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RESUMEN

Los antibidticos beta-lactamicos son el grupo de medicamentos contra los cuales se reporta el
mayor numero de reacciones alérgicas, y son la principal causa de anafilaxis fatal asociada a
medicamentos. Si bien es crucial que estas alergias sean diagnosticadas, un importante

Ill

problema en la clinica es el “sobre-etiquetado” de pacientes como alérgicos sin confirmar la
presencia de una verdadera alergia. Como consecuencia, se recurre a tratamientos con
antibidticos alternativos que suelen ser mas téxicos, menos eficientes y mas costosos, para un
grupo de pacientes de los cuales se ha demostrado que mas del 90% puede tolerar dosis
terapéuticas de estos antibidticos. Es por lo tanto de suma importancia contar con eficientes
métodos de diagndstico que permitan confirmar o descartar la presencia de una alergia. El
laboratorio donde se desarrollé esta tesina esta llevando a cabo una colaboracién con el Dr.
Angel Maquieira para desarrollar un inmunoensayo en formato ELISA que pueda contribuir al
diagnéstico de estas alergias, mediante la deteccién en suero de IgE especifica contra los

determinantes antigénicos de diferentes antibidticos beta-lactamicos.

En el marco de esta tesina se propuso la generacién de un calibrador recombinante para este
ensayo serolégico, que permita establecer, en forma estandarizada y reproducible, el cutoff
para la clasificacion de los sueros como positivos o negativos. Este calibrador se basa en
anticuerpos monodominio denominados nanobodies, y consiste en un conjugado biespecifico
(nanobody biespecifico) formado por la unién de dos de estos anticuerpos, que mimetice la IgE
especifica presente en suero. Un primer nanobody reconoce el determinante antigénico
formado por el antibiético, mimetizando el paratope de la IgE especifica, mientras que un
segundo nanobody reconoce el paratope del anticuerpo de deteccion de IgE (el anticuerpo
monoclonal omalizumab), mimetizando la regién Fc. Para la generacion de este calibrador se
tomd como modelo el determinante antigénico del antibiético beta-lactdmico aztreonam.

Se selecciond mediante la técnica de Phage Display un conjunto de nanobodies contra cada
uno de los antigenos, el determinante antigénico de aztreonam y el paratope de omalizumab.
En base a criterios definidos, se selecciond un nanobody de cada grupo para generar el
nanobody biespecifico. Este ultimo pudo ser expresado en E. coli en forma soluble con buen
rendimiento, y al ser evaluado mediante ensayos ELISA se evidencié que mantiene la
reactividad de los nanobodies contra cada uno de los antigenos, demostrando su potencial
aplicabilidad como calibrador para el ensayo de deteccidn seroldgica de IgE. El nanobody anti-
omalizumab seleccionado ha sido util en el marco del mencionado proyecto de colaboracion,
combinandose con otros nanobodies para la obtencién de calibradores a ser utilizados en la
determinacidn de IgE especifica contra determinantes de otros antibidticos beta-lactamicos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Alergias a antibidticos beta-lactamicos

El término hipersensibilidad se utiliza para describir la condicion de aquellas personas que
experimentan un conjunto de sintomas reproducibles a raiz de la exposicion a un estimulo
definido, a una dosis que es tolerada por la mayoria de las personas. Cuando esta reaccién es
iniciada por mecanismos inmunoldgicos, la reaccién se denomina alergia. Las reacciones
alérgicas mdas comunes se conocen como reacciones de hipersensibilidad de tipo | y son
mediadas por inmunoglobulinas de isotipo IgE’, generadas a partir de una etapa denominada
sensibilizacidn en la cual los linfocitos B que reconocen el alérgeno realizan un cambio de clase
hacia este isotipo. Estos anticuerpos se unen a receptores superficiales de mastocitos vy
basoéfilos a través de su region Fc, y cuando un alérgeno une mas de un pardtope de Igk
presente en la superficie de una misma célula (un fenémeno denominado cross-linking), se
induce la liberacion de histamina, heparina, proteasas y citoquinas, desencadenando
inmediatamente la aparicion de los sintomas caracteristicos de la alergia®.

Los antibidticos beta-lactdmicos, una clase de antibidticos nombrados asi por la presencia de
un anillo beta-lactdmico en su estructura, son el grupo de medicamentos con mas alto riesgo
de generar reacciones alérgicas®* y desencadenar eventualmente anafilaxis fatal®. El correcto
diagnéstico de alergias es de suma importancia para determinar correctamente la medicacion
a administrar. Por un lado, para evitar suministrar un antibidtico que puede generar
complicaciones serias o poner en riesgo la vida del paciente, pero por otra parte, también es
importante para evitar la errdnea clasificacién del mismo como alérgico a un dado antibidtico
(“sobre-etiquetado”), cuando no lo es. En efecto, en muchos casos las personas son
catalogadas como alérgicas en base a eventos adversos observados frente a la exposicién al
antibidtico, sin confirmar que el efecto sea efectivamente causado por el antibidtico, ni que se
trate de una alergia verdadera. De hecho, si bien alrededor del 10% de la poblacién es
catalogada como alérgica a antibiéticos beta-lactémicos de esta forma®’, se ha demostrado
que mas del 90% de los pacientes a los cuales se adjudica esta etiqueta pueden tolerar dosis
terapéuticas de estos antibidticos cuando se realiza un desafio oral®.

El sobre-etiquetado de alergia a antibidticos tiene consecuencias muy negativas en relacién al
manejo de la terapia con estos farmacos. Cuando la historia clinica de un paciente reporta
alergia a un cierto antibidtico beta-lactamico es necesario recurrir al uso de antibidticos
alternativos que son en general menos eficientes, mas costosos y de mas amplio espectro®, y
cuyo uso se correlaciona con un aumento en la prevalencia de infecciones por bacterias
resistentes como Clostridium difficile, Enterococcus sp, y Staphylococcus aureus™. Estos
problemas en muchos casos son evitables a través de la realizacidn de pruebas diagndsticas
que permitan confirmar o descartar la alergia reportada. La prueba considerada el “estandar
de oro” (gold standard) para este diagndstico es el desafio oral con dosis terapéuticas del
antibidtico, seguido de una hora de observacién®’. La desventaja de este método es que no es
aplicable en pacientes que estén cursando infecciones serias o que justamente tengan
antecedentes de reacciones graves ante la exposicidn al antibiético®. Como alternativa, se



suelen utilizar pruebas de exposicion en la piel, las cuales tienen las desventajas de no estar
estandarizadas para todos los antibidticos'® y de dar lugar a un nimero significativo de falsos
positivos®, contribuyendo asi al sobre-etiquetado de alergias en pacientes.

Una alternativa atractiva a estas pruebas de diagndstico in vivo son los métodos de deteccidn
in vitro de IgE especifica, ya que esta molécula funciona como biomarcador de alergia. De estar
acompafiado con una historia clinica compatible, un resultado positivo en una prueba de este
tipo permite consolidar un diagndstico de alergia clinicamente relevante®. Sin embargo, los
principales métodos disponibles hasta el momento tienen importantes desventajas, como su
alto costo y baja sensibilidad'**®. Ademas, no existe disponibilidad a nivel comercial de
ensayos de deteccién de IgE contra todo el repertorio de antibidticos suministrados en la
clinica’®. Atendiendo a este problema, el laboratorio donde se desarrollé esta tesina esta
llevando a cabo un proyecto en colaboracién con el Dr. Angel Maquieira para el desarrollo de
inmunoensayos de diagndstico de alergias contra antibidticos beta-lactamicos. Estos
inmunoensayos se basan en la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o
ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas) para detectar en suero IgE especifica contra
diferentes determinantes antigénicos derivados de antibidticos beta-lactamicos.

Los determinantes antigénicos que desencadenan la respuesta inmune son aductos derivados
de la conjugacién espontanea que sufren in vivo los antibidticos beta-lactamicos a proteinas
del paciente. Dicha conjugacidon sucede mediante un ataque nucleofilico por parte de las
aminas en residuos de lisina sobre el carbonilo del anillo beta-lactdmico™ (Figura 1.1). El Dr.
Maquieira ha desarrollado, en colaboracién con compaiiias europeas y la clinica, cinco
determinantes antigénicos que representan diferentes clases de antibidticos beta-lactamicos,
para ser aplicados en el mencionado inmunoensayo: aztreonam, ceftriaxona, meropenem,
penicilina G y amoxicilina (Figura 1.2). Para generar estos determinantes, los antibidticos son
conjugados a la proteina KLH (hemocianina de lapa californiana), utilizada como carrier. Para
dicha conjugacion se realiza una reaccidn quimica andloga a la observada in vivo, de modo de
reproducir los determinantes antigénicos que se originan naturalmente y contra los cuales los
pacientes alérgicos desarrollan anticuerpos IgE.
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Figura 1.1 | Mecanismo de conjugacion de los antibidticos beta-lactamicos a proteinas del paciente

para constituir los determinantes antigénicos desencadenantes de alergia. Un ataque nucleofilico por
parte de aminas presentes en residuos de lisina sobre el carbonilo del anillo beta-lactamico lleva a la
formacién del aducto. Imagen modificada de Montafiez, M.I. et al.; 2015 (17).
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Figura 1.2 | Estructuras de los antibidticos beta-lactamicos para los cuales se generaron

determinantes antigénicos en el marco del proyecto para el desarrollo de un inmunoensayo de
deteccidn en suero de IgE especifica.

El inmunoensayo en formato de ELISA para deteccion de IgE especifica (Figura 1.3A) comienza
con una etapa de inmovilizacién de cada uno de los determinantes antigénicos en pocillos de
una placa de ELISA. Este proceso, denominado sensibilizacidn, implica la adsorcién inespecifica
de proteinas mediante el establecimiento de interacciones entre residuos aminoacidicos no
polares y el poliestireno que compone la placa. A continuacién, se realiza una etapa de
bloqueo, en la cual se incuba una solucién de proteinas irrelevantes que se unirdn a los sitios
libres de la superficie de los pocillos, de forma que en posteriores incubaciones ninguna
proteina sea retenida inespecificamente sobre los mismos. En un siguiente paso, los sueros de
pacientes son incubados para promover que los anticuerpos especificos se unan a los
determinantes antigénicos inmovilizados, y mediante una etapa de lavados se remueven todos
los componentes no unidos o unidos al antigeno en forma inespecifica. Seguidamente los
anticuerpos IgE retenidos son detectados utilizando un anticuerpo anti-Ige. Uno comidnmente
utilizado es el omalizumab (Novartis), el cual es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo
IgG1 que reconoce la regidn Fc de IgE humana con alta afinidad, por lo cual es ampliamente
utilizado con fines terapéuticos para el tratamiento de asma y otras enfermedades
respiratorias aIérgicasls. Este puede a su vez detectarse con un anticuerpo conjugado anti-lgG
humana que permita generar la seial del inmunoensayo. La generacién de sefial puede ser
luminiscente, colorimétrica o electroquimica, dependiendo de la enzima conjugada al
anticuerpo y el sustrato utilizado.

Para el desarrollo de un ensayo de diagndstico serolégico es esencial contar con un calibrador
gue permita establecer un valor de corte (cutoff) para la clasificacion de los sueros analizados
como positivos o negativos. Este cutoff se establece a partir del andlisis de un panel de sueros
de pacientes confirmados como positivos o negativos mediante el método de referencia
(desafio oral en el caso de alergias). Tradicionalmente, los calibradores validados para
inmunoensayos consisten en sueros positivos en diluciones que permiten generar los valores
correspondientes al cutoff establecido.



Por otra parte, si se desea que la determinacidon de IgE especifica sea cuantitativa, debe
recurrirse a un suero estandar de referencia. Dado que no existen estandares de calibracion
internacionalmente aceptados para la deteccion de IgE especifica para la mayoria de los
alérgenos, los sueros se titulan indirectamente utilizando un estandar de IgE total establecido
por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO 11/234)®. Al interpolar en la curva de
calibracién de IgE total las sefiales obtenidas en un ensayo de deteccién de IgE especifica, es
posible obtener un valor de concentracidn de IgE especifica expresado en una unidad arbitraria
conocida como unidad internacional por mililitro (IU/mL), que se utiliza en la cuantificacion de
IgE**. Este método, denominado calibracién heterdloga, se basa en la suposicion de que la
sefial producida por la IgE retenida en ambos ensayos (IgE total e IgE especifica) es
equivalente, lo cual es particularmente vélido cuando se utilizan las mismas condiciones para
detectarla (por ejemplo el mismo conjugado anti-IgE y sustrato).

Los sueros de referencia utilizados para determinaciones tanto cualitativas como cuantitativas
son utiles pero constituyen un recurso finito, lo que hace necesario reponerlos con nuevos
sueros caracterizados cuando los anteriores se agotan. Esto es una clara desventaja debido a
gue, dependiendo del diagndstico a realizar, puede ser muy dificil conseguir nuevos sueros
para sustituirlos; y cuando se consiguen, deben ser nuevamente validados ante los entes
regulatorios correspondientes, implicando complejidades y un costo alto en el desarrollo de
inmunoensayos.

Para evitar las dificultades asociadas a la obtencién de sueros humanos de pacientes que
presenten alergias especificas, una alternativa que ha surgido es el llamado “suero artificial”,
desarrollado por la empresa Dr. Fooke Laboratorien®. Este reactivo se genera utilizando una
proteina de fusion formada por la region Fc de IgE unida a los dominios extracelulares del
receptor humano FcyRI. Este receptor une con alta afinidad la region Fc de IgG humana, pero
presenta a su vez una alta reactividad cruzada por IgG de otras especies, incluyendo ratén,
conejo y oveja, entre otros. Esta proteina de fusidn es incubada con anticuerpos 1gG obtenidos
del suero de un conejo inmunizado con el alérgeno, de forma que se obtiene un reactivo
formado por la IgG policlonal (incluyendo anticuerpos especificos contra el antigeno de
interés) asociada a través de los dominios extracelulares del receptor FcyRl a la regidn Fc de
IgE (Figura 1.4). La principal desventaja asociada a la utilizacion de este reactivo es que, dado
gue se basa en el suero de animales inmunizados, no es completamente reproducible.

En el marco de la antes mencionada colaboracién, el laboratorio en que se desarrollé esta
tesina plantea la generacion de reactivos sintéticos y reproducibles como alternativa al uso de
sueros humanos para aplicar como calibradores en los inmunoensayos para diagndstico de
alergias contra beta-lactdmicos. La propuesta implica la expresién recombinante de proteinas
de fusion formadas por dos anticuerpos monodominio denominados nanobodies, que
formaran reactivos con doble especificidad (biespecificos) capaces de mimetizar la IgE
especifica del suero de pacientes positivos. Un primer nanobody reconocera el determinante
antigénico inmovilizado, mimetizando la regién de reconocimiento de las IgE, y un segundo
nanobody reconocerd el paratope de omalizumab, mimetizando la regidon Fc de las IgE del
suero (Figura 1.3B). Un punto critico en el desarrollo de estos calibradores es lograr una buena
expresion recombinante y que las especificidades de cada nanobody no se vean afectadas
dentro de las construcciones biespecificas. En este sentido, el grupo de este laboratorio ya ha



generado previamente constructos biespecificos funcionales basados en nanobodies y
expresados en E. coli con buenos rendimientos®. La naturaleza modular de la construccién
génica de nanobodies biespecificos permite que, mediante la sustitucién del nanobody que
reconoce el determinante antigénico, se generen facilmente construcciones que pueden
utilizarse como calibradores para los ensayos que detectan IgE especifica contra los distintos
determinantes antigénicos. Ademas, al ser producidos en forma recombinante, estos
calibradores presentan la gran ventaja de poder ser reproducidos indefinidamente a partir de
su secuencia codificante.
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Figura 1.3 | Inmunoensayo en desarrollo. A) Esquema de la deteccion de IgE especifica en suero. B)
Esquema del rol del nanobody biespecifico propuesto para la calibracién del ensayo.
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Figura 1.4 | Proceso de obtencion de “suero artificial”, un reactivo que funciona como calibrador en
inmunoensayos de deteccion de IgE especifica contra alérgenos. En primer lugar, se expresa en forma
recombinante la regién Fc de IgE humana fusionada a los dominios extracelulares del receptor humano
FcyRI. A continuacién esta proteina de fusidn se incuba con anticuerpos IgG obtenidos luego de la
inmunizacién de un conejo con el antigeno de interés.



1.2 Nanobodies

Los camélidos son una familia de mamiferos artiodactilos que comprende tres géneros:
Camelus, nativo de Europa y Asia, que incluye al camello bactriano (Camelus bactrianus),
camello salvaje (Camelus ferus) y dromedario (Camelus dromedarius); y los géneros Vicugna y
Lama, nativos de América del Sur, que incluyen a la vicuia (Vicugna vicugna), alpaca (Vicugna
pacos), guanaco (Lama guanicoe) y llama (Lama glama). Los miembros de esta familia
producen, ademas de los anticuerpos convencionales heterotetraméricos, un tipo particular de
anticuerpos que carecen de cadena liviana y consisten de un homodimero de cadenas
pesadas®®. Los mismos forman parte de la respuesta inmune normal de estos animales ante
infecciones, representando un 25% de los anticuerpos circulantes en llamas® y un 80% en el
caso de los camellos®. Estos anticuerpos de cadena pesada (HcAbs), que pertenecen a la clase
IgG, estdn compuestos por un dominio variable caracteristico denominado VHH unido
mediante una region bisagra a los dominios CH2 y CH3, pero carecen del dominio CH1 que en
anticuerpos convencionales interacciona con la cadena liviana** (el mismo es excluido durante
el proceso de maduracién del ARNm mediante splicing”’) (Figura 1.5). En funcién de su region
Fc, existen dos subclases exclusivas de los HcAbs, IgG2 e 1gG3**. Los dominios VHH se forman
como resultado de reordenamientos durante la recombinacién somatica entre segmentos
génicos V especificos para VHH dentro del locus de cadena pesada (locus IGH), y segmentos DJ
comunes tanto para dominios VH como VHH?** (Figura 1.6).

A Anticuerpo N B HcAb

Figura 1.5 | Representacion esquematica de un anticuerpo 1gG convencional (A) y un anticuerpo de
cadena pesada (HcAb) (B). Los anticuerpos convencionales constan de dos cadenas pesadas idénticas
compuestas por los dominios VH y CH1 unidos mediante una region bisagra a los dominios CH2 y CH3, y
dos cadenas livianas idénticas compuestas por los dominios VL y CL. Los HcAbs poseen Unicamente dos
cadenas pesadas, compuestas por el dominio variable VHH unido mediante una regién bisagra a los
dominios constantes CH2 y CH3, carecen del dominio CH1. Los minimos fragmentos funcionales que
pueden obtenerse a partir de anticuerpos convencionales se denominan scFv, y consisten de los
dominios VH y VL unidos mediante un péptido linker. Los minimos fragmentos funcionales que pueden
obtenerse a partir de HcAbs consisten Unicamente de los dominios VHH, y se conocen como nanobodies
(Nb). Imagen modificada de Hassanzadeh-Ghassabeh, G. et al.; 2013 (*°).



El dominio VHH es similar al dominio variable de los anticuerpos convencionales (VH) en su
estructura general: estd compuesto por cuatro regiones framework (FR) y tres regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs) (Figura 1.6). Sin embargo, presenta ciertas
diferencias destacables, como la sustitucién de ciertos residuos conservados que participan en
la interaccién con la cadena liviana por residuos mas hidrofilicos que aumentan la solubilidad
de este dominio: Val42, Gly49, Leu50 y Trp52 son sustituidos por Phe/Tyr42, Glu49, Arg/Cys50
y Gly52*"*%, Asimismo, presenta residuos de cisteina no canénicos en CDRs y FRs y una region
CDR3 mas larga que el promedio, siendo este ultimo uno de los aspectos que permite ampliar
su espectro de reconocimiento, compensando en parte la pérdida de diversidad causada por la
ausencia de la cadena liviana®’. La presencia del CDR3 extendido y la forma convexa del
pardtope son caracteristicas que permiten la union del VHH a epitopes que generalmente no
son accesibles a los anticuerpos convencionales, como sitios activos de enzimas y epitopes
cripticos virales®. Se cree que este fue el factor principal que impulsé la evolucién de los

HcAbs, ya que adicionados a los anticuerpos convencionales permiten ampliar el espectro de
reconocimiento inmune®”.

Dentro del grupo de HcAbs, alrededor de 10% de los anticuerpos esta conformado por
dominios denominados VH soluble. Estos son similares a los VH de los anticuerpos
convencionales, pero pueden presentarse en forma soluble a pesar de no estar asociados a un
dominio VL. Esto es debido a que presentan un CDR3 largo capaz de compensar interacciones
perdidas por la ausencia de la cadena liviana, y a la incorporacidn de un residuo de arginina en
sustitucion del residuo Trp118, que es esencial en la interaccidn con la cadena liviana en los
anticuerpos convencionales®.
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Figura 1.6 | Esquema simplificado del locus IGH de camélidos. Los segmentos génicos V que dan lugar a
dominios VH pertenecen a los grupos IGHV1, IGHV4 e IGHV3, mientras que aquellos que dan lugar a
dominios VHH pertenecen al grupo IGHV3H. Mediante recombinaciéon somatica estos segmentos se
unen a segmentos D y J, que se agrupan en un cluster “compartido” por ambos tipos de segmentos V.
Corriente abajo se observan los segmentos codificantes para las regiones constantes de las diferentes
clases de anticuerpos (se omiten algunas por simplicidad). El dominio CH1 codificado por el segmento
IGHG2 (que da lugar a la regidon constante de 1gG2, un HcAb) se muestra rodeado por una linea
punteada porque es eliminado durante el proceso de splicing. En la parte superior e inferior izquierda de
la figura se esquematizan los dominios VH y VHH, destacando las sustituciones aminoacidicas mas
relevantes presentes en la regién FR2, asi como un enlace disulfuro que conecta las regiones CDR1 y



CDR3 (este enlace se presenta con mayor frecuencia en camellos que en otros camélidos36). Imagen
modificada de Muyldermans, S.; 2013 (37).

Dado que en los HcAbs la unién al antigeno se da a través de un Unico dominio, ya sea VHH o
VH soluble, es posible generar a partir de ellos fragmentos monodominio de unién a antigeno.
Estos dominios aislados, denominados nanobodies, constituyen una herramienta
biotecnoldgica con un amplio rango de aplicaciones, y presentan diversas ventajas respecto a
los anticuerpos convencionales y sus fragmentos derivados, como los scFv, que son la minima
unidad funcional de unién a antigeno que puede obtenerse a partir de un anticuerpo
heterotetramérico, formada por la fusidn de los dominios variables de la cadena pesada y
liviana a través de un péptido linker (Figura 1.5).

Los nanobodies son proteinas de pequefio tamafio, con un peso molecular que ronda los 15
kDa, pueden ser expresados con buenos rendimientos en sistemas bacterianos® y son
facilmente subclonados en distintos vectores para permitir su expresién en distintas
condiciones y fusionados a proteinas o pequefias secuencias peptidicas de interés. Se ha
logrado generar nanobodies contra una gran diversidad de antigenos, con afinidades que
rivalizan las de anticuerpos convencionales®®, alcanzando constantes de disociacién en el

4041 | os nanobodies se

extremo bajo del rango nanomolar e incluso en el orden picomolar

caracterizan por su estabilidad ante condiciones como altas temperaturas (en algunos casos
42,4 .

34283y presencia de agentes

, lo cual los convierte en muy

manteniendo su unién al antigeno a 70 °C o mas)
desnaturalizantes y de solventes en altas concentraciones®***
buenas alternativas a los anticuerpos convencionales para su aplicacién en inmunoensayos
que requieren la incubacidn de muestras en estas condiciones. Adicionalmente, esta
estabilidad implica que los nanobodies pueden ser almacenados durante meses a 4 °C 0 -20 °C,
sin afectarse su capacidad de unién al antigeno®. Todas estas caracteristicas, sumadas a la
posibilidad de reproducirlos en forma indefinida a partir de su secuencia codificante,
convierten a los nanobodies en herramientas de sumo valor como reactivos en el desarrollo de

inmunoensayos.

Para la seleccion de anticuerpos contra un determinado antigeno, es posible generar
bibliotecas de virus bacteriéfagos (fagos) con representacion de los anticuerpos en superficie
(Phage Display) que reflejen el repertorio inmune de unién a antigeno presente en el animal
inmunizado. En la Figura 1.7 se ilustra este proceso para la construccidon de dos tipos de
bibliotecas de fagos, con expresiéon de nanobodies o de fragmentos scFv. Dado que en el caso
de los anticuerpos convencionales es requerida la amplificacién mediante PCR de los dominios
variables de las cadenas pesada y liviana por separado, a la hora de construir los fragmentos
scFv estos dominios son “barajados”, lo cual implica que los pares originales que fueron
generados para el reconocimiento del antigeno se recuperan con baja frecuencia. Debido a
que los nanobodies unen su antigeno a través de un Unico dominio, no estd presente la etapa
de barajado en la construcciéon de la biblioteca, lo que significa que una biblioteca de mucho
menor tamafio puede proveer una buena representacion del repertorio inmune®.
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Figura 1.7 | Esquema comparativo del proceso de construccion de una biblioteca de nanobodies
(izquierda) y de fragmentos scFv (derecha). En el segundo caso, se observa que durante el clonado de
los dominios variables en el vector tiene lugar el “barajado” de los dominios VH y VL que causa la
pérdida de los pares originales en la mayoria de los casos. Imagen obtenida de Gonzélez-Sapienza, G. et
al.; 2017 (*°).

1.3 Phage Display

Phage Display es una técnica de alto rendimiento (high-throughput) ampliamente utilizada
para la seleccion de anticuerpos que se expresan en la superficie de fagos. Existen diferentes
versiones de esta técnica basadas en distintas especies de fagos, siendo el sistema mas
ampliamente aplicado el basado en el fago filamentoso M13*. El principio de Phage Display
fue demostrado por primera vez en 1985, cuando se insertéd el ADN codificante para un
antigeno en el genoma del fago M13. El antigeno fue expresado fusionado a una de las
proteinas de su capside, plll, sin afectar la infectividad del virion®’. En 1990, la técnica fue
aplicada por primera vez en la seleccién de fragmentos de anticuerpos scFv especificos contra
un antigeno®. Su gran utilidad radica en la posibilidad de establecer, a través de la particula
viral, un lazo entre la proteina expresada en la superficie y el gen que la codifica, de modo que



luego de seleccionar en base al fenotipo (proteina expresada) los fagos que reconocen el
antigeno, es posible aislar distintos clones y realizar la expresién de la proteina para su
caracterizacién, a partir del genotipo asociado.

El fago M13 pertenece al género Inovirus, dentro de la familia Inoviridae, y forma parte de un
grupo denominado Ff cuyos miembros se caracterizan por infectar bacterias E. coli que
presentan pili F*°, el cual funciona como receptor para estos virus. Los fagos Ff poseen un
genoma de ADN simple cadena circular que codifica 11 proteinas, incluyendo 5 proteinas de
capside (plll, pVI, pVII, pVIII y pIX) (Figura 1.8) y 6 proteinas relacionadas con la replicacion del
genoma y el ensamblaje del virién (pl, pll, pIV, pV, pX y pXI)*. La particula viral presenta
aproximadamente 2700 copias de la proteina de capside mds abundante, pVIll, que forma una
envoltura alrededor del ADN, y aproximadamente 5 copias de cada una de las restantes
proteinas de capside®®. El fago M13 no puede clasificarse como litico ni lisogénico sino que
establece infecciones crénicas, no impidiendo el crecimiento y divisién de las células pero si
afectando la velocidad de estos procesos™.
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Figura 1.8 | Estructura de un fago filamentoso que presenta una proteina foranea (representada en
rojo) fusionada a su proteina de capside plil. El fago posee ADN simple cadena circular, y su capside
estad compuesta por 5 proteinas: plll, pVI, pVII, pVIll y pIX. Imagen modificada de Nemudraya, A.A. et al,;
2016 (*).

El primer paso para seleccionar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos mediante Phage
Display es la construccion de una biblioteca de fagos que expresen dichas proteinas en su
superficie. Este proceso se ilustra en la Figura 1.7 para el caso de nanobodies y fragmentos
scFv, y comienza por la purificacion de células mononucleares de sangre periférica del animal
inmunizado y extraccion de su ARN. A partir del mismo, se amplifican los dominios que se
desean expresar en la biblioteca mediante retro-transcripcion seguida de PCR con cebadores
especificos para estos dominios. A continuacidn, las secuencias amplificadas pueden ser
clonadas en un vector fagémido, el cual contiene un origen de replicacidn del fago M13, una
sefial de encapsidacién y el gen que codifica el fragmento a expresar fusionado al gen de la
proteina plll (Figura 1.9). Dado que este vector no codifica todas las proteinas necesarias para
la formacion de la particula viral, es necesario realizar una co-infeccién con un fago helper
(fago auxiliar) cuyo genoma codifica estas proteinas. Los vectores fagémidos se utilizan como
alternativa al clonado de los fragmentos directamente en el genoma del fago, y su principal
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ventaja es que tienen mayor eficiencia de transformaciéon en bacterias, permitiendo la
construccion bibliotecas de mayor tamafio™.

Péptido sefial OmpA Sfit Sfil  (BxHis|

i Nanobody HA W Espaciador | plIl >

Figura 1.9 | Representacion esquematica del cassette de expresion presente en el vector fagémido
pComb3XSS. El cassette incluye un nanobody fusionado a la proteina plll a través de una secuencia
espaciadora, que incluye como etiquetas una cola de poli-histidina (6xHis) y el péptido HA (un epitope
de la proteina viral hemaglutinina).

Una vez construida la biblioteca, la seleccién de fragmentos de unién al antigeno se realiza
mediante un proceso denominado panning, esquematizado en la Figura 1.10. En primer lugar,
la biblioteca de fagos debe ser incubada en pocillos de ELISA sobre los cuales se ha
inmovilizado el antigeno. A continuacion, los fagos no unidos o unidos inespecificamente son
removidos mediante lavados, mientras que los fagos que permanecen unidos pueden ser
luego eluidos mediante diferentes métodos, como el agregado de medios acidos, moléculas
competidoras o enzimas proteoliticas. En esta instancia la técnica se destaca por su potencial
de amplificacién de los fagos eluidos mediante una co-infeccidn con fago helper de bacterias E.
coli en crecimiento. Luego, los productos de amplificacién pueden someterse a nuevas rondas
de panning para promover el enriquecimiento de clones especificos .

1. Adicion de fagos 2. Unién 3. Lavado 4. Elucion

Figura 1.10 | Etapas del proceso de panning para la seleccion de anticuerpos a partir de una biblioteca
de fagos filamentosos. 1. Adicidon de la biblioteca de fagos filamentosos en un pocillo en el cual se
inmovilizé el antigeno. En el ejemplo de la figura, el antigeno fue inmovilizado en forma indirecta,
uniéndose a través de una etiqueta a una proteina adherida al pocillo. 2. Unidn de los fagos que
presentan una proteina que interacciona con el antigeno. 3. Eliminacion mediante lavados de los fagos
gue no interaccionan o que interaccionan inespecificamente con el antigeno. 4. Elucién de los fagos, en
el ejemplo de la figura mediante digestion de la proteina fusionada a plll. Imagen modificada de
Ledsgaard, L. et al.; 2018 (46).

Haciendo uso de la tecnologia de Phage Display, en esta tesina se plantea la seleccidon de
nanobodies para su incorporacion en un calibrador que pueda aplicarse a la deteccién de IgE
especifica contra uno de los determinantes antigénicos pertenecientes al panel generado por
el Dr. Maquieira (Figura 1.2), derivado del antibiético beta-lactdmico aztreonam. Este
antibidtico pertenece a la clase de los antibidticos monobactamicos, en los cuales el anillo
beta-lactdmico no se encuentra fusionado a otro anillo. Aztreonam posee un espectro
reducido respecto a otros beta-lactamicos, siendo activo Unicamente contra bacterias gram-
negativas aerdbicas, como Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa™.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Generaciéon de un calibrador basado en la expresion recombinante de una construccion
biespecifica de nanobodies (nanobody biespecifico) para su aplicacion en un ensayo de
deteccion de IgE especifica contra el determinante antigénico del antibidtico beta-lactamico
aztreonam.

2.2 Objetivos especificos

e Seleccién de nanobodies especificos contra el determinante antigénico de aztreonam
(nanobodies anti-aztreonam) y contra el paratope del anticuerpo omalizumab
(nanobodies anti-omalizumab) mediante la técnica Phage Display.

e Clonado de los genes de un nanobody anti-omalizumab y un nanobody anti-aztreonam
en un vector disefiado para la expresidon recombinante del nanobody biespecifico.

e Produccidon recombinante del nanobody biespecifico y de cada nanobody en forma
individual.

e Estudio de funcionalidad del nanobody biespecifico mediante la evaluacidon de su
reactividad contra cada uno de los antigenos en ensayos de ELISA.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Buffers y soluciones

e Buffer fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH,PO, 2 mM y Na,HPO, 10
mM en agua destilada, pH 7,5

e Buffer Tris salino (TBS): Tris 50 mM y NaCl 150 mM en agua Milli-Q, pH 7,5

e Sustrato para la enzima peroxidasa (sustrato-PO): Buffer acetato 0,1 M, TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbencidina) 0,096 mg/mLy H,0, 0,004%, pH 5,5

e Buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE): Tris 40 mM, dacido acético 20 mM y EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 1 mM en agua Milli-Q, pH 8,0

e Buffer de carga 6X para electroforesis SDS-PAGE: Tris-HCI 0,35 M, SDS (dodecilsulfato
sédico) 10% m/v, glicerol 30% v/v, azul de bromofenol 0,175 mM y DTT (ditiotreitol)
0,1M

e Buffer de corrida para electroforesis SDS-PAGE: Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS
(dodecilsulfato sédico) 0,1% m/v en agua destilada

e Soluciéon colorante para la tinciéon con azul de Coomassie: Azul de Coomassie 1 g/L,
acido acético glacial 7,5% v/v y metanol 5% v/v en agua destilada

e Solucién decolorante para la tincién con azul de Coomassie: Acido acético glacial
7,5% v/v y metanol 5% v/v en agua destilada

e Buffers para cromatografia de afinidad:

¢ Buffer de equilibrio (buffer A): NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 20
mM en agua Milli-Q, pH 8,0
e Buffer de elucion (buffer B): NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 500
mM en agua Milli-Q, pH 8,0

e Buffer Tris-EDTA-Sacarosa (TES): Tris-HCI 0,2 M, EDTA (acido

etilendiaminotetraacético) 0,5 mM y sacarosa 0,5 M en agua destilada, pH 8,0

3.2 Medios de cultivo

e Luria Bertani broth (LB, Sigma-Aldrich)

e Luria Bertani agar (LB agar, Sigma-Aldrich)

e Super Broth (SB): triptona 30 g/L (Sigma-Aldrich), extracto de levadura 20 g/L (Sigma-
Aldrich) y MOPS (acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico) 10 g/L (Sigma-Aldrich) en
agua destilada, pH 7,0

e Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): triptona 20 g/L (Sigma-
Aldrich), extracto de levadura 5 g/L (Sigma-Aldrich) y NaCl 0,5 g/L en agua Milli-Q, pH
7,0. Luego de autoclavar se agrega MgCl, a concentracion final 10 mM vy glucosa a
concentracidn final 20 mM, a partir de soluciones stock esterilizadas mediante filtrado.
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3.3 Protocolos generales
3.3.1 Cultivo de Escherichia coli

Los cultivos bacterianos de E. coli fueron incubados, excepto cuando se indique lo contrario, a
37 °C bajo agitacion a 250 rpm. A no ser que sean especificadas, las concentraciones finales de
los diferentes antibidticos utilizados para suplementar los medios de cultivo tanto sélidos
como liquidos fueron las siguientes: tetraciclina 10 ug/mL, ampicilina 100 ug/mL, kanamicina
40 pg/mLy cloranfenicol 34 pg/mL.

3.3.2 ELISA

Para los diferentes ensayos realizados en formato ELISA se utilizaron placas de 96 pocillos
(Greiner Bio-One #655061), que fueron sensibilizados incubandolos con 100 uL de una
solucidn de proteina en PBS, durante 1 hora a 37 °C o alternativamente ON (16-20 horas) a 4
°C. El bloqueo se realizé incubando los pocillos con 200 pL de PBS-BSA 1% durante 30 minutos
a 37 °C, a no ser que se especifique lo contrario. A continuacién se incubaron 100 pL por
pocillo de la muestra a analizar durante 1 hora a temperatura ambiente, con agitacién a 450
rpm. De igual forma se incubd la proteina de revelado (conjugada a peroxidasa), y en caso de
utilizarse un anticuerpo primario y uno secundario los mismos se incubaron sucesivamente en
iguales condiciones. Finalmente, se desarrollé la reaccion de revelado incubando 100 uL por
pocillo de la solucidon sustrato-PO durante 5-15 minutos en las mismas condiciones de
temperatura y agitacion, luego de lo cual la reaccién fue detenida mediante el agregado de 50
puL de H,SO, 2 M. Las diluciones de las muestras y de los anticuerpos de revelado fueron
realizadas en PBS-BSA 0,1%. En todos los casos, luego de cada incubacién se realizaron 6
lavados con PBS-Tween 0,05%. La lectura de las placas de ELISA se realizd en el equipo
FLUOstar OPTIMA a 450 nm, corrigiendo la medida segun el valor de absorbancia a 620 nm
para eliminar contribuciones de absorbancia inespecifica.

3.3.3 PCR

Las reacciones de PCR destinadas a la amplificacion de secuencias de nanobodies para su
clonado se realizaron utilizando buffer Tag 1X (Thermo Scientific #838), 1,5 mM de MgCl,, 0,2
mM de cada dNTP, 0,3 uM de cada uno de los cebadores, 5 U de la enzima Tag ADN
polimerasa (Thermo Scientific #£P0401) y 2 uL de ADN plasmidico como molde (entre 20y 100
ng segun en el caso), en un volumen final de 100 pL. Las reacciones se desarrollaron segun el
siguiente programa: 1 minuto a 95 °C; 30 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °Cy
1 minuto a 72 °C; y 10 minutos a 72 °C, en un termociclador LifeECO (BIOER). Las secuencias de
los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 | Secuencias de los cebadores utilizados.

Cebador Secuencia
5 (directo) 5’-GTTACTCGCGGCCCAGGCGGCCATG -3’
6 (reverso) 5’-CCACGATTCTGGCCGGCCTGGCCTGAG-3’
Forward 2™ bis (directo) 5’-AAAAAAACTAGTGAGCTCATGGCCCAGGTGCAGCTG-3’
Reverse 2" bis (reverso) 5’-AAAAAACTCGAGTGAGGAGACRGTGACCTGGGTCC-3’
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3.3.4 Transformacion

Las transformaciones se realizaron mediante electroporacién en cubetas de 2 mm (Sigma-
Aldrich) utilizando el equipo MicroPulser™ (BIO-RAD). Inmediatamente luego de la
electroporacion las células se incubaron en medio SOC a 37 °C con agitacién a 250 rpm durante
1 hora, y fueron plaqueadas en placas de medio LB agar con el antibidtico correspondiente, las
cuales fueron incubadas a 37 °C ON.

3.3.5 Extraccion de ADN plasmidico, secuenciacidn y analisis de secuencias

Se realizaron cultivos ON en medio LB suplementado con el antibidtico adecuado a partir de
colonias aisladas, de los cuales el ADN plasmidico se extrajo utilizando el kit comercial Qiaprep
Spin Miniprep (Qiagen #27104).

Las secuencias fueron obtenidas a través de los servicios de secuenciacion del Institut Pasteur
de Montevideo o de la empresa Macrogen (Korea), y fueron analizadas utilizando el programa
MEGAG®6.

3.3.6 Cuantificacion de ADN y proteinas

Las medidas de concentracion de ADN y proteinas fueron realizadas utilizando el equipo
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), midiendo absorbancia a 260 nm y 280
nm respectivamente. Para determinar la concentracion de ADN se utilizé el coeficiente de
absortividad 0,020 (ng/uL)'cm™, mientras que para las proteinas se utilizaron los coeficientes
de absortividad molar estimados a partir de las secuencias aminoacidicas.

3.3.7 Electroforesis SDS-PAGE

Para la visualizacidn de proteinas se utilizd electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5% en
presencia del agente desnaturalizante dodecilsulfato sddico (SDS) y en condiciones reductoras,
con posterior tincién con solucién colorante de azul de Coomassie. Antes de ser cargadas en el
gel, las muestras fueron incorporadas en buffer de carga 6X y calentadas durante 5 minutos a
100 °C. En todos los casos se utilizé el marcador de peso molecular Pierce Unstained Protein
MW Marker (Thermo Scientific #26610).

3.3.8 Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar y en algunos casos purificar ADN, se realizd electroforesis en gel de agarosa 1%
en buffer TAE, preparado con el agente intercalante de ADN bromuro de etidio, que permite la
visualizacidn del ADN bajo luz UV. A las muestras se les agregé la cantidad correspondiente de
buffer de carga 6X (Thermo Scientific #R0611) antes de ser sembradas. Excepto si se indica una
alternativa, se utilizé en todos los casos el marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder
Mix (Thermo Scientific #SM1331).

3.3.9 Analisis de datos y generacion de imagenes

Para la generacién de graficos se utilizaron los programas Origin 6.0 y Microsoft Excel. Cuando
se realizaron titulaciones, se aplicé a los datos un ajuste sigmoide utilizando Origin 6.0. Para la
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generacion de imdgenes esquematicas de secuencias de ADN se utilizé el programa SnapGene
Viewer.

3.4 Titulacion de anticuerpos totales contra KLH-aztreonam en sueros de llama

Se realizd un ensayo ELISA segin se describe en la seccion 3.3.2, utilizando placas
sensibilizadas ON a 4 °C con KLH-aztreonam 5 pug/mL y bloqueadas con PBS-leche 5%. Lineas de
12 pocillos fueron incubadas con diluciones seriadas de sueros de llama en PBS-leche 1% (se
comenzd por una dilucién 1/200 y se realizaron diluciones seriadas 1/2) provenientes de 4
extracciones a partir del dia de la inmunizacién con HSA-aztreonam: dia O (suero pre-inmune),
dia 16, dia 37 y dia 80. Para el revelado se incubd con una diluciéon 1/50000 de un suero de
conejo que contiene anticuerpos anti-llama en PBS-leche 1%-Tween 0,05%, y como anticuerpo
secundario se utilizé un anti-conejo-PO (Thermo Scientific #31462) en una diluciéon 1/30000 en
PBS-leche 1%-Tween 0,05% a la que se adiciond una dilucion 1/100 de suero del dia 0, para
evitar la unidn inespecifica de este anticuerpo. Finalmente se incubd con la solucidn sustrato-
PO durante 10 minutos.

En la placa se incluyeron lineas control para evaluar reactividades inespecificas, en un caso sin
adicion de suero de llama y en otro sin adicion de suero de llama ni de suero anti-llama (en
todos los casos incubando en su lugar con PBS-leche 1%-Tween 0,05%). También se realizé un
control para evaluar reactividad contra KLH, sensibilizando una linea de 6 pocillos con esta
proteina en lugar del conjugado e incubandola posteriormente con diluciones seriadas de la
ultima extraccion.

3.5 Seleccion de nanobodies especificos contra el determinante antigénico de
aztreonam

3.5.1 Seleccion por panning de nanobodies especificos contra KLH-aztreonam

El punto de partida para esta seleccion fue una biblioteca de fagos filamentosos generada
previamente a partir de la sangre de una llama inmunizada con el conjugado HSA-aztreonam.
El proceso de panning se realizd en dos pocillos de ELISA que fueron sensibilizados incubando
100 pL de una solucién de KLH-aztreonam 1 pg/mL en PBS durante 1 hora a 37 °Cy
posteriormente bloqueados incubando 300 pL de PBS-BSA 1% durante 30 minutos a 37 °C. Se
realizaron 4 lavados con PBS-Tween 0,05% y a continuacion se incubaron durante 1 hora 100
uL por pocillo de una dilucién 1/10 de la biblioteca de fagos filamentosos en PBS-BSA 1%
(correspondiente a 100 equivalentes de cada clon en funcién de la diversidad y el titulo de la
biblioteca), a temperatura ambiente con agitacion. Para eliminar los fagos que no se unieron al
antigeno, se realizaron 10 lavados con PBS-Tween 0,05%, a continuacidn se incubd la placa con
este buffer durante 30 minutos a temperatura ambiente, y se realizaron 10 lavados mas.
Finalmente, los fagos fueron eluidos agregando 50 pL de tripsina 10 mg/mL (Sigma-Aldrich,
#T4799) en TBS e incubando durante 30 minutos a 37 °C.
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La elucion obtenida (output 1) fue sometida a un proceso de amplificacion, para el cual una
alicuota de 2 mL de un cultivo de bacterias E. coli ER2738, crecido en medio SB-tetraciclina
hasta una DOgyonm = 0,8-1 UA, fue infectado con 100 plL del output mediante una incubacion de
20 minutos a 37 °C sin agitacién. Las células infectadas fueron diluidas en 6 mL de SB
suplementado con ampicilina 20 ug/mL y crecidas durante 1 hora a 37 °C, 250 rpm. A
continuacidn se agregd ampicilina para alcanzar una concentracion final de 50 ug/mL y se
continud la incubacién en las mismas condiciones durante 1 hora, luego de lo cual se realizd
una nueva dilucién, esta vez en 12 mL de SB-ampicilina 50 ug/mL, y se afiadieron 50 uL de fago
helper M13KO7 (multiplicidad de infecciéon fago:célula aproximadamente 10:1). Se incubd
nuevamente en las mismas condiciones durante 2 horas. Finalmente, se suplementd el medio
con kanamicina 56 ug/mLy se incubd el cultivo ON.

Para la recuperacién de los fagos a partir del sobrenadante de cultivo, al dia siguiente se
centrifugd la suspensidn celular a 12000g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue
transferido a un nuevo tubo al que se agregaron 0,2 volimenes de polietilenglicol (PEG) 20%, y
se incubd en hielo durante 1 hora para permitir la precipitacidon de los fagos. Se realizd una
nueva centrifugacion en las mismas condiciones para obtener los fagos precipitados, y los
mismos fueron resuspendidos en 1 mL de PBS-BSA 1%. Estos fagos fueron sometidos a una
centrifugacién a 17000g durante 1 minuto para separar posibles células que hayan
permanecido luego de la centrifugacidn inicial. El sobrenadante de esta centrifugacion
constituye el amplificado 1.

Siguiendo el procedimiento anteriormente descripto, se realizd una segunda ronda de
panning, esta vez incubando los pocillos con el amplificado 1 en lugar de la biblioteca de fagos.

3.5.2 Titulacidn de fagos

Para realizar la titulacién se infectaron alicuotas de un cultivo de bacterias E. coli ER2738 en
medio SB-tetraciclina con una DOggonm = 0,8-1 UA con diluciones seriadas de una solucidén de
fagos (output o amplificado). Esta infeccién consistié en incubar 10 uL de estas diluciones con
alicuotas de 100 pL de células durante 30 minutos a 37 °C, sin agitacion. Posteriormente las
células fueron plaqueadas en placas de LB agar-ampicilina e incubadas ON. En estas placas sélo
forman colonias las células que fueron infectadas ya que el vector fagémido les confiere
resistencia a ampicilina, por lo cual el conteo de colonias permite cuantificar los fagos
presentes en un output o amplificado (como unidades formadoras de colonias, ufc). Al dia
siguiente se realizd el conteo de colonias, determinando asi la cantidad de unidades
formadoras de colonias/mL (ufc/mL) teniendo en cuenta las diluciones realizadas.

3.5.3 Cribado (screening) de clones anti-aztreonam mediante ensayos de ELISA

Se seleccionaron colonias aisladas en una de las placas de LB agar-ampicilina empleadas en la
titulacién del segundo output, y se realizaron cultivos de las mismas en 2 mL de SB-ampicilina
(en paralelo se realizaron cultivos para la extraccién de ADN plasmidico, ver seccién 3.3.5). Los
cultivos fueron crecidos hasta alcanzar una DOgyonm = 0,5 UA, se indujo la expresién de los
nanobodies con IPTG 1 mM y se incubaron ON a 37 °C. Al dia siguiente los cultivos fueron
centrifugados a 5000g durante 10 minutos y los sobrenadantes fueron analizados mediante
ELISA.
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El ELISA de screening se llevd a cabo sensibilizando los pocillos ON a 4 °C con KLH y KLH-
aztreonam 5 ug/mL. Se incluyeron ademds en el screening otros determinantes antigénicos
para evaluar si los clones presentaban reactividad cruzada, sensibilizando pocillos con la
misma concentracién de KLH-ceftriaxona, KLH-meropenem, KLH-penicilina G y KLH-
amoxicilina. Se bloqued la placa con PBS-BSA 1% durante 30 minutos y posteriormente Se
incubaron los sobrenadantes de cultivo en una dilucidon 1/2. Para el revelado se realizd una
incubacién de una hora con un anticuerpo anti-HA-PO (Roche #12013819001) en una dilucién
1/3000, seguido de una incubacion con la solucién sustrato-PO durante aproximadamente 10
minutos.

3.5.4 Ensayos de ELISA de titulacidn de los clones positivos anti-aztreonam

Luego de identificarse distintos clones positivos anti-aztreonam, éstos fueron crecidos en
cultivos de 2 mL para inducir la expresidon de los nanobodies segin se explica en el punto
anterior. Para comparar sus reactividades contra KLH-aztreonam, los sobrenadantes fueron
analizados en un ensayo ELISA para el cual se sensibilizaron pocillos con una solucién 5 pug/mL
de KLH-aztreonam a 4 °C ON. Luego del bloqueo, se realizé la incubacién con diluciones
seriadas 1/3 de los sobrenadantes, partiendo de una dilucién 1/2. El revelado se realizé
incubando con un anticuerpo anti-HA-PO en una dilucién 1/3000, y a continuacién con la
solucidn sustrato-PO durante 10 minutos.

3.6 Seleccion de nanobodies especificos contra el paratope del anticuerpo
omalizumab

Se partid de una seleccion de clones realizada previamente en el laboratorio mediante un
proceso de panning similar al descripto en la seccidn 3.5.1, aunque con algunas diferencias. La
biblioteca de fagos fue previamente incubada en pocillos sensibilizados con una mezcla de
inmunoglobulinas humanas 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgA, de forma de excluir de la misma aquellos
clones que reconocieran la regién constante de omalizumab. Posteriormente, esta biblioteca
fue co-incubada con una diluciéon de la misma mezcla de inmunoglobulinas en pocillos
sensibilizados con omalizumab, de forma de seleccionar los clones con especificidad contra el
pardtope de este anticuerpo. Se realizaron dos rondas de panning, y el pool de genes
codificantes para nanobodies presente en el output 2 fue clonado en el vector pINQ-BtH6
(descripto en la seccion 3.7.1), que permite la alta expresion de proteinas marcadas con
biotina.

3.6.1 Screening y titulacion de nanobodies anti-omalizumab

Para realizar el screening inicial se indujo la expresién de nanobodies biotinilados (ver seccion
3.7.1) en un bloque de cultivo de 96 pocillos (Greiner Bio-One #780201). Para esto, se
transformaron células E. coli BL21(DE3)-pBir (segun se describe en la seccidn 3.3.4) con el pool
de nanobodies clonados en el vector pINQ-BtH6 y se plaquearon en placas de LB agar-
kanamicina-cloranfenicol. Se tomaron colonias aisladas y se inocularon en pocillos de un
blogue de cultivo con 500 uL de LB-kanamicina-cloranfenicol, suplementado con arabinosa
0,04 % (inductor de la expresidon de la biotina ligasa BirA) y biotina 100 uM. El cultivo fue
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crecido a 37 °C, 200 rpm, y al alcanzar una DOgynm = 0,5 UA se indujo la expresion de los
nanobodies mediante el agregado de IPTG a concentracidn final 10 uM, luego de lo cual se
incubé ON a 37 °C. Como respaldo de estos clones se realizé una réplica de este bloque
denominada bloque maestro, que fue inoculado con los mismos clones. Este cultivo fue
incubado a 37 °C ON y posteriormente almacenado a -80 °C con glicerol 15%. Cada bloque de
cultivo presenté pocillos con medio de cultivo sin inocular que fueron utilizados como control
del proceso.

Al dia siguiente el bloque en el cual se indujo la expresion de nanobodies se centrifugd a 1238g
durante 30 minutos, se descarté el sobrenadante y se resuspendieron los pellets en 200 plL de
PBS suplementado con biotina 250 uM. La lisis celular se llevd a cabo mediante 4 ciclos de
congelado/descongelado (a -80 °C y en bafio a 37 °C respectivamente) seguidos de 30 minutos
de sonicacién en bafio. Seguidamente se incubd el bloque a 37 °C con agitacién durante 2
horas para dar lugar a la reaccién de post-biotinilacidn in vitro. Finalmente se realizé una
nueva centrifugacion a 1238g durante 20 minutos a 4 °C, y se recuperaron los sobrenadantes.

Para analizar los sobrenadantes obtenidos se sensibilizaron 4 placas de ELISA con una soluciéon
de omalizumab 2 pg/mL en PBS durante 1 hora a 37 °C, y se realizé el bloqueo con PBS-BSA
1%. En cada una de las placas se incubé una dilucién (1/10*, 1/10°, 1/10° o 1/107) de los
sobrenadantes de extractos celulares con nanobodies biotinilados. Para la deteccién de los
nanobodies se incubaron los pocillos con una dilucién 1/10000 de estreptavidina-PO (Thermo
Scientific #5911), y se procedio al revelado incubando las placas con la solucién de sustrato-PO
durante 10 minutos. En paralelo se realizé un blanco en la placa a partir del sobrenadante de
un pocillo sin inocular para obtener una sefial de background o sefial de ruido de fondo del
ensayo.

Por otra parte, para estudiar en mayor profundidad la reactividad de una seleccidn de clones
se realizd un ensayo de titulacion en las mismas condiciones que el screening, pero en este
caso incubando los sobrenadantes en diluciones seriadas 1/2 a partir de una dilucién 1/1000.

En otro ensayo, se titularon nanobodies anti-omalizumab purificados (producidos segun se
describe en las secciones 3.9.2 y 3.10.1) en un ensayo similar al screening, en este caso
incubando por duplicado diluciones seriadas 1/3 de los diferentes nanobodies, cubriendo un
rango de concentracién entre 1x10™y 25 nM.

3.6.2 Verificacidon de la reactividad de clones anti-omalizumab contra el paratope de este
anticuerpo

Para verificar que el epitope del nanobody corresponda efectivamente al pardtope de
omalizumab, se realizd un ensayo para evaluar la reactividad cruzada de un conjunto de clones
contra distintas clases de inmunoglobulinas humanas. La reactividad de los clones se evalud
desde los sobrenadantes de extractos celulares generados en el punto anterior, sobre pocillos
de ELISA sensibilizados durante 1 hora a 37 °C con las diferentes proteinas en PBS: omalizumab
2 ug/mL, BSA 10 mg/mL, 1gG1 humana 2 ug/mL, pool de 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 humanas 10
ug/mL, 1IgM humana 2 ug/mL e IgE humana 2 pg/mL. A continuacion, se bloqued la placa y se
procedié a incubar cada sobrenadante en una dilucién 1/50 sobre cada una de las proteinas
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inmovilizadas. Para el revelado se utilizdé una dilucion 1/10000 de estreptavidina-PO y
finalmente se incubd la solucién sustrato-PO durante 10 minutos antes de detener la reaccidn.

Por otra parte, para confirmar que la reactividad de los nanobodies fuera contra el paratope
de omalizumab se realizdé un ensayo de inhibicion con nanobodies purificados, en el cual se
evalud la capacidad de los diferentes nanobodies de inhibir la unién de omalizumab a su
antigeno (IgE). Previamente, se determind la concentracién de omalizumab que daba lugar a
una DOyspnm = 0,5-1 UA para utilizarla en las pruebas de inhibicién, para lo cual se incubaron
diluciones seriadas de omalizumab sobre pocillos de ELISA sensibilizados con IgE 1 ug/mL, y se
detectdé la unién del mismo mediante el agregado de una diluciéon 1/10000 de un anticuerpo
anti-lgG humana conjugado a peroxidasa (Abcam #ab97225), revelando finalmente el ensayo
incubando la solucién sustrato-PO durante 10 minutos. Para las pruebas de inhibicidn se
realizé un ensayo en las mismas condiciones, incubando esta vez diluciones seriadas 1/3 de los
diferentes nanobodies por triplicado, cubriendo un rango entre 8x10° y 5 nM, en presencia de
una concentracidon fija de 1,4 ng/mL de omalizumab. Las sefiales obtenidas fueron
normalizadas respecto a la sefial obtenida en ausencia de nanobody (sefial maxima).

3.7 Vectores de expresion utilizados

Durante la etapa de seleccion de nanobodies mediante panning, los mismos se expresan a
partir del vector fagémido pComb3XSS. Para escalar la produccién de los mismos, es necesario
clonar sus secuencias en un vector de expresién fuerte, para lo cual se utilizé el vector pINQ-
BtH6. Por otra parte, el nanobody biespecifico fue generado mediante el clonado de ambos
nanobodies en el vector pINQ-Bis, el cual fue disefiado para la produccién de biespecificos
conformados por nanobodies, y comparte muchas caracteristicas con el vector pINQ-BtH6.

3.7.1 pINQ-BtH6

El vector pINQ-BtH6 (Figura 3.1) es un derivado del vector pET-28a(+) (Novagen), y como tal
posee el gen de resistencia a kanamicina como marcador de seleccidn. Presenta sitios de
restriccion para la enzima Sfil (GGCCNNNNi«NGGCC) en ambos extremos de la secuencia del
nanobody. Dado que es posible generar secuencias distintas de reconocimiento para la enzima
en ambos extremos de la secuencia a ser clonada variando los nucledtidos N, la enzima
permite realizar clonados direccionales en el vector.
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Figura 3.1 | Representacion esquematica del vector pINQ-BtH6. A) Esquema del plasmido completo. B)
Detalle del cassette de expresidn, que incluye el promotor y terminador reconocidos por la ARN
polimerasa de T7, el operador lac, el péptido sefial OmpA de exportacidn al periplasma y como etiquetas
presenta una cola de poli-histidina (6xHis) y el péptido aceptor de biotina AviTagTM. En la parte inferior
de la figura se indica la secuencia reconocida y el sitio de clivaje de Sfil, que permite el clonado en este
vector.

El vector pINQ-BtH6 permite que la expresidn de la proteina recombinante sea inducible,
evitando que su posible toxicidad afecte el crecimiento del cultivo. Dicha expresion se
encuentra bajo el control del promotor T7, reconocido por la ARN polimerasa del bacteriéfago
T7; y del operador lac, secuencia a la cual se une el represor de la expresién Lacl, también
codificado en el vector. Para posibilitar la expresidn, el vector debe ser transformado en una
cepa que posea en su genoma la secuencia codificante para la ARN polimerasa de T7, como lo
es E. coli BL21(DE3), donde la expresidon de esta enzima se encuentra bajo el control del
promotor lacUV5 y el operador lac. En ausencia del inductor, el represor Lacl, codificado tanto
en el plasmido como en el genoma, impide la expresidon de la ARN polimerasa de T7 y la
proteina de interés, minimizando la expresién basal de esta ultima que podria resultar toxica.
En presencia del inductor IPTG, el mismo se une al represor Lacl favoreciendo su desunién al
operador lac, y de esta forma promueve la expresiéon de la ARN polimerasa de T7 y
subsecuentemente la de la proteina clonada en el vector (Figura 3.2).

La incorporacidn al vector permite la fusidn del nanobody a algunas secuencias de interés. La
secuencia OmpA, posicionada en el extremo amino-terminal de la secuencia traducida, codifica
un péptido sefial que promueve la localizacion de la proteina en el espacio periplasmatico,
donde el ambiente oxidante favorece la formacién de los enlaces disulfuro que forman parte
de la estructura de los nanobodies. Por otra parte, en el extremo carboxilo-terminal del
nanobody se incorpora una cola de poli-histidina compuesta por 6 residuos de este
aminodcido, que facilita la purificacion de la proteina mediante cromatografia de afinidad
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ademas de posibilitar su deteccion mediante anticuerpos que reconocen esta etiqueta.
Asimismo, se incorpora el péptido AviTag™ (GLNDIFEAQKIEWHE), reconocido por la enzima
biotina ligasa BirA, que anade una molécula de biotina en forma sitio-especifica sobre el
residuo de lisina de este péptido. Para la biotinilacidn de nanobodies, el vector pINQ-BtH6
debe ser transformado en la cepa E. coli BL21(DE3)-pBir, que sobre-expresa la enzima BirA a
partir del vector pCY216, el cual presenta resistencia a cloranfenicol como marcador de
seleccidn y cuya expresion es inducible mediante el agregado de arabinosa. La co-expresion de
BirA y el nanobody de interés permite que la biotinilacién tenga lugar in vivo, aunque con baja
eficiencia. Para aumentar esta eficiencia también se puede realizar una etapa de post-
biotinilacién, que consiste en la incubacién a 37 °C del extracto celular en presencia de un
exceso de biotina para permitir la biotinilacién de la totalidad del nanobody. De esta forma,
esta etiqueta permite la deteccién del nanobody mediante el uso de estreptavidina conjugada
a peroxidasa.

IPTG Induction IPTG Induction \
EcolRNA W} T7 RNA
polymerase polymerase
| T7 gene 1 T7 RMA polymerase JI_,,F--"'_—_| Target gene
| | ‘i;mr"_ |

—» | —
v

fac | gene \

k E. coli genome

J

Figura 3.2 | Esquema del sistema de regulacion de la expresion del vector pINQ-BtH6. El represor Lacl,

expresado tanto a partir del cromosoma bacteriano como del plasmido, se une a los operadores lac
impidiendo la expresion de la ARN polimerasa de T7 y de la proteina de interés. La induccion con IPTG
revierte esta represion, y la expresién de la ARN polimerasa de T7 lleva a la transcripcion del gen de
interés y produccién de la proteina que codifica. Imagen modificada a partir de pET System Manual;
2005 (*).

3.7.2 pINQ-Bis

El vector pINQ-Bis (Figura 3.3) fue disefiado para permitir la construccién de un nanobody
biespecifico formado por dos nanobodies separados por una secuencia espaciadora
(GQAGRGGGGSGGGGSGGGGSTSEL). Al igual que pINQ-BtH6, presenta sitios de restriccidon para
la enzima Sfil que permiten el clonado direccional del nanobody que ocupa la posicién amino-
terminal, pero presenta ademads sitios de restriccidn para las enzimas Spel y Xhol, que
permiten el clonado direccional del nanobody que ocupa la posicién carboxilo-terminal.
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Presenta las mismas caracteristicas que pINQ-BtH6 en cuanto a la regulacidn de la expresion
de la proteina clonada e incluye también la secuencia OmpA para promover la exportacidn de
la proteina al periplasma. Posee como Unica etiqueta una cola de poli-histidina.

6xHis Terminador T7
Espaciador
Xhol
Nanobody 2
Spel ﬂ- W oy
Espaciador e o,
Sl f\'
Nanobody 1 V- // '
sfil y %
—— — — %
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&
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o= Nanobody T — Wanobody 2 ) e
v X aia
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v
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3'...CCGGH‘HNNNCCGG D

Figura 3.3 | Representacion esquematica del vector pINQ-Bis. A) Esquema del pldasmido completo. B)
Detalle del cassette de expresidn. La expresidn de la proteina heterdloga estd bajo el control de las
mismas secuencias reguladoras que en el caso del vector pINQ-BtH6. En este caso la proteina es
expresada con una cola de poli-histidina (6xHis) como Unica etiqueta. En la parte inferior de la figura se
indican las secuencias reconocidas y los sitios de clivaje de las enzimas de restriccion que permiten el
clonado en este vector: Sfil, Spel y Xhol.

3.8 Clonado de nanobodies en vectores de expresion
3.8.1 Clonado del nanobody anti-aztreonam en el vector pINQ-BtH6

La secuencia del nanobody anti-aztreonam fue amplificada a partir del vector pComb3XSS
mediante PCR segln se describe en la seccién 3.3.3, utilizando el cebador directo 5 vy el
cebador reverso 6, que incorporan en cada extremo del amplicdn un sitio de restriccién para la
enzima Sfil. El producto fue purificado mediante el kit comercial GenelJET PCR Purification
(Thermo Scientific #K0701) y digerido en presencia de buffer G 1X (Thermo Scientific #BG5)
con 10 U de Sfil (Thermo Scientific #£R1821) por microgramo de amplicdn, desarrollandose la
reaccién a 50 °C ON. El producto de digestion fue purificado mediante el kit comercial GenelET
PCR Purification. Por otra parte, el vector pINQ-BtH6 fue extraido mediante el kit comercial
Qiaprep Spin Miniprep a partir de un cultivo ON en LB-kanamicina, digerido en las mismas
condiciones que el inserto y purificado mediante electroforesis en gel de agarosa y utilizando
el kit comercial Qiaquick Gel Extraction (Qiagen). Los extremos del vector fueron
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desfosforilados utilizando 1 U de la enzima rSAP (New England Biolabs #M0371S) por
microgramo de vector en presencia del buffer CutSmart 1X (New England Biolabs #B7204S),
incubando la reaccién a 37 °C durante 30 minutos y realizando una etapa de inactivaciéon de la
enzima a 60 °C durante 5 minutos. La ligacion se realizé utilizando una relacién molar 1:3
vector:inserto, en buffer T4 1X (Thermo Scientific #869) con 1,25 U de la enzima T4 ligasa
(Thermo Scientific #£L0011) cada 50 ng de vector, desarrollandose la reaccion a 37 °C durante
3 horas con una etapa de inactivacién de la enzima a 70 °C durante 5 minutos. El producto de
ligacién fue transformado en células E. coli DH5-a y plaqueado en placas de LB agar-
kanamicina.

3.8.2 Clonado de los nanobodies en el vector pINQ-Bis

Los nanobodies anti-aztreonam y anti-omalizumab fueron clonados en el vector pINQ-Bis de
forma tal que permitiria la expresidn del biespecifico con el nanobody anti-aztreonam en la
posicidon amino-terminal y el anti-omalizumab en la posicién carboxilo-terminal. Se realizé en
primer lugar el clonado del gen del nanobody anti-omalizumab, para lo cual su secuencia fue
amplificada mediante PCR utilizando el cebador directo Forward 2™ bis y el cebador reverso
Reverse 2™ bis, que incorporan al amplicdn sitios de restriccion para las enzimas Spel y Xhol
respectivamente. El amplicén (purificado mediante el kit comercial GenelET PCR Purification) y
el vector (obtenido seglin se describe en el punto anterior) fueron digeridos en forma
secuencial utilizando las enzimas Spel y Xhol. Se realizé en primer lugar una digestién en buffer
Tango 1X (Thermo Scientific #BY5), con 10 U de Spel (Thermo Scientific #ER1251) por
microgramo de ADN, a 37 °C durante 4 horas. Los productos de digestién fueron purificados
mediante el kit comercial GeneJET PCR Purification, y a continuacion se llevd a cabo una
segunda digestién en buffer R 1X (Thermo Scientific #8R5), con 10 U de Xhol (Thermo Scientific
#ER0691) por microgramo de ADN, desarrollandose la reaccidn en las mismas condiciones que
la anterior pero incluyendo ademads un paso de inactivacion de la enzima a 80 °C durante 20
minutos. Los productos de digestiéon fueron purificados mediante electroforesis en gel de
agarosa, utilizando el kit comercial Qiaquick Gel Extraction. La desfosforilacién del vector, la
ligacidn y la posterior transformacién se realizaron segun se describe en el punto anterior.

Para verificar el correcto clonado del nanobody anti-omalizumab se llevé a cabo una PCR de
colonia seguida de la digestidn del amplicén con las enzimas Haelll y Mval, y posteriormente
visualizacidn de los productos de digestion mediante electroforesis en gel de agarosa. Para la
PCR de colonia se resuspendieron colonias aisladas en 100 uL de agua de calidad para biologia
molecular, de la cual se tomaron 5 pL como molde para realizar reacciones de PCR (ver seccion
3.3.3) utilizando cebadores Forward 2™ bis y Reverse 2™ bis.

Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit comercial GenelJET PCR Purification y
se sometieron a digestiéon de manera independiente con las enzimas Haelll (Thermo Scientific
#ER0151) y Mval (Thermo Scientific #£R0551), constando cada mezcla de reaccién de buffer R
1X y 1 U de la enzima correspondiente cada 60 ng del producto de PCR purificado. Las
reacciones se llevaron a cabo incubando a 37 °C durante 1 hora. Los patrones de digestidon
fueron visualizados realizando una electroforesis en gel de agarosa 4% y comparados con el
marcador de peso molecular GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific
#SM1211). Por otra parte, el patréon de digestion esperado se predijo in silico utilizando el
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programa SnapGene. Los clones con el correcto clonado fueron crecidos en cultivos de 2 mL de
LB-kanamicina ON para extraer el ADN plasmidico.

A continuacidn se realizé el clonado del gen del nanobody anti-aztreonam, para lo cual se
amplificé su secuencia mediante PCR utilizando el cebador directo 5 y el cebador reverso 6. El
clonado procedid con la digestion del vector y el inserto y la ligacién de ambos productos, en
las condiciones descriptas en el punto anterior. El resultado final del clonado fue verificado
mediante secuenciacion, como se describe en la secciéon 3.3.5.

3.9 Expresion de proteinas recombinantes

3.9.1 Evaluacion de la expresion de nanobodies y nanobody biespecifico en cultivos de
pequeia escala

Células E. coli BL21(DE3) transformadas con el plasmido de interés se crecieron al inocular
colonias aisladas (o cultivos almacenados del bloque maestro) en cultivos de 2 mL de LB-
kanamicina. El cultivo fue incubado hasta alcanzar una DOgy.m = 0,5 UA, tras lo cual se agregd
IPTG 10 uM y se incubd ON a 28 °C. Al dia siguiente se tomdé 1 mL del cultivo y se centrifugd a
17000g durante 1 minuto, descartando el sobrenadante e incubando el pellet con 200 uL del
reactivo de lisis celular B-PER™ (Thermo Scientific #78243) durante 20 minutos. Se realizé una
centrifugacion a 15000g durante 5 minutos para recuperar en el sobrenadante y en el pellet las
proteinas que constituyen el material soluble e insoluble de las células, respectivamente. Las
fracciones solubles fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE.

3.9.2 Expresion a gran escala de nanobodies biotinilados

Células E. coli BL21(DE3)-pBir transformadas con los plasmidos correspondientes a cada
nanobody se crecieron al inocular colonias aisladas en 2 mL de LB-kanamicina-cloranfenicol
suplementado con glucosa 4%, ON a 37 °C. Al dia siguiente se realizé una dilucién 1/100 del
cultivo en 200 mL de LB-kanamicina-cloranfenicol suplementado con biotina 100 pM vy
arabinosa 0,04% y se incubd hasta alcanzar una DOggnm = 0,5 UA. En esta instancia se indujo la
expresién del nanobody mediante el agregado de IPTG 10 uM, y la misma procedié ON a 28 °C,
con agitacion a 250 rpm. Al dia siguiente se realizd la lisis celular y post-biotinilacién, para lo
cual se centrifugd el cultivo a 5000g durante 10 minutos y se resuspendieron las células en 20
mL de PBS suplementado con biotina 1 mM. Se realizé un ciclo de congelado/descongelado (a -
80 °C y en bafio a 37 °C respectivamente) seguido de sonicacién (15 minutos, potencia 80%,
pulso de 30 ms). La reaccidn de post-biotinilacion procedié durante 2 horas bajo agitacion a 37
°C y finalmente se eliminaron los restos celulares mediante centrifugaciéon a 20000g durante
30 minutos. El nanobody fue purificado a partir de este sobrenadante mediante cromatografia
de afinidad (ver seccion 3.10.1).

3.9.3 Expresion a gran escala del nanobody biespecifico

Se procedid de forma similar a la expresidon de nanobodies biotinilados descripta en el punto
anterior, las modificaciones en el protocolo responden a que en este caso el nanobody
biespecifico no fue biotinilado. La expresién de estos nanobodies se realizd a partir de cultivos
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de células BL21(DE3) transformadas con el plasmido de interés en medio de cultivo LB-
kanamicina.

La lisis celular se realizé segun el protocolo de shock osmético reportado por Olichon, A. et al.
(**). Se centrifugd el cultivo a 5000g durante 10 minutos vy las células fueron resuspendidas en
1 mL de buffer TES. La suspensién fue congelada a -80 °C y descongelada en hielo,
posteriormente se le agregd 1 mL de buffer TES y fue incubada en hielo durante 30 minutos. El
paso final de la lisis consistid en inducir el shock osmético suplementando la suspension celular
con 3 mL de una dilucion 1/4 de buffer TES e incubar en hielo durante 30 minutos. Mediante
una centrifugacion a 20000g durante 30 minutos se eliminaron los restos celulares, y se
recuperd el sobrenadante a partir del cual el nanobody biespecifico fue posteriormente

purificado mediante cromatografia de afinidad (ver seccién 3.10.1).

3.10 Purificacidon de nanobodies
3.10.1 Purificacidon de nanobodies y nanobody biespecifico por cromatografia de afinidad

La purificacion de nanobodies se llevd a cabo utilizando una columna de Ni-NTA (HisTrap HP,
GE Healthcare) en el equipo AKTA purification system (GE Healthcare), en virtud de la cola
6xHis incorporada en los nanobodies por los vectores de expresién utilizados.

La columna cromatografica fue equilibrada con buffer de equilibrio (buffer A), y a las
fracciones a purificar se les agregd imidazol a concentraciéon final 20 mM y NaCl a
concentracién final 300 mM, de forma de igualar las concentraciones de estos componentes
en dicho buffer. Luego de la inyeccion de la muestra en la columna se realizé un lavado con
aproximadamente 5 mL de buffer A, seguido de etapas adicionales de lavado con adicién
gradual de buffer de elucién (buffer B), aumentando la concentracién de imidazol a 39 y 68
mM. Finalmente, la elucion se realizé con 116 mM de imidazol. Durante el proceso la presencia
de proteina fue monitoreada en forma continua por absorbancia a 280 nm.

Luego de la purificacion las fracciones de interés fueron dializadas ON utilizando membranas
de cutoff de 13 kDa (Sigma-Aldrich) en 4 L de PBS a 4 °C en agitacion, realizando un cambio de
buffer al dia siguiente e incubando durante 4 horas mas en las mismas condiciones. El
contenido proteico de las fracciones fue visualizado por electroforesis SDS-PAGE (ver seccion
3.3.7) y cuantificado utilizando el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific) (ver seccion 3.3.6).

3.10.2 Purificacion de nanobodies y nanobody biespecifico por cromatografia de exclusién
molecular

Previo a esta purificacion las proteinas fueron concentradas utilizando tubos concentradores
con un cutoff de 9 kDa (Thermo Scientific #89884A) hasta alcanzar un volumen igual o menor a
250 pl. La purificacion se realizé utilizando una columna Superose 12 HR 10/30 (Amersham)
con un rango de resolucién éptimo entre 1000 y 300000 Da, en el equipo AKTA purification
system. La columna fue equilibrada con PBS o PBS-Tween 0,2% segun el caso, y a partir del
momento de inyeccidon de la muestra la presencia de proteina fue monitoreada en forma
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continua por espectrofotometria a 280 nm. Posteriormente la concentracion de proteinas
presente en las fracciones fue determinada utilizando el equipo NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) (ver seccion 3.3.6) y las mismas fueron visualizadas por
electroforesis SDS-PAGE (ver seccion 3.3.7).

Para poder estimar el peso molecular correspondiente a cada pico obtenido, se realizdé una
curva de calibracién utilizando los estandares de peso molecular que se detallan en la Tabla
3.2, preparando la solucién en PBS. Para construir la curva de calibracion se utilizo el
coeficiente de distribucion K,,, definido como:

Kav = (Ve'VO)/(Vt'VO)

Donde V. es el volumen de elucién, V, el volumen total de la columna y V, el volumen de
exclusién de la columna, determinado como el volumen al que eluye el azul dextrano, una
molécula de gran tamafio por fuera del intervalo de resolucién. K, es graficado en funcién del
log(PM) para obtener la curva de calibracidn, y determinando K,, para las proteinas de interés
este valor puede interpolarse para obtener una medida de su peso molecular.

Tabla 3.2 | Estandares de peso molecular utilizados en la elaboracion de la curva de calibracion para la
cromatografia de exclusién molecular.

Estandar Peso molecular (kDa)
Azul dextrano 2000
Tiroglobulina 660
Ferritina 440
Aldolasa 160
Ovoalblimina 45
Quimiotripsinégeno A 25,6
Ribonucleasa 13,7

3.11 Evaluacion de la reactividad por ambos antigenos del nanobody biespecifico

En un primer ensayo, se compard la reactividad de los nanobodies individuales con la del
biespecifico contra cada uno de los antigenos, KLH-aztreonam y omalizumab. Para esto se
realizaron ensayos de ELISA en placas sensibilizadas con 2 pug/mL de cada antigeno, sobre las
que se incubaron diluciones seriadas por triplicado de los nanobodies cubriendo el rango de
concentracién de 0,004 a 25 nM. Dado que las construcciones de los nanobodies individuales y
biespecifico incluian una cola de poli-histidina, se realizé el revelado del ensayo incubando con
una dilucion 1/10000 de anticuerpo anti-His-PO (Abcam #ab1187) y posteriormente con la
solucién sustrato-PO durante 5 minutos.

Un segundo ensayo de ELISA fue realizado para verificar la funcionalidad de ambos nanobodies
del biespecifico y demostrar su aplicabilidad como calibrador. En este caso se incubaron por
triplicado diluciones seriadas del nanobody biespecifico cubriendo un rango de concentraciéon
entre 0,004 y 8,3 nM sobre pocillos de ELISA sensibilizados con KLH-aztreonam 2 pg/mL.
Posteriormente se realizé una incubacidon con 10 pug/mL de omalizumab para promover su
unién al extremo libre del biespecifico, y finalmente la unién fue revelada utilizando una
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dilucién 1/10000 de un anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa, seguido de la
adicién de solucidn sustrato-PO durante 5 minutos.

3.12 Analisis de la correlacion entre la seial producida por el calibrador biespecifico
y la de un suero artificial con anticuerpos anti-aztreonam

Se realizé un ensayo ELISA para comparar el comportamiento del nanobody biespecifico con el
de un suero artificial anti-aztreonam generado por la empresa Dr. Fooke
Laboratorien<sup>22</sup><sup>22</sup><sup>21</sup>. Este suero fue previamente
caracterizado mediante el método de calibraciéon heteréloga, por lo cual se conoce su
concentracion de IgE especifica en IU/mL.

Para correlacionar la sefial producida por el calibrador biespecifico con la del suero artificial, se
incubaron por triplicado diluciones seriadas 3/5 de este suero (cubriendo un rango de
concentracién entre 0,03 y 8,5 IU/mL) y del nanobody biespecifico (cubriendo un rango de
concentracién entre 0,003 y 1 nM) sobre pocillos de ELISA sensibilizados con KLH-aztreonam 2
ug/mL. Posteriormente se adiciond omalizumab 10 ug/mL, el cual establece una interaccidn
especifica tanto con la region Fc de IgE presente en el suero artificial como con el nanobody
biespecifico. Finalmente esta unidn fue revelada utilizando una dilucién 1/10000 de anticuerpo
anti-lgG humana conjugado a peroxidasa, seguido de la incubacién con la solucidn sustrato-PO
durante 5 minutos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion de nanobodies especificos contra el determinante antigénico de
aztreonam

El proyecto en el cual se enmarca esta tesina tiene como uno de sus principales objetivos el
desarrollo de calibradores para inmunoensayos seroldgicos de deteccién de IgE que reconozca
especificamente determinantes antigénicos derivados de antibidticos beta-lactdmicos. Para
llevar esto a cabo, se cuenta con una biblioteca de fagos filamentosos que presentan
nanobodies en su superficie, construida a partir de los linfocitos B de una llama que fue
inmunizada con el anticuerpo monoclonal omalizumab y los distintos determinantes
antigénicos. Esta biblioteca constituye el punto de partida para la obtencién de los nanobodies
a ser incorporados en los calibradores.

4.1.1 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos anti-aztreonam inducida en la llama
inmunizada

La construccién de la biblioteca se inicié con la extraccién de sangre de la llama una vez que el
animal desarrolld una respuesta de anticuerpos suficiente contra los antigenos de interés. Para
evaluar la evolucidon de esta respuesta, se analizaron sueros extraidos periédicamente durante
el proceso de inmunizacion mediante ensayos de ELISA que permitieron medir la respuesta de
anticuerpos contra los determinantes antigénicos (antibidticos conjugados a KLH)
inmovilizados en las placas. Al evaluar la respuesta de anticuerpos anti-aztreonam, se obtuvo
que el titulo de anticuerpos (definido como el factor de dilucién del suero que da lugar al 50%
de la sefial maxima) en el suero pre-inmune (dia 0) fue 4,1x10% el mismo ascendié a 3,2x10° el
dia que se administré el booster (dia 16) y a 1,5x10* en el dia 37. Al dia 80 luego de la primera
inmunizacion se realizé la Ultima extraccidn, obteniendo un titulo de anticuerpos de 2,0x10%
indicando que se habia alcanzado una saturacion dado que el valor se habia mantenido
practicamente constante desde el dia 37 (Figura 4.1). Esta ultima extraccién también fue
evaluada contra la proteina KLH (utilizada como carrier del antibidtico de interés),
obteniéndose un titulo de 5,6x10%, notoriamente inferior al obtenido para el conjugado,
permitiendo concluir que los anticuerpos titulados efectivamente reconocian al determinante
antigénico y no a la proteina carrier. El titulo obtenido para la extraccion final reflejé una muy
buena respuesta de anticuerpos, y dado que ademds se obtuvieron resultados similares para
otros determinantes, se procedid a la construccidn de la biblioteca.
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Figura 4.1 | Titulacion de anticuerpos totales contra aztreonam en sueros de llama inmunizada con
HSA-aztreonam. La titulacidn se realizé mediante un ELISA en que se sensibilizé una placa con KLH-
aztreonam, posteriormente se incubaron los sueros, y se reveld el ensayo utilizando un suero de conejo
con anticuerpos anti-llama y un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa. Se incluyd
un control en que se tituld el suero del dia 80 sobre pocillos sensibilizados con KLH.

4.1.2 Panning y screening para la seleccion de nanobodies especificos contra el conjugado
KLH-aztreonam

A partir de la biblioteca generada, que presentaba un valor de diversidad de 2x10% y un titulo
de fagos de 2x10" ufc/mL, se seleccionaron clones de fagos que expresaran nanobodies anti-
aztreonam mediante un proceso de panning. El mismo consisti6 en la incubacién de la
biblioteca de fagos en pocillos de ELISA sobre los cuales se habia inmovilizado el conjugado
KLH-aztreonam. Dado que se trata de un conjugado distinto al HSA-aztreonam que fue
utilizado para la inmunizacidn de la llama, se promovid la inmovilizacidon de aquellos clones
que reconocieran especificamente el determinante antigénico. Al cabo de la incubacién y
luego de lavados exhaustivos los fagos unidos fueron eluidos mediante la accidn de tripsina.
Este primer eluido (output) de fagos presenté un titulo de 2,1x10° ufc/mL, y fue amplificado
para realizar una segunda ronda de seleccidn con el objetivo promover el enriquecimiento de
clones especificos contra el antigeno de interés. El segundo output presentd un titulo de
5,6x10° ufc/mL, y si bien no representd un aumento respecto al titulo del primero, se procedié
a identificar clones con reactividad anti-aztreonam desde el segundo output (screening).

Para el screening se tomaron 10 colonias aisladas que habian crecido en placas de LB agar
luego de infectar células con el segundo output. Cada colonia se crecid6 de forma
independiente en condiciones que promovian la expresion de los nanobodies y los
sobrenadantes de cultivo fueron analizados mediante ELISA, donde se evalud la reactividad de
los nanobodies contra el determinante antigénico de aztreonam y sus reactividades cruzadas
contra los determinantes de meropenem, penicilina G, amoxicilina y ceftriaxona. Para ello cada
sobrenadante se incubd en pocillos sensibilizados con los distintos antigenos, la unidn
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nanobody-antigeno fue revelada con un anticuerpo anti-HA conjugado a peroxidasa (siendo
HA un péptido expresado como etiqueta en los nanobodies). Los 10 clones analizados
presentaron reactividad contra KLH-aztreonam pero no contra KLH (Figura 4.2), indicando que
eran clones especificos contra el determinante antigénico. A su vez se observaron diferencias
en los niveles de sefial entre clones, las cuales pueden ser el resultado de diferencias en la
afinidad y/o en los niveles de expresién de los nanobodies. La mayoria de los clones
presentaron un bajo nivel de reactividad cruzada con el determinante antigénico de penicilina
G, y ninguno presentd reactividad contra el resto de los determinantes.
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Figura 4.2 | Screening de clones anti-aztreonam. El screening se realizé incubando sobrenadantes de
cultivo de cada uno de los clones en pocillos de ELISA sensibilizados con los distintos antigenos, y
revelando el ensayo con un anticuerpo anti-HA conjugado a peroxidasa.

4.1.3 Seleccidon del nanobody anti-aztreonam a utilizar en el calibrador

La secuenciacion de los 10 clones incluidos en el screening reveld que se trataba de 6 clones
diferentes (Figura 4.3). Cinco de ellos presentaron la secuencia de aminodcidos GLEW, ubicada
cerca del final del FR2, indicando que se trata de dominios de tipo VH soluble en lugar de VHH,
mientras que un solo clon (clon 6) fue identificado como VHH. Si bien es sorprendente la alta
frecuencia de clones derivados de VH considerando que sélo son aproximadamente el 10% de
los HcAbs, esta diferencia no fue considerada a la hora de seleccionar el nanobody, dado que
ambos tipos de dominio provienen de HcAbs y por lo tanto pueden ser igualmente funcionales
en forma aislada®.

Para profundizar en el estudio de la reactividad anti-aztreonam de los 6 clones identificados,
los sobrenadantes utilizados en el screening fueron analizados en un ensayo de ELISA de
titulaciéon, para el cual se incubaron diluciones seriadas de cada sobrenadante en pocillos
sensibilizados con KLH-aztreonam para titularlos. Extraflamente, los clones 2 y 4 no mostraron
reactividad (Figura 4.4); en cuanto al resto, el clon 1 mostré el mayor titulo (factor de diluciéon
del sobrenadante que da lugar al 50% de la sefial maxima) con un valor de 1,8x10°, por lo cual
fue seleccionado para utilizar en la construccion del nanobody biespecifico a ser aplicado como
calibrador.
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Figura 4.3 | Secuencias aminoacidicas presentes en los 10 clones anti-aztreonam analizados en el
screening. Se denota con un punto (.) a los aminodcidos conservados en referencia al clon 1, y con un
guion (-) la ausencia de aminoacidos. Al final de cada secuencia se indica entre paréntesis la frecuencia
con la cual se observd. Se resalta en amarillo la secuencia aminoacidica GLEW presente en la regién FR2.
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Figura 4.4 | Titulacidon de 6 clones de nanobodies anti-aztreonam presentes en los sobrenadantes de
cultivo. El ensayo se realizd sobre pocillos de ELISA sensibilizados con KLH-aztreonam, incubando
diluciones seriadas de los sobrenadantes y revelando el ensayo con un anticuerpo anti-HA conjugado a
peroxidasa.

4.1.4 Clonado del nanobody anti-aztreonam en el vector pINQ-BtH6 y evaluacion del nivel de
expresion

Si bien el nanobody anti-aztreonam fue seleccionado con el fin de incorporarlo en una
construccion biespecifica, era de interés producirlo como reactivo monoespecifico para
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utilizarlo como referencia a la hora de evaluar eventuales variaciones en su reactividad al
expresarlo en el formato biespecifico. Para esto la secuencia del nanobody del clon 1 fue
clonada en el vector de expresion fuerte pINQ-BtH6. Este permite la expresién del nanobody
fusionado en el extremo carboxilo terminal a una cola de poli-histidina y al péptido AviTag™
gue permite la biotinilacién de la proteina durante su expresién.

A fin de evaluar el nivel de expresion del nanobody se indujo la misma en un cultivo de 2 mL,
determinandose que podia ser expresado en la fraccién soluble del extracto bacteriano
realizando una induccién del cultivo a una DOggonm = 0,5 UA con IPTG 10 uM, ON a 28 °C (Figura
4.5). Dado que habia una cantidad considerable de proteina de interés soluble, se usaron estas

mismas condiciones para realizar una expresién a mayor escala y purificacidon del nanobody.
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Figura 4.5 | Electroforesis SDS-PAGE de la fraccion soluble de extractos de cultivo evaluando la
expresion del nanobody anti-aztreonam. Carril 1: Cultivo de células BL21(DE3) sin transformar. Carril 2:
Cultivo inducido con IPTG 10 uM ON a 28 °C para la expresion del nanobody anti-aztreonam. Se sefiala
la banda correspondiente al nanobody con una flecha negra.

4.1.5 Expresion a gran escala del nanobody anti-aztreonam

El nanobody fue producido en un cultivo de 200 mL y purificado mediante cromatografia de
afinidad utilizando una columna de Ni-NTA. La fraccién principal de purificacidn fue analizada
mediante electroforesis SDS-PAGE, observandose que el nivel de pureza obtenido no fue tan
bueno como se esperaba (Figura 4.6), presentando varias bandas correspondientes a
contaminantes. Dado que se apuntaba a usar a esta proteina como una herramienta
comparativa frente al nanobody biespecifico, se decidié mejorar su pureza realizando una
purificacién adicional mediante cromatografia de exclusion molecular.
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Figura 4.6 | Electroforesis SDS-PAGE del resultado de la purificacién del nanobody anti-aztreonam. La
purificacion fue realizada por cromatografia de afinidad en una columna de Ni-NTA, eluyendo la
proteina con imidazol 116 mM. FNU: Fraccién No Unida, F1: fraccidén principal colectada durante la
purificacion.

La cromatografia de exclusion molecular se realizé en columna de matriz sefarosa y rango de
resolucidn éptimo entre 1000 y 300000 Da y se estimd el peso molecular del nanobody
utilizando una curva de calibracién generada a partir de los volimenes de elucion de distintos
estandares de peso molecular conocido (Figura 4.7). El cromatograma correspondiente a la
purificacién del nanobody anti-aztreonam mostré un pico principal a un volumen de elucién de
14,74 mL (Figura 4.8A), que de acuerdo a la curva de calibracién corresponde a un peso
molecular de 17,7 kDa, muy cercano al valor de 17,9 kDa correspondiente al peso esperado del
nanobody. Esto mostré que este nanobody existe en forma monomérica, descartando la
formacién de dimeros que con cierta frecuencia se observa con algunos nanobodies. Se
observaron ademads en el cromatograma pequeios picos correspondientes a contaminantes
que pudieron ser separados del pico principal. Al analizar las fracciones eluidas mediante
electroforesis SDS-PAGE se pudo observar que la proteina habia sido obtenida con mayor
pureza al verse disminuido el nUmero de bandas contaminantes (Figura 4.8B). Como resultado
de la expresién y de esta doble purificacidn, la produccién de nanobody anti-aztreonam tuvo
un rendimiento bajo, estimado en 0,8 mg por litro de cultivo.
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Figura 4.7 | Curva de calibracién para determinar pesos moleculares a partir de volimenes de elucién
en la cromatografia de exclusion molecular. Se grafica, en funcién del log (PM), el coeficiente de
distribucion K,,, definido como K,, = (Ve-Vo)/(V+-Vy), donde V. es el volumen de elucién, V; el volumen
total de la columna y V, el volumen de exclusién de la columna.
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Figura 4.8 | Purificacion del nanobody anti-aztreonam mediante cromatografia de exclusiéon molecular
en PBS. A) Cromatograma. B) Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones de purificacion obtenidas de la
cromatografia de exclusién molecular del nanobody anti-aztreonam. Pre-purif: fraccion resultante de la
purificacion por cromatografia de afinidad, que fue inyectada a la columna de exclusion molecular; F1,
F2, F3: Fracciones 1, 2 y 3 recolectadas durante la purificacion.
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4.2 Seleccion de nanobodies especificos contra el paratope del anticuerpo
omalizumab

Los calibradores son expresados en forma recombinante a partir de una construccién génica
compuesta por un nanobody que reconoce el paratope de omalizumab y otro que reconoce el
determinante antigénico. Esto implica que mediante el clonado de diferentes nanobodies en
tandem con el anti-omalizumab pueden generarse calibradores para ensayos de deteccién de
IgE especifica contra distintos determinantes antigénicos. Por esta razdn, la selecciéon de un
clon anti-omalizumab de alta afinidad y con un buen nivel de expresién fue de particular
interés en este trabajo.

4.2.1 Seleccidn por panning e identificacidn de clones productores de nanobodies especificos
contra omalizumab

La seleccion de nanobodies anti-omalizumab se realizd previo a esta tesina mediante 2 rondas
iterativas de seleccion por panning disefiadas con el fin de promover el enriquecimiento de
clones especificos contra el pardtope. Con este objetivo el panning se realizé en forma similar
al descripto para KLH-aztreonam, con la adicion de un paso previo de pre-adsorcion de la
solucion de fagos en pocillos sensibilizados con una mezcla de inmunoglobulinas humanas
(IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgA) para promover la remocién de fagos reactivos contra los dominios
conservados de inmunoglobulinas. Finalizado el panning se extrajo el ADN proveniente del
pool de fagos de la segunda elucidn (output 2), se aislaron los genes de nanobodies especificos
y se clonaron en el vector de expresidon pINQ-BtH6. Ya en el marco de esta tesina, se
transformaron células BL21(DE3) con el producto de ligacidn, obteniéndose colonias aisladas
de las cuales se tomaron 89 y se crecieron de forma independiente en condiciones que
promovian la expresidn de los nanobodies y la biotinilacidon de los mismos.

Se realizd el screening analizando diluciones seriadas 1/10 de los extractos celulares de los
cultivos, al incubarlos en ensayos de ELISA con omalizumab inmovilizado y revelando con
estreptavidina conjugada a peroxidasa. En este ensayo se observé que, de los 89 clones, al
menos 84 fueron reactivos contra omalizumab (Figura 4.9), indicando que el material de
partida de la biblioteca y las estrategias de seleccién por panning utilizadas habian sido
adecuados. El efecto de las diluciones seriadas permitié identificar a 34 clones con mayor
reactividad (indicados en la Figura 4.9), en base a la intensidad de sefal obtenida para la
dilucién 1/10’. Esta elevada reactividad es indicativa de altas afinidades, altos niveles de
expresion o ambas caracteristicas para los nanobodies, y por lo tanto estos fueron
seleccionados para continuar con los ensayos subsiguientes.
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Figura 4.9 | Screening de 89 clones anti-omalizumab. Se incubaron diluciones seriadas de los
sobrenadantes que contienen nanobodies biotinilados en pocillos de ELISA sensibilizados con
omalizumab, y se reveld el ensayo con estreptavidina conjugada a peroxidasa. Se incluyé como control
negativo un sobrenadante proveniente de un cultivo sin inocular. Se indican con un recuadro los 34
clones que fueron seleccionados por presentar una alta sefal en la dilucion 1/10’.

4.2.2 Evaluacion de reactividad cruzada de nanobodies anti-omalizumab contra
inmunoglobulinas humanas

Para la seleccién del nanobody anti-omalizumab a ser implementado en el calibrador fue
necesario descartar los clones que no reconocieran especificamente el paratope de este
anticuerpo. Con este objetivo, se realizd un ensayo de reactividad cruzada contra otras
inmunoglobulinas humanas, en particular la subclase 1gG1 a la cual pertenece omalizumab.
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Los sobrenadantes de los 34 clones elegidos en base al ensayo anteriormente descripto fueron
analizados en una dilucién 1/50 sobre pocillos de ELISA sensibilizados con distintas clases y
subclases de inmunoglobulinas humanas. No se observé reactividad cruzada para ninguno de
los clones (Figura 4.10), indicando que los epitopes reconocidos por todos los nanobodies se
encontraban en el paratope de omalizumab y por lo tanto no fue posible discriminarlos
utilizando este criterio. Este resultado era esperado ya que la estrategia de panning se habia
disefiado con el objetivo de favorecer el enriquecimiento de clones con esta especificidad.
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Figura 4.10 | Reactividad cruzada de 34 clones seleccionados anti-omalizumab contra

inmunoglobulinas humanas. Se sensibilizaron pocillos de ELISA con omalizumab, BSA, 1gG1, pool de
1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4, IgM e IgE. El ensayo se reveld con estreptavidina conjugada a peroxidasa.

4.2.3 Evaluacion de la afinidad y el nivel de expresion de nanobodies anti-omalizumab

Dado que 34 era un numero de clones muy alto, se seleccionaron 9 (B6, C5, C7, E5, E6, E9, F6,
F9 y G6) en funcién de la intensidad de sefial para la dilucién 1/10’ del ensayo de screening
inicial (Figura 4.9), y con el objetivo de continuar su caracterizacion se determiné mediante
secuenciacion la diversidad de secuencias presentes en este conjunto de nanobodies. De los 9
clones secuenciados se identificaron 6 secuencias de nanobodies diferentes, que en este caso
presentaron los aminoacidos caracteristicos de dominios VHH (Figura 4.11).
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Figura 4.11 | Secuencias aminoacidicas presentes en los 9 clones anti-omalizumab seleccionados. Se
denota con un punto (.) a los aminoacidos conservados en referencia al clon B6, y con un guién (-) la
ausencia de aminodcidos. Los aminoacidos caracteristicos de los dominios VHH estdn enmarcados en
rojo.
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Se evalud el nivel de expresion en bacterias de los 6 nanobodies identificados, comparando las
cantidades de nanobody presentes en extractos celulares mediante electroforesis SDS-PAGE
(Figura 4.12A). Los clones C5, E5, E9 y en particular el F6 se destacaron por sus mayores
niveles de expresién. Por otra parte, para comparar la reactividad de estos nanobodies se
realizé una titulacion de los 6 clones, al incubar diluciones seriadas de extractos celulares con
nanobodies biotinilados sobre pocillos de ELISA sensibilizados con omalizumab y revelando el
ensayo con estreptavidina conjugada a peroxidasa. Se incluyd un blanco como control negativo
y un clon que presentaba una sefal débil en ensayos anteriores (B10) para verificar la
concordancia de resultados. Los clones B6, C5, E5, E9 y F6 presentaron titulos en el rango entre
6,0x10* y 8,5x10%, y algo mayores a G6 cuyo titulo fue de 3,5x10*. Por su parte el clon B10,
como era esperado, presentd un titulo bajo, correspondiente a 10* (Figura 4.12B). Como se ha
sefalado anteriormente, las diferencias en los titulos reflejan diferencias en la afinidad de los
nanobodies pero ademas diferencias en su nivel de expresion, que determina la concentracion
de los mismos en los extractos. Por lo tanto, los resultados obtenidos en la titulacion fueron
evaluados en conjunto con los resultados obtenidos en las pruebas de expresién. A partir de
esta evaluacion se eligieron los clones E5 y E9 por presentar altos titulos y un buen nivel de
expresion, y el clon B6 por presentar un alto titulo a pesar de tener un nivel de expresion bajo,
indicando que podria tratarse de un clon de alta afinidad. Estos tres nanobodies fueron
expresados a gran escala y purificados para realizar una comparacion entre ellos basada
exclusivamente en su afinidad.
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Figura 4.12 | Pruebas de nivel de expresion y titulacion de nanobodies anti-omalizumab. A)
Electroforesis SDS-PAGE de la fraccidn soluble de extractos de cultivos en los que se indujo la expresion
de los 6 nanobodies anti-omalizumab seleccionados. Se indica con una flecha la banda correspondiente
a los nanobodies que fueron seleccionados para expresar a gran escala. B) Titulacion de los 6
nanobodies en estudio. Como control se agregd un clon que presentd una sefal débil en el screening
(B10) y una muestra sin nanobody. El ensayo se realizé sobre pocillos de ELISA sensibilizados con
omalizumab, revelando la presencia de los nanobodies biotinilados con estreptavidina conjugada a
peroxiadasa.
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4.2.4 Expresion y purificacion de los nanobodies B6, E5 y E9 y seleccion del nanobody anti-
omalizumab a utilizar en el calibrador

Se realizd una produccién a mayor escala de los nanobodies biotinilados B6, E5 y E9 en cultivos
de 200 mL, y los mismos fueron purificados mediante cromatografia de afinidad utilizando una
columna de Ni-NTA. Se obtuvieron nanobodies con muy buenos niveles de pureza (Figura 4.13)
y con los siguientes rendimientos por litro de cultivo: 4,3 mg de B6, 7,5 mg de E5 y 83,5 mg de
E9. Disponiendo de estos nanobodies purificados fue posible realizar curvas de titulacidn con
concentraciones iguales de cada uno, de forma de poder comparar las afinidades de los
mismos. Para esta comparacion se determind la concentracién de cada nanobody que da lugar
al 50% de la sefial de saturacién del ensayo (SC50). El clon E5 resulté ser el de mayor afinidad
(Figura 4.14A), con un SC50 de 0,020 nM, mientras que para B6 y E9 los valores fueron 0,033
nM y 0,056 nM respectivamente. Por esta razdn, el nanobody E5 fue seleccionado para utilizar
en la construccion del nanobody biespecifico a ser aplicado como calibrador.

Finalmente, se confirmdé que el sitio de unién a omalizumab de estos tres nanobodies
correspondiera al paratope de este anticuerpo. Para esto se realizd un ensayo de inhibicién en
el cual se co-incubé omalizumab con distintas concentraciones de los nanobodies sobre
pocillos sensibilizados con IgE, y se reveld la unién de omalizumab a su antigeno con un
anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa. Los tres nanobodies purificados fueron
capaces de inhibir la unién de omalizumab a IgE (Figura 4.14B), con valores de IC50
(concentracién de nanobody que reduce al 50% la unidon de omalizumab a su antigeno) de
0,042 nM, 0,073 nM y 0,199 nM para B6, E5 y E9 respectivamente, indicando que los tres
nanobodies se unen al paradtope de omalizumab.
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Figura 4.13 | Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la purificacion de los nanobodies
anti-omalizumab B6, E5 y E9. La purificacién fue realizada por cromatografia de afinidad en una
columna de Ni-NTA. Cada nanobody fue eluido en dos fracciones que fueron analizadas en carriles
separados, la elucidn se realizdé con imidazol 116 mM a excepcidn de la primera fracciéon de E9 que fue
recolectada con imidazol 68 mM. FNU: Fraccién No Unida.
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Figura 4.14 | Comparacion de los nanobodies anti-omalizumab B6, E5 y E9 mediante ensayos de ELISA.
A) Ensayo de comparacién de afinidad, en el cual distintas concentraciones de los nanobodies
biotinilados purificados fueron incubadas por duplicado en pocillos de ELISA sensibilizados con
omalizumab, y su presencia fue revelada con estreptavidina conjugada a peroxidasa. Se grafica el
promedio de duplicados en cada caso. B) Ensayos de inhibicion de la unién de omalizumab a IgE por la
presencia de nanobodies purificados. Omalizumab fue co-incubado con distintas concentraciones de los
nanobodies sobre pocillos sensibilizados con IgE, y la unién de omalizumab fue revelada con un
anticuerpo anti-IgG humana conjugado a peroxidasa. La sefial fue normalizada respecto a la seial
maxima (obtenida en ausencia de nanobody). Se grafica el promedio de triplicados y las barras de error
corresponden a la desviacidn estandar.

4.3 Clonado de los nanobodies en el vector pINQ-Bis para expresion de nanobody
biespecifico

Una vez seleccionados los dos nanobodies contra los antigenos de interés, se prosiguié con la
ligacién de los genes de ambos nanobodies de forma continua (en tdndem) en el vector pINQ-
Bis, el cual fue disefiado para expresar nanobodies biespecificos. El gen del nanobody anti-
omalizumab fue clonado utilizando las enzimas de restriccion Spel y Xhol, asegurando
mediante el uso de un par de enzimas diferentes el clonado direccional de la secuencia. Para
evaluar si el clonado fue exitoso, se realizd la amplificacion mediante PCR de los genes de
nanobodies en tres colonias que habian sido obtenidas luego de la transformacién del
producto de ligacién en bacterias E. coli DH5-a. Cada producto de amplificacion fue digerido
con las enzimas Haelll y Mval en reacciones independientes, para comparar los patrones de
digestion con los patrones tedricos obtenidos de un analisis in silico. Este analisis permitio
simular el resultado de una electroforesis en gel de agarosa 4% del producto de digestién de
las secuencias del nanobody anti-omalizumab y de un nanobody de especificidad irrelevante
(nanobody 1), el cual se encontraba originalmente en el vector pINQ-Bis (previo al clonado de
nanobody anti-omalizumab).

Al realizar una corrida electroforética de los productos de digestidon con la enzima Haelll se
pudo observar que los clones 2 y 3 presentaron dos fragmentos de 200 y 125 pb que
coincidieron con los tamafios esperados generados por la secuencia del nanobody anti-
omalizumab (Figura 4.15). Complementariamente, la enzima Mval generé un fragmento mayor
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a 300 pb para ambos clones, también coincidiendo con el producto esperado de la secuencia
del nanobody anti-omalizumab. Contrariamente, el clon 1 mostré para ambas digestiones un
patrén similar al esperado para el clon del nanobody |, indicando que se trataba de un
producto de transformacién con ADN plasmidico original. De esta forma, a pesar de que no
todas las bandas predichas in silico pudieron visualizarse experimentalmente, los resultados
indicaron que los clones 2 y 3 correspondian a un clonado exitoso y por lo tanto podian
utilizarse para proceder con la construccion del biespecifico.

A B

Haelll Mval Haelll Mval
MPM 1 23 123

MPM E5 "0 s Mascbody

Figura 4.15 | Patrones de digestion con las enzimas Haelll y Mval, visualizados mediante electroforesis
en gel de agarosa 4%. A) Patrones de digestion in silico de las secuencias del nanobody anti-omalizumab
y el nanobody | (que ocupaba esa posicidn previamente en el vector). B) Patrones de digestion
experimentales de las secuencias amplificadas a partir de la regidn entre los sitios de restriccion de Spel
y Xhol, para tres colonias seleccionadas aleatoriamente.

Se continud el proceso utilizando el ADN plasmidico obtenido del clon 2, en el cual se
incorpord la secuencia del nanobody anti-aztreonam. Se siguié un procedimiento similar al
clonado del anti-omalizumab, pero utilizando en este caso la enzima de restriccion Sfil. Una
vez realizado el clonado y transformacién en E. coli DH5-a se evalud el resultado mediante
secuenciacién de 3 clones aislados de los cuales 2 contaban con el clonado deseado (Figura
4.16).
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MKKTAIATAVALAGFATVAQAAMAEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSRYQOMAWVRKEPGKGLEWVSTIRGD
GITTYYADSVKGREFTISRDNGENMIYLOMNNLKSEDTAVYYCARPSWPYSSSWRGSSWSDYHYRGQGTQVTVSSGQAG
RGGGGSGGGGSGGGGSTSELMAQVOLOESGGGLVQAGGSLRLSCVASGSGEFSFNAMDMNWYRQPPGKQRILIAGITST
GNTKYANSVKGREFTISRDNAKNTVYLOMNSLTPEDTAVYYCNASLPDRLGVYGGQGTQVTVSSLEHHHHHH

Péptido OmpA Nanobody anti-aztreonam Secuencia espaciadora

Nanobody anti-omalizumab 6xHis

Figura 4.16 | Secuencia aminoacidica correspondiente al biespecifico obtenida a partir del resultado
de la secuenciacidn.

4.4 Produccidn del nanobody biespecifico
4.4.1 Evaluacion de la expresion del nanobody biespecifico

El nivel de expresién del biespecifico clonado fue evaluado en un cultivo de 2 mlL,
determinandose que podia ser expresado induciendo el cultivo a una DOgynm = 0,5 UA con
IPTG 10 uM, ON a 28 °C. Si bien el nivel de expresidn observado en la fraccion soluble del
extracto (Figura 4.17) no resulté tan bueno como el de los nanobodies individuales (Figuras
4.5 y 4.12A), la expresion se consideré suficiente y se procediod a realizar una purificacion del
biespecifico a partir de un cultivo a gran escala.

MPM
(kDa) 1 2

116,0 -

66,2

45,0

35,0

25,0

18,4

14,4

Figura 4.17 | Electroforesis SDS-PAGE de la fraccion soluble de extractos de cultivo evaluando la
expresion del nanobody biespecifico. Carril 1: Cultivo de células BL21(DE3) sin transformar. Carril 2:
Cultivo inducido con IPTG 10 uM ON a 28 °C para la expresion del nanobody biespecifico. Se sefiala la
banda correspondiente al biespecifico con una flecha negra.

4.4.2 Expresion a gran escala del nanobody biespecifico

El nanobody biespecifico fue expresado en un cultivo de 200 mL y purificado mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna de Ni-NTA. La fraccidn principal colectada
fue analizada mediante electroforesis SDS-PAGE, observandose una Unica banda contaminante
de aproximadamente 18 kDa (Figura 4.18).
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116,0

’ , 66,2

Figura 4.18 | Electroforesis SDS-PAGE del resultado de la purificacion del nanobody biespecifico. La
purificacion fue realizada por cromatografia de afinidad en una columna de Ni-NTA, eluyendo la
proteina con imidazol 116 mM. FNU: Fraccion No Unida, F1: fraccién principal colectada durante la
purificacion.

Se realizd a continuacién una cromatografia de exclusién molecular, utilizando PBS como
buffer del proceso de equilibrado y purificaciéon. En el cromatograma correspondiente a la
purificacién del biespecifico se observa un unico pico en un volumen de elucién de 13,79 mL
(Figura 4.19A), con el cual se pudo estimar interpolando en la curva de calibracién de la Figura
4.7 un peso molecular de 34,6 kDa, similar al valor calculado a partir de su secuencia (30,2
kDa). A pesar de la doble purificacidn, al analizar las fracciones eluidas mediante electroforesis
SDS-PAGE se evidencio la presencia de la banda contaminante de 18 kDa (Figura 4.19B), lo cual
podria ser el resultado de una interaccién inespecifica entre el biespecifico y el contaminante.
Por esta razén se procedid a repetir el proceso de expresién y purificacidn, pero en este caso la
etapa de purificacién mediante cromatografia de exclusion molecular se realizé utilizando PBS-
Tween 0,2% para desfavorecer las interacciones inespecificas, y se recolecté el pico en forma
fraccionada (Figura 4.20A). Esta vez se observé un pico mas ancho que podria indicar una
separacion entre la proteina de interés y el contaminante. Las fracciones fueron analizadas
mediante electroforesis SDS-PAGE, lo que permitid evidenciar que dos de ellas contenian la
mayor parte de la proteina de interés y con un alto nivel de pureza, no observandose en ellas
la banda contaminante (Figura 4.20B). Luego de ambas etapas de purificacién, el rendimiento
final de la expresion fue de 1 mg de nanobody biespecifico por litro de cultivo.
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Figura 4.19 | Purificacion del biespecifico mediante cromatografia de exclusion molecular en PBS. A)
Cromatograma. B) Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones de purificacion obtenidas. Pre-purif:
fraccidn resultante de la purificacion por cromatografia de afinidad, que fue inyectada a la columna de
exclusion molecular; F1, F2: Fracciones 1y 2 recolectadas durante la purificacién.
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Figura 4.20 | Purificacion del biespecifico mediante cromatografia de exclusién molecular en PBS-
Tween 0,2%. A) Cromatograma correspondiente mostrando las fracciones que fueron recolectadas. B)
Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones relevantes. F4-F10: Fracciones 4-10 recolectadas durante la
purificacion.

4.5 Analisis de la reactividad de los nanobodies que conforman el biespecifico

Una vez purificado el nanobody biespecifico, se evalué mediante ensayos de ELISA si los
nanobodies presentes en la construccion mantenian sus reactividades contra los antigenos por
los cuales eran especificos. Por un lado, se realizaron curvas de titulacion por triplicado para
evaluar la reactividad del nanobody anti-omalizumab, al incubar diluciones seriadas del
biespecifico con omalizumab inmovilizado, seguido de un revelado mediante el agregado de
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un anticuerpo anti-His conjugado a peroxidasa. EI SC50 obtenido para la curva del biespecifico
fue de 0,13 nM mientras que las curvas de titulacién realizadas similarmente con el nanobody
anti-omalizumab individual (fuera de la construccién biespecifica) presentaron un valor SC50
de 0,08 nM (Figura 4.21A). En paralelo, también se realizaron curvas de titulacién del
biespecifico y del nanobody anti-aztreonam para evaluar su reactividad contra KLH-aztreonam
inmovilizada, obteniéndose valores de SC50 de 0,16 y 0,21 nM, respectivamente (Figura
4.21B). Dado que en ninguno de los dos casos se observaron grandes diferencias entre la
reactividad del nanobody individual y del biespecifico, se pudo concluir que las reactividades
de los nanobodies anti-omalizumab y anti-aztreonam no habian sido afectadas al ser
incorporados en la construccion biespecifica.

A B

3,0

304 | e Nanobody anti-omalizumab L] N‘anobotliyanti-aztr.epnam !
® Biespecifico (reactividad anti-omalizumab) 1| @ Biespecifico (reactividad anti-aztreonam)

254

2,0

Absorbancia 450 nm
Absorbancia 450 nm

0,5

0,0 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Ty T

0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10
Concentracién de nanobody o biespecifico (nM) Concentracion de nanobody o biespecifico (nM)

Figura 4.21 | Evaluacién de ambas reactividades del nanobody biespecifico. El ensayo se realizd sobre
pocillos sensibilizados con cada uno de los antigenos, en los cuales se incubd el biespecifico y cada uno
de los nanobodies, revelando el ensayo con un anticuerpo anti-His conjugado a peroxidasa. Se grafica el
promedio de triplicados en cada caso y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

Adicionalmente, se evalué la funcionalidad del biespecifico para ser aplicado como calibrador
en el formato del inmunoensayo seroldgico de deteccion de IgE especifica contra el
determinante antigénico de aztreonam. En este ensayo de ELISA se incubaron diluciones
seriadas del biespecifico en pocillos sensibilizados con KLH-aztreonam, seguido de una
incubacién con un exceso de omalizumab. En caso de darse las reacciones biespecifico-
aztreonam vy biespecifico-omalizumab en simultaneo, estas podrian ser detectadas mediante
adicion de un anticuerpo anti-IgG humana conjugado a peroxidasa (Figura 1.3B). En
consistencia con lo esperado, se observd un incremento de la seifal conforme aumentaba la
concentracién del biespecifico generandose una curva con un valor SC50 de 0,04 nM (Figura
4.22). Esto no solo confirmé la funcionalidad de los nanobodies en la construccidn, sino que
también demostro el potencial del biespecifico para adecuarse como calibrador en ensayos de
deteccion de IgE para el diagndstico de alergias contra aztreonam.
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Figura 4.22 | Evaluacién del nanobody biespecifico. El ensayo se realizd sobre pocillos sensibilizados
con KLH-aztreonam, donde se realizaron diluciones seriadas del biespecifico por triplicado vy
seguidamente se incubd una concentracién en exceso de omalizumab. El ensayo fue revelado con un
anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa. Se grafica el promedio de triplicados y las barras
de error corresponden a la desviacién estandar.

4.6 Analisis de la correlacion entre la sefal producida por el calibrador biespecifico y
la de un suero artificial con anticuerpos anti-aztreonam

La sefial generada en un ensayo ELISA por el nanobody biespecifico y la generada por un suero
artificial anti-aztreonam (descripto en la secciéon 1.1) fueron comparadas con el fin de
establecer una correlacién entre la concentracién del biespecifico y las unidades utilizadas
para la cuantificacion de IgE especifica (IlU/mL). Para este ensayo se incubaron diluciones
seriadas de ambos sobre pocillos sensibilizados con KLH-aztreonam. La presencia del suero
artificial y del nanobody biespecifico fue detectada mediante una incubacién con omalizumab,
seguida de la adicidn de un anticuerpo anti-lgG humana conjugado a peroxidasa. Las curvas de
titulacién fueron analizadas en el rango de respuesta lineal para poder establecer una
correlacidén entre ambas. Las sefiales obtenidas para el nanobody biespecifico (Figura 4.23A)
fueron interpoladas en la curva correspondiente al suero artificial (Figura 4.23B), generando
asi una curva que permite asignar al nanobody biespecifico, en el rango 0,017 — 0,037 nM, una
equivalencia en IU/mL, la unidad utilizada internacionalmente para la cuantificacion de IgE
especifica (Figura 4.23C).

47



y =79,003x + 0,029 16+
1497 Re=09876 1 y=0,1758x - 0,001
J " R?=0,9961
144
12 ]
] 1,24
€ 10 j
= €
3 ; 1,0 -
< 08+ 2 1 y
3 © 08+
c o
S 06 &
™ L2 064
2 I
3 o 0
< 047 < 044
0,24 0.2 _
0,0 LI L L T S A L T T 00 T T T T T T T T v 1
0,000 0002 0,004 0006 0008 0010 0012 0014 0016 0018 0 2 4 6 8 10
Concentracion de nanobody biespecifico (nM) Concentracion de IgE especifica en suero artificial (IU/mL)
C
8: y = 449,39 + 0,1577
2 = 0,9876 .

Concentraciéon de nanobody biespecifico (IU/mL)
B
1

° F—+—t—————+—+—
0,000 0,002 0,004 0006 0,008 0010 0012 0014 0016 0,018 0,020
Concentracion de nanobody biespecifico (nM)

Figura 4.23 | Correlacion de la seiial generada en un ensayo ELISA por el nanobody biespecifico y un
suero artificial con anticuerpos anti-aztreonam. Se grafica el rango lineal de la curva de titulacién del
biespecifico (A) y el suero artificial (B). Se grafica el promedio de triplicados y las barras de error
corresponden a la desviacién estandar. La curva (C) ilustra la correlacion establecida para la
concentracion del nanobody biespecifico en nM y IU/mL.

El suero artificial que se utilizd en esta ocasidon para comparar con el nanobody biespecifico
constituye una alternativa para la calibracién del ensayo seroldgico, y fue desarrollado, al igual
que el biespecifico, con el fin de evitar las desventajas asociadas al uso de sueros humanos
para la calibracion, como su limitada disponibilidad. Frente al nanobody aqui desarrollado,
presenta la ventaja de ser independiente del anticuerpo anti-IgE utilizado para la deteccidn, ya
que contiene la regién Fc de IgE humana, mientras que el uso del nanobody biespecifico
requiere la utilizacién del anticuerpo anti-IgE omalizumab. Si bien el uso del suero artificial
puede solucionar el problema de la baja disponibilidad de sueros humanos, no constituye un
reactivo que pueda reproducirse indefinidamente, ya que el suero de conejo utilizado es un
recurso finito y por lo tanto el suero artificial debe volver a validarse al ser reemplazado. Por su
parte, el nanobody biespecifico desarrollado presenta la ventaja de ser un reactivo que puede
reproducirse indefinidamente a partir de su secuencia codificante y puede expresarse
facilmente en sistemas procariotas, constituyendo un reactivo altamente reproducible. Para
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generar un calibrador sintético independiente del anticuerpo anti-IgE utilizado para la
deteccién, una posible alternativa seria expresar el nanobody anti-aztreonam obtenido
fusionado a la region Fc de IgE.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se seleccionaron nanobodies contra dos antigenos de interés a partir de una
biblioteca de fagos que codifica los dominios variables VH y VHH de una llama inmunizada,
utilizando estrategias de seleccion por panning que fueron disefiadas especialmente para cada
antigeno. Por un lado, se obtuvieron nanobodies contra el pardtope del anticuerpo
monoclonal omalizumab aplicando una estrategia que demostré ser muy eficiente, ya que la
totalidad de los clones analizados en el screening fueron especificos contra esta region. La
obtencidon de un nanobody con esta caracteristica fue fundamental para la generacion del
calibrador biespecifico, ya que permitia mimetizar la regién Fc de la IgE, que es reconocida
precisamente por el pardtope de omalizumab.

Por otro lado se obtuvieron nanobodies contra el determinante antigénico derivado del
antibidtico beta-lactdmico aztreonam. La estrategia de panning utilizada en este caso facilité la
obtencion de clones que no presentaron reactividad contra la proteina carrier del
determinante antigénico. Por esta razdn, los nanobodies seleccionados tenian el potencial de
ser incorporados en la construccién biespecifica para mimetizar la regién de reconocimiento
de las IgE especificas en los ensayos de serologia para el diagnéstico de alergias contra dicho
determinante.

A fin de generar un calibrador recombinante, los nanobodies obtenidos fueron clonados al
vector pINQ-Bis para la expresion de un nanobody biespecifico, el cual mantuvo la reactividad
de ambos nanobodies individuales y resultd funcional en el contexto del ensayo seroldgico,
demostrando la aplicabilidad del calibrador. La presencia en este vector de dos pares de sitios
de restriccion permite la incorporacién simple de secuencias codificantes para distintos
nanobodies, lo cual permitié que en el contexto del proyecto que se esta llevando a cabo en
este laboratorio se pudieran generar calibradores para tres mas de los determinantes
antigénicos propuestos, utilizando el clon anti-omalizumab aqui seleccionado. De igual
manera, de obtenerse en el futuro nanobodies contra otros alérgenos se podrian generar
facilmente calibradores para la deteccién de IgE especifica contra otros antigenos.

Asimismo, la estrategia aqui utilizada para obtener nanobodies anti-paratope de omalizumab
constituye una prueba de concepto que podria aplicarse para obtener nanobodies anti-
pardtope contra otros anticuerpos de deteccion, permitiendo incorporar el uso de calibradores
basados en nanobodies biespecificos en otras clases de inmunoensayos serolégicos. Esta
potencial aplicacién es de suma relevancia, ya que la dificultad de la obtencion y validacion de
sueros para la calibracion es un problema comin a muchos ensayos seroldgicos, como por
ejemplo ensayos de deteccion de IgG para el diagnéstico de infecciones virales. Los
calibradores basados en nanobodies biespecificos podrian encontrar aplicacion en campos mas
alld del diagndstico de alergia a antibidticos beta-lactamicos, pudiendo trasladarse a una
diversidad de ensayos de deteccidon de inmunoglobulinas especificas.
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