citomegalovirus.

Para la transfeccion con CMV-GFP se analizaron no solo distintos
ratios de agente transfectante/DNA sino también distintas densidades
de células sembradas para encontrar la condicion optima. Para ello, se

utilizaron placas de 15cm en las siguientes condiciones:

N células Ratio Ratio Ratio Ratio
HEK293 PEI/DNA  PEI/DNA PEI/IDNA  PEI/DNA
5,0x10° 5 10 15 20
8,5x10° 5 10 15 20

Tabla Ill .Condiciones de transfeccién en placas de 15cm. Se
transfectaron dos condiciones de cantidad de células (5,0x10° y 8,5x10°) con
cuatro distintos ratios de PEI/DNA (5,10,15 y 20).
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Ademas de estas placas transfectadas con CMV-GFP, también se
realizaron controles de toxicidad del agente usado para transfectar en
los cuales no se adicionaba DNA ademas de un control de células sin
transfectar. Este protocolo consiste en sembrar el nUmero de células
deseado sobre placas de 15cm en 20mL de Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) con 10% suero fetal bovino (SFB,
Sigma Aldrich) conteniendo L-glutamina (2mM) y el antibi6tico Pen-
Strep (1%) (ThermoFisher). Al dia siguiente, se retiré medio y se le
agregd medio nuevo sin SFB hasta un volumen final de 10ml de
DMEM a una concentracion de 2% de SFB. Esto se realizé ya que el
suero puede inhibir el proceso de transfeccion. Luego se preparo la
mezcla de PEI-DNA. Para ello se colocé la cantidad de PEI necesaria
(dependiendo de la cantidad de DNA usada) sobre el DNA, éste fue
vortexeado durante 30 segundos y la mezcla fue incubada a
temperatura ambiente por 30 minutos para permitir la formacion de los
complejos PEI-DNA. Una vez realizada la incubacion se transfectaron
las células mediante un goteo en circulos cubriendo toda la placa para
maximizar la cantidad de células transfectadas y se colocaron en
incubador a 37°C con 5% de CO2y 95% de O,. Posteriormente, entre
4-6 horas luego de realizada la transfeccion se agregaron 10mL de
DMEM con 10% SFB a las células. Luego de pasadas 48 horas se
puede considerar que las mismas se encuentran transfectadas y
expresando cantidades considerables del ligando. Cabe resaltar que la
transfeccion fue realizada a una densidad celular de 70 u 80% de la

placa.
2.6.3 Transfeccion de linea celular HEK293 con hPD-L1

Una vez obtenida la cantidad suficiente de plasmido y haber
optimizado la relacién PEI/DNA se procedio a transfectar la linea
celular HEK293 con PEF-1/myc-His C-hPD-L1 para producir una linea

de expresion transitoria. En este caso, se utilizaron 30 ug del vector
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PEF-1/myc-His C-hPD-L1 con 135 uL de PEI resultando un ratio
PEI/DNA de 15. Luego de la incubacién se siguio el protocolo

explicado anteriormente.
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3 RESULTADOS

3.1 Titulacién de anticuerpos totales contra el antigeno de

inmunizaciéon en suero de llama.

Durante la inmunizacion, la respuesta contra el extracto de las células
HEK-hPD-L1 fue controlada midiendo la reactividad del suero extraido a
los 15 dias posteriores a cada inmunizacion, excepto para la dltima que
se realiz6 a la semana, figura XII.

Titulacidn sueros con extracto de células HEK-hPDL1
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Figura XII. Curvas de titulacién de anticuerpos en suero de llama contra un
extracto de células HEK-hPD-L1. La reactividad de los sueros se midio en un
ensayo de ELISA revelado con un anticuerpo de ratén anti-anticuerpos totales de

llama, y un anti-ratén peroxidasa.

Observando la figura se concluye que la llama respondié efectivamente
contra las células HEK-hPD-L1. Por otro lado no existe una diferencia
remarcable en cuanto al titulo (definido como aquella dilucién a la cual la

maxima sefial disminuye a la mitad) entre la pendltima y Ultima
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inmunizacién, que dieron titulos de 1736 y de 2457 respectivamente, por
lo que se asume que inmunizaciones posteriores no aumentarian
significativamente el titulo y por tanto se procedié preparar la biblioteca.
No obstante, cabe recordar que en este ensayo se utiliza para la
deteccién un anti-suero contra anticuerpos totales de llama y por tanto no
se determina solamente el titulo de anticuerpos monodominios, sino de
anticuerpos totales contra el extracto de células HEK-hPD-L1. Ademas, la
respuesta medida es contra el extracto total no pudiendo sacarse
conclusiones sobre la reactividad especifica contra hPD-L1. A pesar de
esto, dado que a esta altura no se disponia del antigeno como tal, se
procedio a la construccion de la biblioteca.

3.2 Generacion de la biblioteca de fagos filamentosos

RNA MP

Figura Xlll. Analisis de la integridad de RNA extraido. Gel de agarosa 1%

teflido con bromuro de etidio, MP: marcador de tamafio molecular.

Para la preparacion de la biblioteca se aislaron aproximadamente 10°
leucocitos mononucleares y se extrajo el RNA. La figura XllI muestra que

el RNA no presentaba signos de degradacion. Si bien se nota un pequefio
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smear, este no representa degradacion de RNA sino que los distintos
RNAm codificantes para las distintas proteinas celulares, que poseen
tamarfos diferentes generan este patrén. Posteriormente, se procedi6 a
realizar la retrotranscripcion del RNAm para sintetizar cDNA. A partir de
este cDNA se amplificaron los genes de los VHH utilizando los cebadores
descriptos mas arriba; esto es 4 cebadores de sentido forward o directo
(VH1, VH3, VH4 Y VHArgento) y un cebador de sentido reverso (JH).
Estos cebadores amplifican también los genes del dominio variable de la
cadena pesada de los anticuerpos convencionales de la llama. Si bien
esto no es un objetivo en si mismo, no representa un problema dado el
gran tamafio de la biblioteca a construir, y a que generalmente no son

seleccionados durante el panning debido a su falta de solubilidad.

MP VH1 VH3 VR4 VHarg C-

1000
500pb

Figura XIV. PCR de VHHSs con los diferentes cebadores. Gel de agarosa 1%
conteniendo productos de PCR y sus respectivos controles. El revelado se

realizé con bromuro de etidio.

Como se observa en la figura XIV en todos los carriles se visualizan
bandas cercanas a los 500 pb correspondientes al producto resultante de
PCR. Dado que los VHHSs (y VHSs) poseen un tamarfio de entre 400 y 500

pares de bases, se concluye que tanto la retrotranscripcion como la PCR
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funcionaron correctamente. En el control negativo (C-) se omitié el cDNA,
observandose solamente los cebadores. Para la preparacion de la
biblioteca se combinaron las 4 PCR independientes realizadas con los
distintos cebadores, y estos productos se digirieron con Sfil y se clonaron
direccionalmente en el vector pComb3X. La eficiencia de la ligacion se
verific6 mediante pruebas de electroporacion de células E. coli ER2738
supercompetentes en pequefia escala (ng de DNA). El criterio utilizado en
este caso es que el numero esperado de transformates (pfu) por ug de
DNA debe ser >1 x10’. Una vez confirmado este valor se procedi6 a
realizar la ligacion en gran escala utilizando 5 pg del producto de ligacién
purificado, obteniéndose 1 x 108 pfu. A partir de estas células, mediante
infeccion con un fago helper se genero la biblioteca de fagos que
expresan VHHSs.

3.3 Seleccion de nanobodies especificos contra hPD-L1
3.3.1 Primer panning

Como se menciono anteriormente en la seccién de materiales y métodos,
en la primera ronda de panning se pre-incubaron 1,5x10" particulas
virales de la biblioteca generada con 2,0x10° células HEK293 (linea
parental de la HEK293-hPD-L1) de modo de remover los fagos que tenian
afinidad por componentes propios de estas células. Los fagos del
sobrenadantes, se incubaron entonces con 2,0x10° células HEK293-hPD-
L1. Luego del lavado los fagos se eluyeron con tripsina y se obtuvo un
output de 1,7x10" pfu/mL. Este output se amplific y se sometié a una
segunda ronda de seleccidn llevada a cabo de la misma forma que la
primera, excepto que se elimind la etapa de pre-adsorcion en células
HEK?293. El titulo del segundo output fue de 0,8x10’ pfu/mL. En ambos
casos, se calculd el porcentaje de recuperaciéon de fagos teniendo en
cuenta el titulo del input (la biblioteca en la primera ronda de seleccién y

el primer output amplificado en la segunda ronda) y en ambos caso se
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verificé una recuperacion de aproximadamente el 0,001%.
Lamentablemente, no se observo un aumento en la recuperacion en la
segunda ronda, lo cual indicaba que no se estaba produciendo el
enriquecimiento esperado. De todas formas se procedi6 a realizar un
analisis de la reactividad de algunos clones antes de proseguir. Para esto
se prepararon 12 sobrenadantes de VHHSs individuales directamente
expresados desde el pComb3X, y se verificod su reactividad por ELISA
usando como antigeno la proteina hPD-L1 biotinilada capturada con
avidina y detectando la presencia del nanobody con el anticuerpo anti-HA
peroxidasa. Como controles negativos se incluy6 avidina, BSA.

Lamentablemente ninguno de los clones dio lecturas positivas.

La primera estrategia de panning consistio de dos rondas de seleccion,
ambas utilizando la linea celular de expresion estable de hPD-L1. Como
se explicd en la seccidn anterior, para generar esta linea, las células
HEK?293 fueron transducidas establemente con un lentivirus codificante
para hPD-L1, y esta misma linea fue la utilizada para realizar la
inmunizacion. Desafortunadamente, a pesar de haberse pre-adsorbido
con la linea HEK293 en la primera ronda de panning, es muy probable
gue los VHHs se hayan seleccionado contra moléculas de la superficie de
estas células. De todas formas esta ultima hipétesis no se verificd por
carecerse en ese momento de reactivos anti-HA con fluoréforos para
estudiar la reactividad de los nanobodies por citometria sobre células
HEK293, y en su lugar se procedié a realizar un nuevo panning
incluyendo una ronda de seleccién con la proteina recombinante para

forzar la seleccion de VHHs que reaccionaran con la misma.
3.3.2 Segundo panning

De la misma forma explicada anteriormente, se partié de la biblioteca
generada y en la primer ronda de seleccién, la misma fue pre-incubada

con 2,0x10° células HEK293 y posteriormente el sobrenadante de fagos
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fue incubado con 5 pg de hPD-L1 recombinante biotinilado. Luego de 1 h
se capturé hPDL-1 en placas cubiertas con avidina y se lavo
exhaustivamente. Los fagos unidos al ligando se eluyeron alcanzandose
un titulo de 4,4x10° pfu/mL. Este output fue amplificado y su titulo fue de
1,5x10 pfu/mL. Este amplificado fue utilizado para realizar una nueva
ronda de panning sobre células, utilizando 2,0x10° células HEK293-hPD-
L1. La razdn de utilizar células y no continuar con la recombinante se
debe a que la experiencia previa mostr6é con estos se aislaban clones que
luego no reaccionaban con el receptor nativo. De todas formas, el output
de fagos eluidos de estas células alcanz6 un titulo de 1,6x10° pfu/mL, que
fue bajo. Este segundo output fue amplificado y se realiz6é una ronda
adicional de panning en iguales condiciones que la anterior, pero el titulo
del tercer ouput se mantuvo en el mismo orden. La falta de aumento del
titulo luego del segundo panning estaria indicando que nuevamente no se
produjo un enriquecimiento en clones especificos para hPDL-1. En
efecto, cuando se prepararon sobrenadantes de VHHSs individuales y se
verifico su reactividad por ELISA contra la hPD-L1 recombinante, los

resultados fueron negativos.

A partir de estos resultados, surgio la idea de que posiblemente, la linea
de expresidn estable no se encontrara en las condiciones esperadas y
haya, en cierta medida, perdido la expresion de hPD-L1 debido a distintas
condiciones de estrés celular. Por ejemplo, a mayor tiempo de cultivo, es
mas probable que las células comenzaran a perder la expresion de hPD-
L1 debido a la presion selectiva durante su desarrollo. En linea con esta
hipétesis, es de notar que el lentivirus con el cual se transdujeron las
células codificaba para la resistencia al antibiotico eucariota G418, pero

nunca pudo ser usado porque las células se morian.

Dado que a esta altura, fue posible adquirir el anticuerpo comercial anti-
hPDL-1 (conjugado a ficoeritrina) se procedio a verificar el nivel de

expresion del receptor en la linea celular, figura XV. Como se observa en
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esta figura, el nivel de expresion es muy moderado. Lamentablemente

esto pudo afectar tanto la etapa de inmunizaciéon como el proceso de

panning.
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Figura XV. Histograma de expresién de hPD-L1 sobre linea celular estable.

El control positivo se realizé con el anticuerpo comercial anti-hPD-L1-PE (color

rosa) y el control de isotipo correspondiente (verde y azul).

De todas maneras, aun habiéndose comprobado la baja expresién de
PDL-1, se consideré que se justificaba verificar la reactividad de los
clones aislados directamente sobre las células, dado que como se
menciond, los nanobodies pueden carecer de reactividad cruzada entre
receptores recombinantes y nativos. A estos efectos se comprobo la
reactividad de los clones seleccionados contra las células de expresion

estable de hPDL-1mediante citometria. Para esto, se subclonaron los
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VHHSs al vector de expresion procariota pINQ-BtH6 y se produjeron de

forma biotinilada como se explica a continuacion.

3.4 Clonaje de outputs en vector de expresiéon procariota pINQ-BtH6

Out  piNQ pINQ
WPD-L1  SD SH1 wmPp

Figura XVI. Andlisis de digestion del vector pINQ-BtH6 y un output (a modo
representativo). Gel de agarosa 1% revelado con bromuro de etidio con
productos de PCR digeridos con enzima Sfi | previo a la ligacion de los outputs
con vector pINQ-BtH6.

En la figura XVI se muestra el producto de la digestion tanto de uno de
los outputs de hPD-L1 (a modo representativo) como del vector pINQ-
BtH6 utilizando la enzima Sfi |, de modo de poder producir los VHHs como
se explicd anteriormente en seccion de materiales y métodos. En el
primer carril del gel se cargd el DNA extraido de un output de hPD-L1
digerido con Sfi |, el cual se corresponde con el tamafio esperado,
aproximadamente 500 pares de bases, siendo éste el peso molecular de
los VHHSs. En el segundo carril se observa el vector pINQ-BtH6 sin digerir,
notandose las bandas correspondientes al plasmido en sus distintas
formas. En el tercer carril visualiza el vector pINQ-BtH6 digerido con la
enzima Sfi I. Luego de la digestion, las bandas que se sefalan se

purificaron, se procedio a ligar el inserto, y la mezcla de ligacion se
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electropor6 en células BL21-pBIR que contenian el vector pCY-216. A
partir de clones individuales procedié entonces a la produccién de
nanobodies biotinilados como se describe en la seccién materiales y
métodos.

3.5 Citometria sobre linea celular de expresion estable

Para reducir el nUmero de experimentos, la citometria se realiz6 con pools
de 5-6 clones de VHHSs en un solo sobrenadante, el cual fue utilizado para
la incubacién con las células HEK293-hPD-L1. Para este screening se
utilizaron VHHs tanto del primer panning sobre células (c/c), como del
segundo panning que incluyo una ronda de seleccion con la proteina
recombinante en solucion y dos rondas sobre células (s/c/c). Si bien la
mayoria de los pools de VHHs generaron sefiales negativas (similares al
control negativo) para el reconocimiento de hPD-L1, algunos pools dieron
lugar a una sefial ligeramente positiva con respecto al control negativo. A
modo representativo se muestra en las figuras XVII y XVIII, el pool 41-45
del panning c/c y el pool 46-48 del panning s/c/c respectivamente. En
ambos casos la sefal fue moderadamente positiva, pero menor a la
obtenida con el anticuerpo de control positivo. Para comprobar si las
sefales relativamente bajas observadas en algunos pools de VHHs eran
debido a su dilucién, se prosiguid a producir de manera individual cada
clon de aquellos pools del panning c/c y realizar otra citometria sobre las
mismas células. Se escogieron los clones del panning c/c sobre los del

s/c/c debido a que presentaron un corrimiento mayor.
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Sample Name

Population Name

|CC 41-45.016 Células vivas

hPDL1 antic control PE.007 Células vivas

A2 control neq.005 Células vivas
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Figura XVII. Histograma de screening por citometria de fujo de clones anti-

hPD-L1 obtenidos por panning c/c. El control positivo se realizé con el

anticuerpo comercial anti-hPD-L1-PE (color rosa), como control negativo se usé
un VHH (A2) anti-TL-1A (azul). El resultado para el pool 41-45 de VHH

biotinilados se muestra en verde. Para el revelado de los VHHSs se utilizé

streptavidina conjugada a ficoeritrina (PE).
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Sample Name Population Name
SCC 46-48.028 Células vivas
hPDL1 antic control PE.O07 Células vivas
A2 control neg.005 Células vivas
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Figura XVIII. Histograma de screening por citometria de flujo de clones anti-
hPD-L1 obtenidos por panning s/c/c. El control positivo se realiz6 con el
anticuerpo comercial anti-hPD-L1-PE (color rosa), como control negativo se uso
un VHH (A2) anti-TL-1A (azul). El resultado para el pool 46-48 de VHH
biotinilados se muestra en verde. Para el revelado de los VHHSs se utilizd

streptavidina conjugada a ficoeritrina (PE).

El andlisis individual de los VHH biotinilados de pools positivos, mostro
gue algunos de ellos reaccionaban con componentes de las células HEK-
hPD-L1. En forma representativa, se muestra el resultado para el clon
A1l obtenido del primer panning (c/c), figura XIX. La intensidad de la
sefal del VHH A11 es incluso mayor a la obtenida utilizando el control
positivo. Esto resulté llamativo debido a que el anticuerpo comercial
reconoce con gran afinidad a hPD-L1 y se titulé previamente para usarlo a
una dilucion suficiente como para interaccionar en su maxima capacidad.
Cuando estos clones se probaron directamente sobre la linea HEK

parental, no se observo reactividad alguna. Por tanto, estos resultados
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lucian promisorios pero faltaba atun una confirmacion adicional, dado que
no se podia descartar la reactividad contra algiin neo-componente distinto
de hPD-L1 que podrian estar expresando las células HEK- hPD-L1 como
resultado de la transformacién con lentivirus. Para dirimir esta cuestion se
procedi6 a generar una nueva linea celular de expresion transitoria hPD-
L1, lo cual requirio previamente clonar el gen en un vector para llevar

adelante la transfeccion.

Population Name Sample Name
Células vivas hPDI1 A11.024
Células vivas hPDI1 s marcar.014
Células vivas hPDI1 C+.017
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Figura XIX. Histograma de screening del clon A1l obtenido por panning
c/c. El control positivo se realizé con el anticuerpo comercial anti-hPD-L1-PE
(color rosa), como control negativo se usé un VHH (A2) anti-TL-1A (azul). El
resultado para el VHH Allse muestra en verde. Para el revelado de los VHHSs se

utilizé streptavidina conjugada a ficoeritrina (PE).
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3.6 Extraccion de RNA, amplificacién y clonado del gen hPD-L1

MP ARN

Figura XX. Analisis de integridad del RNA extraido. Gel de agarosa 1% con
producto de extraccion de RNA de celulas HEK- hPD-L1.

El gen de hPD-L1 clonoé a partir de la linea HEK- hPD-L1. Una vez
controlada la integridad del RNA (figura XX), se prepar6 el cDNA
correspondiente y se amplificé el gen de hPD-L1 como se describe en
materiales y métodos. El producto amplificado tuvo el tamafio esperado
de aproximadamente 900 bp (figura XXI) que corresponde al gen
completo del ligando, cuya secuencia aminoacidica y organizacion se

muestra en la figura XXII.
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hPDL1
MP RT-PCR C-

Figura XXI. Andlisis de producto de amplificacion de hPD-L1 por PCR. Gel

de agarosa 1% mostrando la amplificacién de hPD-L1 y el control negativo.

Péptido  Dominio topnoléeico lg-like V-type Cola :
senal e lg-like C2-type citonlasmatica
—) § ) m—
Transmembrana
N-terminal C-terminal

MRIFAVFIFMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALI
VYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKLQ
DAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYP
KAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPE
ENHTAELVIPELPLAHPPNERTHLVILGAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGI
QDTNSKKQSDTHLEET-S
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Figura XXIl. Esquema topolégico y secuencia de la proteina hPD-L1. El
cédigo de color utilizado en las secuencia de aminoacidos es el mismo que se
utiliza en el esquema topolégico de hPD-L1. A la izquierda se muestran los dos
dominios de la region extracelular del receptor (azul), y la interaccion del domino
N-terminal con PD1 (rojo) (adaptado de Lin et al™).

Posteriormente se procedié a clonar el gen de hPD-L1 en el vector PEF-
1/myc-His C (PEF-1/myc-His C-PD-L1) tal y como fue explicado
anteriormente en materiales y métodos. Para comprobar que la ligacién
fue efectiva se realiz6 una colony PCR sobre 10 de las colonias obtenidas
de la electroporacion. Nueve de estas dieron lugar al producto esperado,
y a partir de una de estas se hizo una preparacion de DNA para realizar la

transformacion de céluals HEK.

Figura XXIII .Andlisis de productos de PCR de colonias transformadas con
PEF-1/myc-His C-hPD-L1.Gel de agarosa 1% con productos de colony PCR de
10 colonias distintas provenientes de la ligacién de hPD-L1 en el vector PEF-

1/myc-His C. Revelado con bromuro de etidio.

3.7 Transfeccion transitoria de células HEK293

Previo a realizar las transfecciones con el vector PEF-1/myc-His C- hPD-

L1, se llevo adelante una etapa de optimizacion utilizando el vector CMV-
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GFP. Para esto se compar¢ la tasa de transfeccion de distintas
densidades celulares (5,0x10° y 8,5x10° células/placa) y distintas
relaciones de agente transfectante/DNA para definir la condicion 6ptima
de transfeccion donde se utilizara la menor concentracion de PEI posible
(tanto para disminuir el estrés celular como para minimizar la cantidad de
reactivo utilizado). En la figura XXIV, se observan las dos mejores
condiciones obtenidas, tanto de cantidad de células sembradas utilizando
una placa de 15cm como la relacion PEI/DNA. Si bien se observa que
ambas condiciones rinden un porcentaje de transfeccién muy similar, se
eligié como 6ptima la condicion de transfeccién de 8,5x10° células
HEK293/ placa con una relacién de PEI/DNA = 10 debido a que bajo el
microscopio se pudo observar que las células transfectadas con un ratio
de PEI/DNA = 20 se hallaban menos adheridas a la placa, encontrandose,
por ende, mas células muertas. Esta condicion de transfeccion, como se
muestra en la figura XXIV, exhibe un buen corrimiento de intensidad de la
sefal en FL1-H (canal de emision de GFP) mientras se conserva un alto
porcentaje de células vivas en el cultivo (resultado no mostrado). En este
caso, el control negativo (grafica en color azul) se realiz6 con células
HEK293 sin transfectar. Habiendo hallado la condicién 6ptima para
transfectar, se procedio a realizar la transfecciéon con PEF-1/myc-His C -

hPD-L1 mediante el mismo procedimiento.
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Sample Name [ Population Name
8.5E6 10.007 Células Vivas
5E6 20.005 Células Vivas
HEK.002 Células Vivas
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Figura XXIV Histograma de optimizaciéon de la transfeccion de células HEK
con el vector CMV-GFP. Se representan las mejores condiciones de
transfeccion con el agente transfectante PEI. Se midié expresion de GFP en el

canal de fluorescencia FL-1.

Para la transfeccion con PEF-1/myc-His C -hPD-L1 se siguio el mismo
procedimiento mencionado anteriormente. La eficiencia del proceso se
analiz6 mediante citometria utilizando el anticuerpo comercial anti- hPD-
L1 conjugado a ficoeritrina, encontrandose una alta expresion. Como esta
herramienta iba a ser utilizada con frecuencia en el futuro, a modo de no
tener variaciones y evitar realizar el proceso de transfeccion repetidas
veces, se estudio la posibilidad de producirlas en gran escala y
conservarlas a -80°C. Si bien los resultados no se muestran, el
descongelado de estas células luego de varios dias o semanas, no
mostrd variaciones significativas en la intensidad de la sefial,
concluyéndose que el congelado y descongelado del batch de células no
afectaba los niveles de expresion de hPD-L1. Sobre esta base se realiz6
una preparacion en gran escala de células, denominadas HEK/hPD-

L1/high, que se alicuotd, congeld, y que de aqui en mas se utilizé a lo
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largo de este estudio. El control de expresion de hPD-L1 en estas células

se muestra en la figura XXV.

Sample Name ﬁopulaﬁon
ame

HEK Cpositivo.003 |Células Vivas

pe——{ransitorio C1.004 Células Vivas

p—— transitorio pos.005 |Células Vivas

Normalized To Mode

FL2-H

Figura XXV. Histograma de expresion de hPD-L1 en células HEK293

transfectadas (HEK/hPD-L1/high). En color rosa se observa el marcado

de las células HEK/hPD-L1/high con el anticuerpo comercial anti- hPD-L1-

PE, mientras que en verde y azul se observan los histogramas
correspondientes a los controles negativos de células HEK + anticuerpo
comercial anti- hPD-L1-PE y células HEK/hPD-L1/high + anticuerpo

isotipico respectivamente.
3.8 Andlisis de clones de VHHs contra células HEK/hPD-L1/high

Una vez obtenida esta herramienta, se decidié analizar la reactividad de

los clones de VHH seleccionados previamente que no reaccionaban con
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las células HEK, pero si lo hacian con la linea celular estable HEK- hPD-
L1. Se eligieron los 3 clones que daban la mayor sefal. En cuanto al clon
A1l (figura XXVI), confirmando los resultados anteriores, se observo que
no genera una sefial positiva con las células HEK293 y si un corrimiento
moderado con la linea estable. Desafortunadamente, este corrimiento no
se observa con las células HEK/hPD-L1/high que expresan cantidades
mucho mas altas de hPD-L1. Para el clon B1 (figura XXVII), esta vez no
se observo un corrimiento significativo entre las sefiales generadas sobre
las HEK- hPD-L1 estables y las HEK293, y tampoco con las HEK/hPD-
L1/high por lo que igual se descarta que reconozca al ligando de PD-1. En
cuanto al clon C7 (figura XXVIII), aunque en menor intensidad, la

situacion parece ser similar a la observada con el A11.

Estos resultados indicarian que los nanobodies A1l y C7 estarian
reconociendo algin componente presente en la membrana de las células
de expresion estable. Cabe recordar que las mismas fueron transducidas
establemente con el lentivirus, y que estos vectores virales se integran al
azar en el genoma de las células que infectan. Esto, puede distorsionar la
expresion génica, pudiendo en algunos casos afectar genes vinculados a
promotores celulares que lleven a la inhibicién o sobre-expresion de
distintos componentes celulares, y de esta forma podrian aparecer en la

superficie celular proteinas que no estan expresadas en la linea parental.
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Sample Name

transitorio pos.005
A11 nuevo 1 10.023
Trans A11 nuevo sd.016

HEK A11 nuevo sin dil.009

Normalized To Mode

Figura XXVI Histogramas obtenidos con el VHH All biotinilado
seleccionado por panning c/c. Reactividad contra células HEK (azul), células
de expresion estable de hPD-L1 (negro) y células HEK/hPD-L1/high (verde).
Para el revelado de los VHHSs se utilizé streptavidina conjugada a ficoeritrina
(PE). El resultado del control negativo (VHH anti-TLA-1) se omitié por

simplicidad.
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Sample Name

transitorio pos.005

B1 sin diluir estable.025
Trans B1 nuevo sd.018
HEK B1 nuevo sd.011

Normalized To Mode

Figura XXVII Histogramas obtenidos con el VHH B1 biotinilado
seleccionado por panning c/c. Reactividad contra células HEK (azul), células
de expresion estable de hPD-L1 (negro) y células HEK/hPD-L1/high (verde).
Para el revelado de los VHHSs se utilizo streptavidina conjugada a ficoeritrina
(PE). El resultado del control negativo (VHH anti-TLA-1) se omitié por

simplicidad.
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Sample Name

transitorio pos.005

HEK C7 nuevo sd.013
Trans C7 nuevo sd.020
c7 nuevo estable sd.027

Narmalized To Mode

Figura XXVIII Histogramas obtenidos con el VHH C7 biotinilado
seleccionado por panning c/c. Reactividad contra células HEK (azul), células
de expresion estable de hPD-L1 (negro) y células HEK/hPD-L1/high (verde).
Para el revelado de los VHHSs se utilizé streptavidina conjugada a ficoeritrina
(PE). El resultado del control negativo (VHH anti-TLA-1) se omitié por

simplicidad.

3.9 Nueva ronda de panning sobre células HEK- hPD-L1
transfectadas

Como ultimo recurso, debido a que se contaba con el stock de células
HEK- hPD-L1 de expresion transitoria y se habia comprobado que al ser
descongeladas los niveles de expresion del ligando se mantenian, se
procedio a descongelar alicuotas y realizar una ronda de seleccion de
VHHSs (con anterior pre-incubacion con linea parental HEK293) siguiendo
el mismo procedimiento detallado para los panning con células.

Posteriormente se analizé la reactividad de los clones seleccionados y
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para nuestra sorpresa, los resultados fueron similares a las rondas de
seleccion anteriores, indicando que los bajos niveles de expresion del
ligando en la linea estable utilizada en la inmunizacion, no fueron capaces
de inducir una respuesta de anticuerpos significativa contra este

componente.
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4 DISCUSION Y CONCLUSION

Teniendo en consideracion lo discutido anteriormente, si bien se
detectaron clones reactivos contra las células usadas en la inmunizacion,
ninguno resulté reconocer de forma especifica a hPD-L1. Hay varias
razones que pueden explicar este resultado. Para comenzar, ante el
fracaso inicial utilizando exclusivamente rondas de panning contra la linea
celular estable, en la segunda estrategia se decidi6 alternar la seleccion
con la proteina recombinante. En ambos casos no se observo
enriquecimiento y la evaluacion de los clones se realiz6 inicialmente por
ELISA con la proteina recombinate. En el proceso de produccion de la
proteina recombinante, esta puede adquirir una conformacion diferente de
la nativa, o carecer de modificaciones post-traduccionales, por lo que en
el momento de la seleccion, los VHHs que reconocian al receptor en su
conformacién nativa podrian no reconocer a la proteina recombinante. Lo
cual no es ilogico, teniendo en cuenta que el reconocimiento de los VHHs
es muy dependiente de la conformacién del antigeno”’, y que la llama fue
inmunizada con los receptores en forma nativa expresados sobre células
HEK293.

Aunque estas consideraciones son validas, el resto de los resultados
obtenidos pareceria indicar que el principal problema fue la baja expresion
de hPD-L1 en la linea celular utilizada en la inmunizacion, por lo que no
se habrian generado VHHSs contra este receptor. Lo cual quedo
evidenciado porque tampoco pudieron aislarse VHH anti hPD-L1
utilizando las células HEK/hPD-L1/high .Lamentablemente, esto se
evidencio en etapas avanzadas del trabajo cuando accedimos al
anticuerpo anti-hPD-L1 para citometria, y cuando ya se habia generado la
biblioteca de VHH, que implica un gran esfuerzo. De todas formas,
nuestro trabajo arrojo interesantes ensefianzas. Asi por ejemplo, queda
claro que el disefio experimental de pre-adsorcion de la biblioteca es muy

eficiente para remover los clones reactivos contra la linea parental

67



Tesina de grado — Licenciatura en Bioquimica Noviembre 2016

utilizada en la inmunizacion. Lo cual se evidencia debido a que los VHHs
gue se obtuvieron reconocian especificamente ligandos que no estaban
presentes en las células HEK. Estos “neo-ligandos” parecerian haber sido
originados por la forma en la que se generé esa linea celular mediante
transduccion con un lentivirus, que como se ha comentado puede
provocar cambios significativos en la expresion génica de la linea

generada.

Otra importante contribucion de este estudio fue el proceder al clonado
del gen de hPD-L1 en un vector para expresion eucariota y optimizar las
condiciones para su transfeccion dando lugar a la produccién de células
con alta expresion del este ligando. Sumando a esto, se logré demostrar
gue estas células podian producirse en gran escala y conservarse a -80°C
por extensos periodos, lo cual tiene una enorme importancia practica para
llevar adelante el aislamiento y la caracterizacion de anticuerpos contra
este ligando, pero que podria en el futuro aplicarse igualmente otros

receptores.

En resumen, este trabajo generd conocimiento, experiencia local y
herramientas para la generacién de nanobodies utilizando células
transfectadas. De hecho, los avances y contribuciones de esta tesina de
grado, y también los fracasos, permitieron a otro integrante del laboratorio
de la Céatedra de Inmunologia, redisefar las estrategias de seleccion y
utilizando una biblioteca preparada a partir de un llama inmunizada con el
hPD-L1 recombinante, seleccionar una serie de VHHs especificos para
hPD-L1, y caracterizarlos al disponerse de las células HEK/hPD-L1/high

generadas en este trabajo.
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5 GLOSARIO

Biblioteca de fagos filamentosos: Preparaciones de fagos filamentosos
gue expresan en su superficie proteinas o péptidos de secuencia variable
y contienen DNA codificante para dichas secuencias en su genoma viral
plasmidico modificado.

Especificidad: Capacidad de un anticuerpo (a los efectos de este trabajo)

de reconocer un antigeno y no interaccionar con otros.

Fago helper: Fago cuyo genoma plasmidico provee a las células de las
proteinas de la capside viral asi como de plll sin fusionar, pero tiene una
sefal de encapsidacion menos eficiente que el fago wild type. Se utiliza
para generar particulas de fagos recombinantes en una primera instancia
al construir una biblioteca (ya que el genoma recombinante de estos fagos
no contiene toda la informacion genética para codificar la capside viral)
infectando bacterias previamente transformadas con los plasmidos virales
recombinantes. También se utiliza para amplificar poblaciones de fagos
de interés (por €j.: de un output), infectando bacterias previamente

infectadas con dicha poblacion.

Input: Poblacion de fagos que se incuba con una molécula de interés
para seleccionar aquellos con especificidad por la misma en una ronda de
panning. Puede corresponder a la biblioteca intacta (si se trata de una
primera ronda de panning) o a un amplificado de un output de una ronda

de panning anterior.

Output: Poblacién de fagos eluida de una determinada ronda de panning

contra una molécula de interés.

Output Amplificado: Poblacion de fagos obtenida de un output de una
ronda de panning que fue amplificada o replicada, mediante infeccion de
bacterias permisivas con el output y posterior infeccion con un fago

helper. De esta manera, cada particula viral obtenida de un output se
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replica varios 6rdenes de magnitud para poder realizar otra ronda de

panning.

Panning o “seleccion”: metodologia utilizada para seleccionar
especificamente, a partir de una biblioteca de fagos, aquellas variantes
que interaccionan con una molécula de interés. Usualmente consiste en
varias rondas consecutivas de seleccion. Cada ronda consta de la
incubacion de la biblioteca (o output amplificado) con la molécula de
interés, lavados para quitar la fraccién de fagos inespecifica para dicha
molécula, y la elucidon de los fagos que interaccionaron especificamente
con la molécula de interés. A dicha poblacion de fagos especificos se le
denomina output de la ronda de panning.

Phage display (“presentacion en fagos”): técnica de laboratorio utilizada
para el estudio de interacciones proteina-proteina, proteina-péptido,
proteina-DNA, etc, basada en el uso de bacteriéfagos (virus que infectan
bacterias) que permiten conectar fisicamente proteinas expresadas en su
capside, con la informacion genética que las codifica. En esta técnica, un
gen codificante para una proteina (ej: un VHH) o péptido de interés se
fusiona con el gen de una proteina de la capside viral manipulando el
genoma viral plasmidico, y tras la produccion del fago se consigue que
éste presente la proteina de interés al exterior de la particula
consiguiendo conectar genotipo con fenotipo. Estos fagos pueden
entonces ser incubados contra otras proteinas, péptidos o secuencias de
DNA, con el fin de detectar la interaccion entre la proteina que se muestra
y las otras moléculas. Usualmente se utilizan bibliotecas de proteinas o
péptidos en fagos para realizar seleccion de variantes que interaccionen

con moléculas de interés.

Reactividad: En un ensayo de ELISA reactividad se refiere al

reconocimiento de un anticuerpo por el analito que se ensaya. Asi, el
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término “reactividad cruzada” se refiere al reconocimiento de moléculas

diferentes al analito para el cual se desarroll6 en primera instancia.

Screening: Estudio de una poblacién de fagos en el cual se buscan
aquellos especificos por la molécula de interés. Generalmente se incuban
clones aislados de fagos (0 VHHs en el caso de este trabajo) detectando
la unién de este y su antigeno mediante un anticuerpo conjugado
especifico de la capside viral (0 de un epitope al cual el VHH esta
fusionado en este caso). De esta forma se pueden seleccionar aquellos
fagos o VHHSs especificos por la molécula de interés, y conocer su
secuencia gracias al acoplamiento entre proteina-secuencia de DNA que

existe en la metodologia de phage display.

Titulo de una preparacion de fagos: cantidad de fagos por mililitro. Se
calcula mediante la infeccion de bacterias con diferentes diluciones de la
preparacion de fagos, y plaqueando dichas bacterias en placas de agar
con el antibidtico para el cual el genoma viral plasmidico otorga
resistencia. Se asume que una colonia solamente puede ser infectada por
un fago (ya que existen mecanismos que inhiben la infeccién posterior por
otro de la biblioteca, aunque no del fago helper), por lo cual el nimero de
colonias contadas representa el titulo de la preparacion al expresarlo por

mL de la misma.
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